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RESUMO

A curcumina é um farmaco natural que apresenta propriedades medicinais dentre elas
destaca-se a propriedade antineoplasica, nesta pesquisa a curcumina tem sido
associada com a quitosana com a fungao de portador eficaz para a preparagao de
formulagbes na liberagdo de farmaco. Portanto o objetivo deste trabalho foi
desenvolver arcabougos de quitosana/curcumina, pelo método de agregagdo de
esferas, através da solugao de gelatina (5%) com e sem reticulagdo. O farmaco foi
incorporado na quitosana empregando a técnica de reag&o de solugdes e adsorgao.
As esferas foram caracterizadas por Espectroscopia na Regiao Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difragéo de Raios X (DRX), Microscopia Otica (MO),
Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV), Termogravimetria (TG), Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e Grau de Intumescimento (Gl). E os arcabougos por
MO, MEV, Porosidade por trés diferentes métodos, propriedade mecéanica de
resisténcia a compressido e Gl, também foram realizadas a validacdo do método
analitico e a liberagédo da curcumina por UV/VIS, modelos matematicos de cinética de
liberagdo também foram aplicados, seguido dos ensaios de citotoxicidade com linha
celular de fibroblastos (L929) e cancer de mama (MCF-7). As analises morfologicas
de MO e MEV mostraram a presenga do farmaco no interior das esferas, e nos
arcaboucgos a adesao das esferas a partir da gelatina. Por FTIR sugeriu-se a interagéo
da quitosana com a curcumina. Os resultados de DRX e TG mostraram que a
presenca do farmaco na matriz de quitosana, nao alterou de forma significativa a
cristalinidade e nem a estabilidade térmica do material, respectivamente. Por DSC
verificou-se na amostra quitosana/curcumina, o desaparecimento do pico de fusdo da
curcumina. Constatou-se ainda que os arcabougos obtidos com gelatina reticulada
apresentaram menor absorg¢ao de agua no ensaio de Gl, menor tamanho de poros e
menor porosidade, como também um perfil prolongado de liberagdo de farmaco. A
partir do ensaio de compressao observou-se que todos os sistemas apresentaram
valores semelhantes de resisténcia a compressédo do tecido adiposo humano. Na
analise dos modelos matematicos observou-se que os modelos de Korsmeyer-Peppas
e de Higuchi foram os que mais adequaram aos sistemas e pelos resultados de
citotoxicidade com a linha celular L929 verificou-se que os arcabougos nao
apresentaram toxicidade, ja a amostra quitosana/curcumina(adsorgao)-reticulada,
apresentou perfil toxico para a linha celular MCF-7. Dessa forma, constatou-se que o
arcaboucgo de quitosana/curcumina (adsorgao)-reticulada é promissor para o estudo
em tratamento de cancer de mama, por apresentar, estrutura, tamanho de poro e perfil
de liberagdo adequada para o tratamento, como também maior toxicidade nas células
cancerigenas MCF-7.

Palavras-chave: Arcabouc¢os. Quitosana. Curcumina. Liberagdo. MCF-7.



ABSTRACT

Curcumin is a natural drug that has medicinal properties, among which are the anti-
cancer property, thus, in this research, curcumin has been studied associated with
chitosan that is an effective carrier for the preparation of formulations of drug delivery.
Therefore the aim of this study was to develop scaffolds of chitosan/curcumin, by the
ball aggregation method through gelatin solution (5%) with and without crosslinking.
The drug was incorporated in chitosan employing the solutions reaction technique and
adsorption. The beads were characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), X-ray diffraction (XRD), Optical Microscopy (OM), Scanning Electron
Microscopy (SEM), Thermogravimetry (TG), Differential Scanning Calorimetry (DSC)
and Degree of Swelling (DS). And the scaffolds by OM, SEM, porosity by three different
methods, mechanical properties by Compressive Strength and DS. The validation of
the analytical method and the release of curcumin by UV / VIS were carried out,
mathematical models of release kinetics were also applied, followed by cytotoxicity
tests with fibroblast cell line (L929) and breast cancer (MCF-7). Morphological analysis
of OM and SEM showed the presence of the drug inside the spheres, and in the
scaffolds, the adhesion of the spheres from the gelatin. From the FTIR technique it
was noticed the probable interaction of chitosan with curcumin. The results of XRD and
TG showed that the drug present in the chitosan matrix did not significantly change
neither the crystallinity nor the thermal stability of the material, respectively. By DSC,it
was found in the chitosan / curcumin sample, the disappearance of the melting peak
of curcumin. It was also found that the scaffolds obtained from cross-linked gelatin had
lower water absorption in the Gl assay, smaller pore size and lower porosity as well as
an extended drug release profile. From the compression test it was observed that all
systems had similar amounts of adipose tissue compression strength. Analyzing the
mathematical models, it was observed that the Korsmeyer-Peppas and Higuchi models
were the ones best adapted to most systems, and from the cytotoxicity results with the
L929 cell line it was found that the scaffolds did not show toxicity, while the chitosan /
curcumin (adsorption)-crosslinked sample showed toxicity profile for the cell line MCF-
7. Thus, it was found that the chitosan / curcumin (adsorption) - crosslinked scaffolds
is promising for the study in treating breast cancer, because it presented structure,
pore size and adequate release profile for the treatment, as well as greater toxicity in
cancer cells MCF-7

Keywords: Scaffolds. Chitosan. Curcumin. Release. MCF-7.
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1 INTRODUGCAO

A necessidade da recuperagao do tecido humano ocorre devido a perda ou
debilidade de um 6rgédo ou tecido, causado por doengas genéticas ou acidentes. A
area da saude apresenta problemas no que se refere a doagéo de tecidos e 6rgaos,
devido ao déficit de doadores de tecidos e a repulsdo imunolégica entre doadores e
receptores e ainda a limitacao por auto enxerto e/ou impossibilidade funcional. Com o
objetivo de atenuar esse problema, pesquisas na area de Engenharia de Tecidos
combinam as propriedades dos materiais, os principios de adesao e proliferacdo de
células in vitro em um biomaterial adequado como os arcabougos, com a finalidade
de permitir o crescimento tecidual. Dependendo do local e do tipo de tecido a ser
reparado (osso, cartlagem ou tecido mole), estas estruturas sdo fabricadas
satisfazendo requisitos especificos, em relagcdo as propriedades mecanicas,
porosidade entre outros (UPADHYAYA et al., 2014; SOUSA et al., 2013; FURTH &
ATALA, 2014; JIANG et al., 2014). Segundo Biondi et al. (2008) e Dorj et al. (2014), o
potencial regenerativo nos arcabougos pode ser melhorado pela utilizagdo de
sistemas de liberacdo controlada de farmaco, pois o carreamento de moléculas
terapéuticas nas estruturas tridimensionais proporciona o crescimento do tecido ao
mesmo tempo que trata a regido. Neste contexto, tem-se utilizado como componente
bioativo, a curcumina, que é encontrada em varios tipos de ervas especialmente no
acafrdo, apresentando propriedades interessantes dentre elas anti-inflamatdrias,
antimicrobianas, antioxidantes, de cicatrizagdo, protecdo de lesdes hepaticas e
principalmente antineoplasicas. Devido ao crescente numero de casos de céancer,
tem-se um aumento nas pesquisas referente ao tratamento de neoplasias englobando
os diversos tipos de materiais, farmacos e técnicas utilizadas que melhorem a
disponibilidade dos farmacos no organismo do paciente. A partir de entdo, estudos
vém sendo desenvolvidos no que se refere ao sistema de liberagdo controlada de
farmaco, pois neste sistema o farmaco é disponibilizado no organismo em uma taxa
predeterminada, a liberacdo pode ser prolongada reduzindo a frequéncia das
dosagens como também dos efeitos colaterais. De acordo com estudos realizados em
animais e seres humanos mesmo em dosagens elevadas a curcumina € segura e

eficaz no tratamento de algumas doengas mortais incluindo o cancer, porém o seu
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potencial terapéutico € dificultado pela sua fraca solubilidade em agua, ma absorgao
e metabolismo rapido.

Diante disto, alternativas vem sendo pesquisadas para diminuir essas
limitacbes, dentre elas tem-se a utilizacdo deste farmaco com microesferas
poliméricas, e como matriz polimérica tem-se a quitosana que € um biomaterial
utilizado na preparagédo de arcabougos por apresentar propriedades biologicas que
incluem a biocompatibilidade, biodegradabilidade e a mucoadesividade (POPAT et al.,
2014; LI & ZHANG, 2014; ZHANG et al., 2013). Portanto, nesta pesquisa a curcumina
tem sido estudada associada com a quitosana, com a fungao de portador eficaz para
a preparacao de sistemas para a liberacédo controlada de farmaco.

Contudo o principal objetivo deste trabalho € desenvolver arcabougos de
quitosana com o farmaco curcumina, como sistema de liberagéo controlada. Onde os
arcaboucos serdo obtidos com a finalidade de serem implantados na mama apds a
mastectomia, onde o farmaco sera liberado de maneira controlada tratando a regiao,
ao mesmo tempo que o tecido ira crescer sobre o arcabougo. Para este fim os
arcabougos de quitosana/curcumina serdo obtidos pelo método de agregacao de
esferas. Serdo avaliadas a incorporacdo e a interagdo entre a quitosana e a
curcumina, bem como a relagdo morfolégica dos arcabougos com as propriedades
estudas, na perspectiva do efeito do farmaco. O comportamento da cinética de
liberacdo dos arcaboucgos sera avaliado a partir da liberacao “in vitro” e de modelos
matematicos. E o potencial citolégico dos arcabougos serao analisados frente a linha

celular L929 e MCF-7 (cancer de mama).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mama

A complexidade da fisiologia da mama (Figura 1), deve ser considerada quando
se investiga estratégias relacionadas a engenharia do tecido mamario. A mama
localiza-se no topo dos musculos grande peitoral, na parte superior da caixa toracica,
composta por tecido adiposo e glandular, apresentando uma forma coénica ou
pendular, variando de acordo com as caracteristicas biolégicas corporais e com a
idade da pessoa. Apresentam também vasos sanguineos, linfaticos e elementos
nervosos. A circulagéo arterial € proveniente da artéria toracica interna e das artérias
intercostais posteriores. Na regido central tem-se a aréola e a papila, onde localizam-
se internamente 15 a 20 orificios ductais, que os levam até os lobos mamarios, de
forma que cada um tem a sua via de drenagem. Ainda na parte interna da mama tem-
se os ligamentos de Cooper, que sdo expansdes fibrosas que se projetam na glandula
mamaria, responsaveis pela retracdo cutanea nos casos de cancer de mama (LANZA
et al. 2014; ZAEIMDAR, 2014).

papila

ligamentos
da Cooper

ducio

latulo tecido adiposa

Figura 1 - Fisiologia da mama (INCA, 2002).
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O tecido adiposo rodeia a glandula mamaria em forma de cone, separando a
camada superficial e a pele, com uma espessura de 0,5-2,5 cm. O tecido conjuntivo
dentro do seio rodeia as glandulas mamarias (I6bulos e ductos) e forma os ligamentos
da mama em determinadas areas, a fim de apoiar a estabilidade estrutural da mama.
O tamanho e forma da mama € determinado pela pele e o tecido adiposo presente em
torno dos tecidos conjuntivos e glandulares. O seio é conectado a pele através de
ligamentos, que fornecem suporte adicional e contribui para a forma da mama (LANZA
et al.2014; ZAEIMDAR, 2014).

Varias mudancas ocorrem na mama quando a mulher passa pela puberdade e
menopausa. Durante a puberdade, os hormoénios liberados fazem com que o tecido
pare de crescer, formando estruturas ductais maduras. Durante a menopausa, quando
0s hormoénios nao sdo mais produzidos pelos ovarios, a diminuicdo da mama ocorre
devido aos Iébulos encolherem. O seio da mulher é tipicamente mais denso antes da
menopausa (LANZA et al. 2014).

Contudo, intervengdes como a mastectomia total ou parcial, € um procedimento
cirargico que remove o elemento de volume da mama obliterando o contorno feminino.
Uma das técnicas utilizadas para solucionar o problema da mama ausente apos
mastectomia seria um método que restaurasse ou adicionasse um certo volume de
tecido mole para o peito, sem morte local ou riscos associados com implantes. O
tecido adiposo é o tecido mais adequado para ser utilizado nesta fungao, nao sé
porque ele permanece com a principal fragdo do volume removido, mas é também o
mais compativel com os outros tecidos (SHENAQ & YUKSEL, 2002).

Segundo Beahm et al. 2003, o tamanho de poro ideal para crescimento interno
celular varia com o tipo de tecido, de 5 a 15 mm melhora o crescimento interno de
fibroblastos. Os arcabougos devem também demonstrar as propriedades mecanicas
favoraveis, a resisténcia mecanica deve ser adequada para os tecidos que esta sendo

projetado.
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2.1.1 Propriedade Mecanica da Mama

Tecidos moles, incluindo o tecido mamario pode ser assumido como material
incompressivel durante a compactagao, sendo mais que 70% do tecido € mole, como
resultado o volume que permanece é praticamente constante quando comprimido
(ZAEIMDAR, 2014). Além disso, a complexidade real do tecido mamario (anisotropia,
falta de homogeneidade, o numero e a distribuicdo dos ligamentos) dificulta o calculo
com precisao das propriedades do tecido mamario de um paciente (AZAR et al. 2002).

De acordo Lanza et al. 2014, a criacdo de uma mama funcional com capacidade
de lactacido nao é necessaria, de fato pode ter-se o risco de cancer de mama em uma
mulher, através da introdugdo de células epiteliais mamarias que podem ser
predispostas ao desenvolvimento de céncer. O principal objetivo, imediato da
reconstrugao da mama € produzir uma massa de mama com todas as propriedades
estéticas de uma mama normal.

Azar et al. 2002, elaborou um modelo de mama deformavel, capaz de prever

razoavelmente as deformagdes internas de uma verdadeira mama.

2.2 Cancer

A palavra cancer é originada do grego karkinos, e significa, em uma traducéo
literal, caranguejo. Ela foi utilizada pela primeira vez por Hipdcrates, o pai da medicina,
que viveu entre 460 e 377 a.C. O cancer ndo € uma doencga nova, ha relatos de ter
sido detectado em mumias egipcias, o que comprova que ele ja comprometia o
homem ha mais de 3 mil anos antes de Cristo (ALMEIDA et al., 2005; ABC DO
CANCER, 2011).

O processo de formagao do cancer € chamado de carcinogénese ou oncogénese
(Figura 2). Em geral, acontece lentamente, podendo levar varios anos para que uma
célula cancerigena se prolifere, passando por varios estagios antes de chegar a um
tumor identificavel (ABC DO CANCER, 2011).
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Estdgio de iniciagdo: Estagio de promogdo: Estégio de progressdo:
Os genes sofrem aclo Os agentes oncopromatores Caracterizado pela multiplicaco
dos agentes cancerigenos atuam na célula ja alterada descontrolada e irreversivel da célula

Figura 2 - Esquema representativo do processo de carcinogénese ou oncogénese (ABC do
Cancer, 2011).

Conforme apresentado da Figura 2, o estagio de iniciagdo é o primeiro estagio
da carcinogénese. Nele, as células sofrem o efeito de um agente carcinogénico
(agente oncoiniciador) que provoca modificagdes em alguns de seus genes. Nesta
fase, as células encontram-se geneticamente alteradas, porém ainda n&o € possivel
detectar um tumor clinicamente. No estagio de promogéo, as células geneticamente
alteradas sofrem o efeito dos agentes cancerigenos classificados como
oncopromotores. A célula iniciada é transformada em célula maligna, de forma lenta
e gradual, para que ocorra essa transformagédo € necessario um longo e continuo
contato com o agente cancerigeno promotor. A suspensao do contato muitas vezes
interrompe o processo nesse estagio. Ja o estagio de progressao, que é o terceiro e
ultimo estagio, caracteriza-se pela multiplicagdo descontrolada, sendo um processo
irreversivel. Neste ultimo estagio, o cancer ja estd acomodado, evoluindo até o
surgimento das primeiras manifestagdes clinicas da doenca (ALMEIDA et al., 2005;
SALES, 2012).

O cancer advém de um processo patolégico que se inicia quando uma célula
anormal é transformada por mutagdo genética do acido desoxirribonucleico (DNA)
celular. A célula anormal forma um clone que comeca a se proliferar e disseminar,
processo denominado metastase. As células cancerigenas sdo geralmente, menos
especializadas nas suas fungdes que suas correspondentes normais (ALMEIDA et al.,
2005; SALES, 2012).
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2.2.1 Cancer de Mama

De acordo com dados do Ministério da Saude de 2014, o cancer é a segunda
causa de o6bitos no pais, com tendéncia de crescimento nos préximos anos, o cancer
de mama é o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em todo o mundo, sendo
também a maior causa de morte por cancer nas mulheres em todo o mundo. No Brasil,
as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas, muito
provavelmente porque a doenga ainda é diagnosticada em estadios avangados (ABC
DO CANCER, 2011; INCA, 2014a).

Este tipo de cancer é relativamente raro antes dos 35 anos e acima desta faixa
etaria sua incidéncia cresce de forma rapida. Estatisticas indicam o aumento de sua
incidéncia tanto nos paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento. Segundo
a Organizagao Mundial da Saude (OMS), nas décadas de 60 e 70 registrou-se um
aumento de 10 vezes nas taxas de incidéncia ajustadas por idade nos Registros de
Cancer de Base Populacional de diversos continentes (INCA, 2014a).

O cancer de mama quando descoberto em sua fase inicial tem grande
possibilidade de cura, com baixa morbidade decorrente do tratamento. Cerca de 30%
dos casos de cancer de mama podem ser evitados quando algumas medidas s&o
adotadas como; uma alimentagdo saudavel, pratica de atividade fisica regular, a
amamentagao e manutengao do peso ideal. Por outro lado, tem-se alguns fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer de mama como; envelhecimento, fatores
relacionados a vida reprodutiva da mulher, histérico familiar de cancer de mama,
consumo de alcool, excesso de peso, sedentarismo, exposi¢ao a radiagao ionizante e
alta densidade do tecido mamario (razdo entre o tecido glandular e o tecido adiposo
da mama), e a idade que continua sendo um dos mais importantes fatores de risco.
As taxas de incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos. Apds essa idade, o
aumento ocorre de forma mais lenta, o que reforca a participagdo dos hormdnios
femininos na etiologia da doenga (INCA, 2014b; OSHIRO et al., 2014).

A opcdo mais usada para o tratamento de cancer € a quimioterapia, porém
apresenta desvantagens, como: distribuicdo ndo seletiva de drogas, resisténcia a
multiplas drogas, efeito colateral indesejavel para o tecido normal e a inerente falta de
resposta benéfica de droga (MOHANTY & SAHOO, 2010).
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Para esse efeito, a ndo toxicidade e a eficacia de novos medicamentos podem

abrir um novo caminho para futuras terapias contra o cancer. Neste sentido, a

utilizacado de droga antineoplasica a base de ervas naturais, como a curcumina, da

uma possivel solugdo para os obstaculos envolvidos na quimioterapia, pois nao
apresenta efeito colateral ao tecido normal (MOHANTY & SAHOO, 2010).

2.2.2 Farmacos Naturais Anticancerigenos

A descoberta dos farmacos surgiu com a necessidade de desenvolver e inovar

métodos da liberagao efetivamente terapéutica. A Figura 3 apresenta a trajetoria da

descoberta e do desenvolvimento dos farmacos.
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Figura 3 - Esquema da trajetéria da liberacdo de farmacos e da descoberta de novos

compostos terapéuticos (Bader & Putnam, 2014) Adaptado.
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Registros de cerca de 2600 a.C., documentam o uso de aproximadamente 1000
substancias derivadas de plantas, na Mesopotamia, incluindo os 6leos de espécies de
Cedrus (cedro) e Cupressus sempevirens (ciprestes), Glycyrrhiza glabra (alcaguz),
espécies de Commiphora (mirra) e Papaver somniferum (suco de papoula), todas séo
usadas ainda hoje para o tratamento de doengas (MELO et al.,, 2006; CRAGG &
NEWMAN, 2013).

A descoberta de drogas a base de plantas, resultou no desenvolvimento de
muitos farmacos anticancerigenos (Tabela 1). Além disto, as plantas também
fornecem uma plataforma para criagdo de remeédios inovadores e seguros, através da
interacéo sinérgica de varios complexos constituintes de ervas anticancer. O uso de
plantas para a terapia n&o é recente, pois, as plantas tém sido consideradas uma
importante fonte de compostos bioativos para o tratamento de muitas doencas,
incluindo o cancer, em quase todas as culturas e comunidades durante milhares de
anos (OCHWANG!'| et al., 2014; KHAZIRA et al., 2014).

De acordo com Li & Leung 2014, atualmente mais de 60% das drogas
anticancerigenas utilizadas s&o originalmente desenvolvidas a partir de produtos
naturais. Medicamentos fitoterapicos e produtos naturais tem sido bastante
pesquisado no tratamento do cancer como a capsaicina, que € um composto que tem
demonstrado efeitos anticancer.

Zhong et al. 2012, analisaram estudos clinicos prévios, que sugeriram que as
ervas da medicina Chinesa podem ser efetivas para o tratamento de cancer em trés
aspectos principais. Em primeiro lugar, podem melhorar as fun¢des imunolégicas dos
pacientes e prevenir a reincidéncia e metastases. Em segundo lugar, pode prevenir
e/ou reduzir a toxicidade de agentes anticancerigenos, e atuar prevenindo ou
reduzindo o risco do desenvolvimento de cancer. Em terceiro lugar, pode melhorar a
taxa de sobrevivéncia e qualidade de vida do paciente.

Diante disto, a atividade anticancerigena da curcumina, que € um curcuminoide
obtido a partir do acafrdo, tem sido estudada como agente terapéutico para a

prevencao e tratamento de diferentes tipos de cancer.



Tabela 1 - Utilizag&do de plantas em alguns tipos de cancer.

PRODUTOS NATURAIS

TIPOS DE CANCER

REFERENCIAS

TRIPTERYGIUM
WILFORDII GANCHO F.
(TROVAO VINE)
TRIPTOLIDE

TAXUS BREVIFOLIA NUTT
(TAXACEAE) PACLITAXEL

CAPSICUM (CAPSAICINA)

LITHRAEA MELLOIDES
(ANACARDIACEAE)

TRYPTERYGIUM
WILFORDII HOOK F
(CELASTROL)

PIPER NIGRUM; PIPER
LONGUM (PIPERINA)

CURCUMA LONGA
(CURCUMINA)

COPTIS CHINENSIS,
HYDRASTIS CANADENSIS
E BERBERIDACEAE
(BERBERINE)

Prostata e melanoma;
Pancreas;

Colo-retal.

Mama, ovario e

pulmao.

Pancreas;
Osteossarcoma.
Mama, pulméao,

préstata e melanoma.

Cervical;
Prostata;

Mama.

Prostata;
Reto;
Mama;

Pulméo.

Mama;
Prostata;
Colo-retal;
Ovario;

Tiredide.

Colo-retal;
Mama;
Bexiga;

Pulmao.

(MOU et al., 2011).
(CHEN et al., 2014a).
(LIU et al., 2012).

(BU et al., 2014).

(DATTA et al., 2014).
(CHIEN et al., 2013).

(RUSSO et al., 2009)

(HU et al., 2013).
(DAl et al., 2009).
(YANG et al., 2011).

(OUYANG et al., 2013).
(YAFFEA et al., 2013).

(DO et al., 2013).
(SELVENDIRAN et al., 2003).

(CHEN et al, 2014b).
(ADITYA et al, 2014).
(ANITHA et al, 2014).
(ABOUZEID et al, 2014).
(XU et al, 2014).

MURTHY et al., 2012).
MA et al., 2013).
YAN et al., 2011).

(
(
(
(PENG et al., 20086).
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2.3 Curcumina

A curcumina € um componente polifenélico da Curcuma longa L., que pertence
a familia Zingiberaceae, distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais do mundo,
sendo amplamente cultivado em paises asiaticos, principalmente na india e China.
Seus rizomas sao longos e ovais muitas vezes de curtas ramificacdes (ARAUJO &
LEON, 2001; PRASAD et al., 2014; JARDIM et al., 2013).

a}

Figura 4 - llustragao da (a) Planta Curcuma longa (b) da Curcumina em po, (c) e do corte
recente do rizoma (Jardim et al., 2013; Mercola, 2014; Basnet & Skalko-Basnet, 2011).

A curcumina apresenta cor amarelada (Figura 4), e tem sido utilizada em
medicamentos asiaticos, para o tratamento de acne, psoriase, dermatite, assaduras e
também fornece uma ampla gama de beneficios de saude, incluindo a atividade
anticancerigena, sendo considerada como uma alternativa adequada para os agentes
quimioterapicos (MAHESHWARI et al., 2006; DAS et al., 2010; LI & ZHANG, 2014;
MOORTHI & KATHIRESAN, 2013).

E comercialmente disponivel como um extrato de raizes de Curcuma longa,
onde o seu conteudo é estimado na soma do teor dos curcumindides, com tipicamente
77% de curcumina, 17% de demetoxicurcumina e 6% de bis-demetoxicurcumina
(Figura 5).
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Apresentando uma composi¢ao atdbmica C21H2006 com massa molecular de
368,39g/mol e ponto de fusdo de 183°C (GRYNKIEWICZ & SLIFIRSKI, 2012;
MAHESHWARI et al., 2006).

“"“‘-.,_ _".,,.r-*"'

HO Bis-demetoxicurcumina

Figura 5 - Estrutura quimica dos curcumindides (Curcumina, Demetoxicurcumina e Bis-

demetoxicurcumina) (Akhtar et al., 2012) Adaptado.

A dose diaria tolerada em seres humanos é de até 12g, segundo ensaios
clinicos de fase |, com o selo de segurangca da GRAS (Generally Regarded As Safe),
por United States Food and Drug Administration (MOORTHI & KATHIRESAN, 2013).

Apesar de extensas pesquisas e desenvolvimento de novos sistemas, a fraca
solubilidade da curcumina em agua, conduz a uma fraca biodisponibilidade, sendo um
grande obstaculo para sua utilizagdo. Em termos quantitativos, a biodisponibilidade é

definida da seguinte maneira:



35

. . R uantidade de farmaco que alcanga a circulacgio sistémica
Biodisponibilidade = & : u £ (1)

Quantidade de firmaco administrado

Essa definicao de biodisponibilidade (Equacgao 1), baseia-se no fato importante
de que a maioria dos farmacos alcanca seus locais de acdo moleculares e celulares
diretamente a partir da circulagéo sistémica (YADAV et al., 2012; GOLAN et al., 2011).

Sendo de natureza hidrofébica, a curcumina € insoluvel em solugdes aquosas,
mas soluvel em solventes organicos tais como dimetilsulféxido (DMSO), acetona,
metanol, e etanol, sendo que o0 maximo de absorgédo (Amax) de curcumina ocorre em
metanol por volta de 430 nm. Para utilizar as atividades farmacéuticas da curcumina
e superar a sua fraca disponibilidade no local de acdo no corpo, outras formas de
utilizacdo desta, tém sido desenvolvidas tais como; a utilizacdo de micelas, complexos
fosfolipidios, ciclodextrina, lipossomas, nanoparticulas, macromoléculas, hidrogéis,
conforme mostrado na Tabela 2. Adjuvantes, tais como a piperina, também séao
utilizados para melhorar a biodisponibilidade da curcumina (YADAV et al., 2012; DAS
et al., 2010; RAO et al., 2014).

A curcumina apresenta propriedades do ponto de vista farmacolégico como;
antioxidante, anti-inflamatdria, antibacteriana, antiparasitarios, antimalarica e
atividades anticancerigenas. A atividade anticancerigena da curcumina tem sido
sugerida como um agente terapéutico para a prevengao e tratamento de diferentes
tipos de cancer incluindo de mama, oral, de eséfago, linfoma, gastrico, intestinal,
hepatico, de pancreas, leucemia, colo retal , de bexiga, melanoma de rins, de ovario,
préstata, sarcoma, uterino, de pele, neuroldgico, 6sseo, no cérebro e cabega e
carcinoma de células escamosas pescog¢o (CHUAH et al., 2014; YADAV et al., 2012;
NAKSURIYA et al., 2014; MOORTHI & KATHIRESAN, 2013).
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Tabela 2 - Melhoria das propriedades da curcumina proporcionada pelo emprego de sistemas

de liberagao.
SISTEMA DE EFEITOS BENEFICOS RELATADOS
LIBERAGAO
MICELAS Aumenta a solubilidade aquosa, mantém a
atividade citotoxica e aumenta a possibilidade de
administracao oral e parenteral como liberagao
controlada.
COMPLEXOS Aumenta a atividade hepatoprotetora in vivo,
FOSFOLIPIDIOS aumenta a concentragdo plasmatica apos

administracdo oral e mantém a concentragao
plasmatica efetiva por maior tempo.
CICLODEXTRINAS Aumenta a solubilidade aquosa e aumenta a
estabilidade frente a hidrdlise alcalina.
LIPOSSOMAS Obtencédo de sistemas aquosos dispersos
aplicaveis a administragao intravenosa, aumenta
ou mantém a atividade antiproliferativa e
antiangiogénica sobre células tumorais in vitro e in
vivo em relagdo ao farmaco livre, aumenta a
estabilidade em tampao fosfato, reduz a dose,
obtém efeito sinérgico inibitério com oxaliplatina e
promove o transporte mais efetivo do farmaco
para o interior da célula.
NANOPARTICULAS Facilita a dispersdo em meio aquoso, possui
atividade citotoxica similar ao farmaco livre,
prolonga a liberacdo de curcumindides, aumenta
a estabilidade, produz efeito sobre a hidratagao,
possui firmeza e elasticidade da pele e ampla
distribuicdo nos tecidos contendo macroéfagos.
NANO E Aumenta a atividade anti-inflamatéria, promove a
MICROEMULSOES liberagdo controlada, aumenta a solubilidade e a

absorcgao oral do farmaco.
Fonte: Mazzarino, (2009). Adaptado
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A Figura 6 apresenta as diferentes doengas para as quais a curcumina vem

sendo pesquisada.

Infeccio

. Doengas
¥ Relacionadas ao
Estilo de Vida

Doengas
Neurolégicas

Figura 6 - Areas de pesquisas com a curcumina (Naksuriya, et al., 2014) Adaptado.

Pesquisas indicam que os efeitos bioldgicos da curcumina sdo derivados
principalmente de sua capacidade de se ligar diretamente a varias proteinas, tais
como ciclo-oxigenase-2 (COX-2), lipoxigenase, GSK3b e varias outras enzimas
reguladoras ou pela sua capacidade de modular o estado redox intracelular. E com
relagcdo a atividade anti-inflamatéria a curcumina modula eficazmente a fungao das
células T, células B, células dendriticas, mondcitos, macréfagos e de neutrofilos
(SRIVASTAVA et al., 2011).
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Estudos recentes demonstraram que a curcumina e seus analogos pode inibir
o crescimento de células de cancer pancreatico humano, diminuindo a fosforilagdo de
STAT3 e AKT, duas vias de sinalizagao celular com atividade persistente neste tipo
de cancer (LI & LEUNG, 2014).

Shoba et al. 1998, avaliaram em animais e seres humanos a influéncia da
piperina na curcumina. Foi observado que a piperina aumentou a extensdo e a
biodisponibilidade da curcumina tanto em ratos como em seres humanos, sem causar
efeitos adversos.

Mishra & Palanivelu 2008, estudaram o efeito da curcumina sobre a doencga de
Alzheimer, concluindo que devido aos varios efeitos de curcumina, tais como a
diminuicdo placas beta-amiloide, a degradacado retardada dos neurénios, as
propriedades anti-inflamatéria, anti-oxidantes ocorreu a diminui¢do na formacéo da
microglia e na memoria total em doentes com doenga de Alzheimer melhorou.

Zhou et al. 2014, utilizou um derivado da curcumina conhecido como
hydrazinebenzoy/curcumina, para induzir a formagao celular A549 (adenocarcinoma
de pulmdo humano), onde inibiu a viabilidade celular para 76,68% apds 24 horas de
tratamento. Popat et al. 2014, preparam nanoesferas ocas carregadas de curcumina,
curcuminal/y-hidroxipropil ciclodextrina e nanoparticulas curcumina/y-hidroxipropil
ciclodextrina/ quitosana a fim de explorar sua eficacia em células de cancer de pele,
onde observou-se que as nanoparticulas curcumina/y-hidroxipropil ciclodextrina/
quitosana sdo mais eficazes do que o curcumina livre e curcumina/ y-hidroxipropil
ciclodextrina, induzindo a prisédo de fase S e fase G2/M do ciclo celular, seguido por
apoptose completo (~99.9%). Ja Zhang et al. 2013, desenvolveram um sistema de
liberagdo de farmacos, de microesferas de curcumina/Phytosome/quitosana, com
objetivo de melhorar a biodisponibilidade e prolongar o tempo de retengcdo da
curcumina no corpo, utilizando a técnica de gelificagao ionotrépica. Os estudos de
farmacocinética em ratos com doses de curcumina/Phytosome/quitosana mostrou um
aumento de 1,07 vezes na absor¢cdo da curcumina em comparagao com
curcumina/Phytosome e curcumina /quitosana, respectivamente. Parize et al. 2012,
encapsularam a curcumina em quitosana, usando tripolifosfato de sddio (TPP) como
um agente de reticulagdo ibnica pelo método de secagem por atomizagédo. As
microparticulas apresentaram uma morfologia esférica (0,5-20 um) sem porosidade

ou trincas.
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Além disso, a curcumina foi encontrado no estado amorfo e disperso ao nivel
molecular em microparticulas, promovendo um aumento da sua solubilidade em
solucdes aquosas.

Ma'mani et al. 2014, sintetizaram a guanidina funcionalizada a base de PEG em
nanoparticulas de silica mesoporosa como um sistema de entrega de drogas,
utilizando a curcumina. Este novo sistema exibiu elevada capacidade de carga do
farmaco, com perfil de liberagdo prolongada, e elevada e longa duracéo da eficacia
anticancerigena em linhas celulares de cancer humano. Obtendo resultados
satisfatérios in vitro terapia do cancer de mama.

Kumar et al. 2002, obtiveram microesferas de albumina e quitosana preparadas
pelo método de evaporagédo de emuls&o-solvente, juntamente com a curcumina como
sistema de liberagcao de farmaco. A curcumina foi encapsulada com eficiéncia de
79,49 e 39,66%, respectivamente, com albumina e quitosana. A partir do presente
estudo concluiu-se que as microesferas biodegradaveis podem ser empregadas com
sucesso para uma liberagao prolongada de entrega de farmaco.

Mondal et al. 2013, desenvolveram uma formulagao lipossomal da curcumina
contendo um lipopéptido com o grupo RGDK-cabega e duas caudas. Utilizando uma
solugdo de curcumina (10 mg/mL em 1:1 cloroférmio: metanol). Obtendo propriedades

significativas de inibicdo de crescimento tumoral.

2.4 Validagao de Métodos Analiticos

Com objetivo de garantir que um novo método analitico gere informagdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser validado. Para registro de
novos produtos, os o6rgaos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a
validacdo da metodologia analitica.

Segundo ISO/MEC 17025 a validagdo € a confirmagdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sao atendidos. De acordo com a RE n°® 899/2003, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para registro de produtos com
farmacos, deve-se apresentar a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos. A
validagao deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as

exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.
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Para tanto, deve apresentar seletividade, especificidade, linearidade, intervalo,
exatiddo, precisao, robustez, limite de deteccédo (LD) e de quantificagdo (LQ),
adequados a analise (BRASIL, 2003).

2.41 Seletividade e Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenga de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacao e
componentes da matriz (BRASIL, 2003).

2.4.2 Linearidade e Intervalo

A linearidade pode ser definida como a capacidade de se obter resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
determinado intervalo (BUZANELLO, 2013; BRASIL, 2003).

2.4.3 Exatidao

A exatiddo do método € estabelecida por meio da relagdo da concentragéo

média experimental com a tedrica, conforme apresentada na Equacéo 2.

Concentracdo média experimental

Exatidao = x 100 (2)

Concentracdo Teérica

2.4.4 Precisao

A precisdo de um procedimento analitico expressa o grau de concordéancia
(grau de dispersao) entre uma série de medidas obtidas a partir de amostragem
multipla de uma mesma amostra homogénea nas condigdes prescritas (BUZANELLO,
2013). A precisédo pode ser determinada por analises de métodos: repetibilidade e
precisdo intermediaria. A repetibilidade (precisdo intra-corrida), refere-se a
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo
analista e mesma instrumentacao, ja a precisao intermediaria (precisao inter-corridas),
a concordancia ocorre entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias

diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes (BRASIL, 2003).
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A precisao pode ser analisada a partir do Desvio Padrao Relativo (DPR%),
Equacéao 3, onde DP é o desvio padréo e o CMD a concentragdo média determinada,

das amostras de concentracdo conhecida,

DP
DPR = ——x 100 (3)

2.4.5 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a

pequenas e deliberadas variagées dos parametros analitico (BRASIL, 2003).

2.4.6 Limite de Deteccao e Limite de Quantificagao

O Limite de deteccado, o LD representa a menor concentracdo de analito que
pode ser detectada, mas n&o necessariamente quantificada, utilizando um
determinado procedimento experimental. O limite de detecg¢ao (LD), Equacéo 4, é
calculado por meio da divisdo entre o desvio padrao (DP) dos coeficientes lineares
das trés curvas de calibragdo do ensaio de linearidade pela média dos coeficientes

angulares (IC) das curvas multiplicados por 3 (NUNES, 2015).

DP
LD = 3x—- (4)

Ja o Limite de Quantificacédo, LQ, € a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddao aceitaveis sob as
condigdes experimentais estabelecidas e foi determinada de acordo com a Equacéo
5.

DP
LQ = 10x22 ()
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2.5 Liberagao Controlada de Farmacos

O sistema de liberagao controlada de farmaco tem como objetivo minimizar a
frequéncia das dosagens através da liberagdo do farmaco nos locais especificos do
organismo e/ou continuos por um longo periodo de tempo (BADER & PUTNAM,
2014).

A concepgdo e o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos
envolvem conhecimentos multidisciplinares que utilizam os mais recentes avangos
nas ciéncias bioldgicas, farmacéuticas, quimicas, fisicas e das engenharias sendo
vitais para o sucesso do desenvolvimento de produtos (DEL VALLE et al., 2009).

Nos métodos convencionais de liberagdo, o nivel de farmaco € liberado
rapidamente apos a administragdo, sendo empregados nesses sistemas diluentes
soluveis, desintegrantes e/ou outros recursos que favorecem o0s processos de
liberagao e dissolugéo do farmaco (KLAUSS, 2010; PEZZINI et al., 2007).

Ja em sistemas de liberacédo controlada, o farmaco pode ser liberado através
do dispositivo de maneira sustentada, retardada, pulsatil e prolonganda, (Figura 7)
oferecendo varias vantagens quando comparados a liberagdo convencional,
permitindo que o agente terapéutico seja administrado em intervalos regulares, a fim
de manter a sua concentragédo no plasma dentro da janela terapéutica, mantendo-se
constante entre os niveis maximo e minimo (KLAUSS, 2010; PEZZINI et al., 2007;
BADER & PUTNAM, 2014; JUNIOR, 2007).

Em sistemas com liberagao sustentada o farmaco mante-se constante por um
periodo maior que na forma convencional. Ja na liberacéo retardada o intervalo de
tempo entre a administragdo e a deteccdo do farmaco na corrente sanguinea é
prolongado. Na forma pulsatil, ocorre a liberagdo de uma dose individual logo apds a
sua administracao, e uma segunda ou terceira doses liberadas de 4 a 6 horas apds a
ingestdo. Essas formas possibilitam a manutengao do efeito terapéutico por um maior
periodo de tempo em relacdo a forma convencional, substituindo uma nova
administragao do farmaco. E no sistema de liberagao prolongada, sédo disponibilizadas
duas doses do farmaco, a primeira, chamada de dose inicial de liberagdo imediata,
necessaria para produzir o efeito farmacolégico desejado sem causar danos ao
organismo. A segunda, chamada dose de manutengao, é liberada de modo gradual,
com a finalidade de prolongar a extensdao da resposta farmacolégica (Figura 7),
(Albanez, 2012).
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A Figura 7 apresenta o comportamento dos niveis plasmaticos de um farmaco

liberado a partir dos principais tipos de liberagdo de farmacos.
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Figura 7- Perfis plasmaticos em diferentes condi¢cdes de administragdo (Albanez, 2012).

Cada farmaco possui uma faixa de agao terapéutica acima da qual ele é toxico
e abaixo da qual ele ¢ ineficaz, os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens
administradas, isso se torna mais critico se a dose efetiva estiver proxima da dose
toxica. Neste fato reside uma das grandes vantagens dos sistemas de liberagcao
controlada sobre os métodos convencionais, com a manutengcdo da concentracao
terapeuticamente efetiva dos farmacos no sistema circulatério por um extenso periodo
de tempo (VILLANOVA et al.,, 2010). A Tabela 3, apresenta de forma resumida
algumas dessas vantagens. Certos tipos de dispositivos médicos contendo farmacos
representam uma tecnologia emergente, explorada pelas areas médica e
farmacéutica. Alguns exemplos de dispositivos contendo farmacos sdo: implantes
ortopédicos, implantes oftalmicos, cateteres venosos e urinarios. Os antibidticos, anti-
inflamatorios, imunossupressores € antineoplasicos sao as principais classes
terapéuticas utilizadas na preparacao ou recobrimento de dispositivos (VILLANOVA
et al., 2010).
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Tabela 3 - Vantagens dos sistemas de liberagédo controlada de farmacos.

TIPO VANTAGENS
FARMACOLOGICA e Manter o nivel terapéutico com baixa

oscilagao;

e Impedir niveis toxicos e efeitos colaterais
locais e sistémicos;

e Evitar subniveis terapéuticos;

e Aumentar concentracdes plasmaticas de
principios ativos de meia-vida plasmatica
relativamente curta;

e Maior seguranca na utilizagao de alguns
farmacos de elevada poténcia.

EFICACIA DO

TRATAMENTO

e Maior comodidade pela diminuigao do
numero de administragdes diarias;

¢ Facilita a adesao do paciente ao
tratamento;

e Administragdo noturna pode ser evitada;

o Efeitos indesejaveis reduzidos.

Fonte: LYRA et al., 2007.

Nos ultimos anos, pesquisas tem sido desenvolvida no que se refere a
preparacao de microesferas de polimeros biodegradaveis para a liberagao controlada
de farmacos. A administragdo do farmaco via tais sistemas é vantajosa porque as
microesferas podem ser ingeridas ou injetadas, podem ainda ser adaptadas para o
perfil de liberagdo desejada em alguns casos, e podem até mesmo permitir a liberagao
em regides especificas do organismo. O termo “liberagdo controlada” implica na
predicao e na reprodutibilidade da cinética de liberacdo de um farmaco, atuando

dentro da faixa terapéutica.
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A incorporagéo de farmacos nos sistemas na forma de particulas pode ser feita
durante a obtencdo das particulas, ou depois de sua formagao, ficando o farmaco
adsorvido na matriz ou na superficie da particula. O encapsulamento de farmacos
hidrofébicos em sistemas de particulas aquosas tem sido estudado de modo a liberar
tais drogas com o seu pleno potencial (JUNIOR, 2007; TAVARES, 2009; DAS et al.,
2010).

2.5.1 Sistema de Liberagado Controlada de Farmacos

No tratamento de disfungbes relacionadas a saude, € desejavel que o
medicamento alcance o seu local de agdo a uma concentragao particular e que esta
dose terapéutica permaneca constante em um periodo suficientemente longo para
alterar o processo. No entanto, a agao de agentes farmacéuticos € limitada por varios
fatores, incluindo a sua degradacao, a sua interagdo com outras células e a sua
incapacidade para penetrar nos tecidos como resultado da sua natureza quimica. Por
estas razdes, novas formulacbes sao estudadas para alcancar uma resposta
farmacolégica maior, entre estes os sistemas poliméricos de transportadores de
farmaco sdo de grande interesse. O mecanismo envolvido na liberagao controlada
exige polimeros com variedade de propriedades fisico-quimicas. Assim, varios tipos
de dispositivos formados por matrizes poliméricas tém sido utilizados em formas
farmacéuticas como; comprimidos, capsulas, granulos, sistemas transdérmicos e
implantes. Estes dispositivos poliméricos apresentam mecanismos que governam a
liberagao do farmaco (VILAR et al., 2012; KLAUSS, 2010, COIMBRA, 2010).

Estes mecanismos sdo os sistemas de liberacdo controlados por difusao;
matriciais e reservatorio; sistemas de liberacdo ativados pelo solvente, presséao
osmotica e absorgcdo de agua (intumescimento), sistemas de liberagdo controlados
por agdo quimica; cadeias pendentes e sistemas biodegradaveis (Figura 8). A
liberagdo controlada por difusdo pode ser dividida em duas categorias: sistemas
reservatorios e sistemas matriciais, podendo ser constituidos por diversos tipos de
polimeros, devido as vantagens inerentes a estes materiais como: versatilidade,
eficacia, baixo custo e producdo que recorre em equipamentos e técnicas
convencionais (LYRA et al., 2007; BADER & PUTNAM, 2014).



46

Os sistemas reservatério consiste em um nucleo contendo o farmaco, que é
revestido por uma membrana polimérica (Figura 8(a)). Uma vez que o farmaco é
concentrado dentro do nucleo da particula, ele pode difundir-se uniformemente para
fora a uma taxa constante. Nestes sistemas, o farmaco é liberado por difusdo através
da membrana de revestimento, que pode ser microporosa ou ndo apresentar poros.
Quando uma membrana nao-porosa € utilizada, a liberagao € governada pela difusao
da substancia ativa através do polimero e assim, pode ser modulada pela selegcao de
um polimero no qual ela apresente a difusividade adequada. No caso de membranas
microporosas, a difusdo do farmaco no meio que estiver preenchendo os poros
determinara o processo de liberagdo. Em um sistema de reservatorio o medicamento
nao precisa de ser dissolvido para ser carregado dentro do implante, apenas
“encaixado” dentro do dispositivo. Uma desvantagem deste sistema de liberagéo é
quanto maior a quantidade de farmaco, mais lenta sera a taxa de liberacdo. Além
disso, se a membrana do implante é rompida, uma liberacéo “total do farmaco” pode
ocorrer, 0 que pode ser fatal para o paciente (PEZZINI et al.,, 2007; BADER &
PUTNAM, 2014).

Nos sistemas do tipo matricial (Figura 8(b)), o farmaco encontra-se distribuido
homogeneamente ou solubilizado na matriz, sendo a taxa de liberagédo controlada pela
taxa de difusdo do farmaco através dessa mesma matriz. Em matrizes hidrofilicas o
processo € regulado por intumescimento do polimero, difusdo e erosao (fisica ou
quimica) da matriz. Nas matrizes hidrofébicas, o farmaco € liberado essencialmente
por difusdo. Porém na quitosana a presencga de grupos substituintes com diferente
densidade eletrdnica exerce a mudanga na forgca das ligagdes de hidrogénio que o
polimero é capaz de fazer, e por isso a quitosana e seus derivados intumescem em
agua, mesmo com a alta hidrofobicidade de suas cadeias. (KLAUSS, 2010;
COIMBRA, 2010; PEZZINI et al., 2007; BADER & PUTNAM, 2014; AZEVEDO et al.
2007).

Os sistemas baseados em reagdo quimica sao projetados para se decompor
com o passar do tempo. A decomposi¢cao pode ser causada por uma reagado quimica
ou enzimatica. Em alguns modelos, as liga¢gdes covalentes que unem o farmaco a um

polimero sdo clivadas no corpo por enzimas endogenas (Figura 8(c)).



Capsula do pelimero

O
| o
L] o
F 1] '?.1:}1} a Qe 9
oa -
_h_u ol ¢ - 50 o
i G ' )
o ;'j" (] o
v _% o o
\ b ¥ L 'Y B
|I _:.
Farmaco no w
reservatorio =
@ Estrutura do polimero

Farmaco Agua ou enzima

Agua ¢
: - ]
o o © o
Q a O
) _— ~
5 Py . Q
& ? 5 2
4 . Ty
o /
o @ / -

Folimera tﬁmefeitn
do gual esta sendo
liberado o farmaca

Farmaco dissolvido
na polimero

47

Matriz do polimera a

0" o
o 200 0 f e o
P o o -
u{_;{ ag a0 i
o
Qo0 #5 u]
9g o Q
o0 "F - . o
f
Farmaco dissolvido . ¥
au disperso no -
polimero
Matriz do polimero a
| Agua @ o
o' T e
o9 G‘.}: o _. &
[ ] =y W "I
'ﬂ IL:II'_] L O L™
B @ & o o
w.r_L v .._.:'I 0 L
oo *j_-- L oy
Q0 v @ 0 - o
7 .
| o I“-\. 3

Farmaco dissolvido o
au disperso no
polimero

F)

Membrana Agua
Semipermedvel
. : M
£0 Q
G.?:!J'l‘ @ [+ o O
], © 04
i v o O
&Jl o @ o
@ ®o

Orificic de Micleo osmético Saida da
liberacdo contendo solucio de
osmotica  farmaco farmaco

Figura 8 - Mecanismo de difusédo a partir de um (a) reservatorio, (b) e de uma matriz, (c) no

mecanismo por agao quimica ou pela clivagem do farmaco de uma estrutura de polimero e

(d) degradagao do polimero por hidrélise, em mecanismos ativados pelo solvente (e) pressao

osmatica (f) absorgao de agua (Golan et al., 2011). Adaptado.
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Em sistemas de cadeias pendentes, as moléculas de farmaco encontram-se
quimicamente ligadas a cadeia de polimero e estas ligagbes sdo quebradas por
hidrdlise (Figura 8d), ou por agao enzimatica, originando assim a liberagao do farmaco
a uma taxa controlada. Nos sistemas biodegradaveis, o farmaco é disperso ou
dissolvido numa matriz polimérica biodegradavel, sendo a taxa de liberagao
controlada pela desintegragdo da matriz, provocada pela biodegradagao do polimero,
a degradacao do polimero pode ocorrer através de uma degradagdo enzimatica,
hidrdlise, ou uma combinagéo de ambos. Porém o corpo pode degradar as particulas
levando a uma perda da eficacia terapéutica do farmaco (GOLAN et al., 2011;
COELHO, 2007; PEZZINI et al., 2007; BADER & PUTNAM, 2014).

Os sistemas de liberagdo ativados pelo solvente sdo divididos em duas
categorias; os sistemas ativados pela pressao osmatica (Figura 8(e)), e os sistemas
liberados pela absor¢ao de agua (Figura 8(f)). Os sistemas osmaticos (Figura 8(e)),
baseiam-se no principio da pressao osmaotica para promover a liberacdo controlada
de farmacos por periodos prolongados, independentemente da necessidade de
energia elétrica, do pH fisioldgico, das propriedades quimicas do farmaco, da ingestao
de alimentos, e de outros fatores fisioldgicos. A pressao osmoética, formada devido a
diferenga de concentracbes do farmaco no exterior e interior da membrana semi-
permeavel, origina um fluxo de fluido (agua) do exterior para interior do dispositivo,
forcando desta forma a solugdo saturada no interior a sair pelo orificio presente na
membrana. Os sistemas osmoéticos apresentam diversas vantagens como: a
possibilidade de liberar o farmaco de forma pulsatil ou prolongada e com velocidades
superiores aos sistemas de difusdo controlada e a capacidade de programar a
velocidade de libertagdo do farmaco através da modulagao dos seus parametros de
liberagcdo (LOPES, 2012; COIMBRA, 2010). Nos sistemas de liberagao controlado
pela absorgdo de agua o farmaco encontra-se disperso ou dissolvido numa matriz
polimérica constituida por um polimero hidrofilico reticulado (hidrogel). A agua
difunde-se através da membrana semipermeavel para o material segundo o gradiente
osmotico, causando tumefagao do centro osmotico dentro do comprimido, fogando a
saida da solucdo do farmaco pelo orificio. Estas matrizes tém a capacidade de
absorver uma grande quantidade de agua sem se dissolverem sendo que, a taxa de
liberagao do farmaco é controlada pela taxa de absorgao de agua da matriz polimérica
(COIMBRA, 2010; GOLAN et al., 2011).
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A partir de entdo, tem-se que o uso de modelos matematicos € um fator
bastante importante para identificacdo do tipo de liberacédo controlada de farmaco em

dispositivos farmacéuticos (LYRA et al., 2007).

2.5.2 Modelos Matematicos utilizados na Liberagao Controlada de Farmacos

Algumas das equacgdes classicas que sao uteis para o desenvolvimento de
modelos de sistemas de liberagdo séo apresentadas a seguir.

2.5.2.1 Leis de difusdao de Fick

O transporte de massa por difusdo € quase sempre envolvido no controle da
liberagcdo do farmaco a partir de fatores como a geometria do material. As leis de
difusdo de Fick s&o utilizadas a fim de quantificar o transporte de massa por difusao
(SIEPMANN & SIEPMANN, 2012).

A Primeira Lei de Fick descreve a taxa de difusdo por unidade de area no
estado estacionario, ou seja, o gradiente de concentracao ( g—; ), nhdo altera com o
tempo. A concentracédo € dependente apenas de posi¢ao, como descrito na Equagao
(6), onde F é o fluxo de difusédo, isto é, a quantidade de particulas do farmaco que
passa através de uma unidade de area por unidade de tempo, ¢ € a concentragao do
farmaco dependente da posi¢cao na matriz, D é o coeficiente de difusdo do farmaco e
X € a posigao normal em relagao ao plano central do material (KLAUSS, 2010; LAO et
al., 2011).

8¢
F= —D& (6)

A Segunda Lei de Fick, Equacao (7), determina que a concentragdo em funcao
do tempo em uma determinada regido seja proporcional a alteracdo no gradiente de
concentracao naquela regidao do sistema. Todos os parametros da Equagao (6) tém
os mesmos significados da Equacgao (7), exceto o C que é a concentracado do farmaco
dependente da posicdo na matriz e t € o tempo. A principal diferenca entre as duas
equacoes reside no fato de que a concentracéo € s6 funcédo da posicao na Primeira
Lei (Equacéao 4), enquanto que a concentragdo € uma fungéo tanto da posicéo e do

tempo na Segunda Lei (Equagao 7).
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Ambas as equagdes formaram a base no desenvolvimento de varios modelos
de liberagdo do farmaco tedricos e empiricos (LAO et al., 2011; SIEPMANN &
SIEPMANN, 2012; SANTIS, 2008).

Sc 8%c . 8%c . &%¢c
5 =Gt or T om) %

Embora a Segunda Lei de Fick seja derivada de um modelo de sistema de
coordenadas de fluxo retangular, Figura 9 (a), esses conceitos podem ser estendidos
para sistemas esféricos e cilindricos, Figura 9 (b) e (c). As equagdes para um fluxo
dimensional em geometrias diferentes estdo apresentadas resumidamente na Tabela
4 (BADER & PUTNAM, 2014).
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Figura 9 - Equacbes de fluxo unidimensional (a) retangular, (b) cilindrica e (c) esférica (Bader
& Putnam, 2014).

Usando um sistema de coordenadas esféricas e assumindo que a difusao
ocorre apenas na direcao radial, a segunda Lei de Fick, Equacéao 7, € utilizada para
prever alteragcdo na concentragdo do farmaco dentro da capsula ao longo do tempo.
As seguintes condi¢cdes de contorno podem ser aplicadas assumindo que o raio da
capsula mantém-se constante, que a capsula possui simetria radial, e que o farmaco
€ imediatamente arrastado para fora da superficie da capsula para liberagao (BADER
& PUTNAM, 2014).
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Tabela 4 - Equagdes de fluxo unidimensional de diferentes geometrias.

RETANGULAR d%c, dc,
Vdzz " 9
CILINDRICO 9%c;, 10c¢;] 0¢
[d N s
ESFERICO d%c;, 20c] 0cy
[d_ ?a_r] ot

Fonte: Bader & Putnam, 2014.

2.5.2.2 Cinética de Ordem Zero

O modelo designado por cinética de ordem zero (Equacéo 8), baseia-se na
liberacdo lenta da substancia ativa. Esta relacido pode ser usada para descrever a
dissolugdo de farmacos de varios tipos de formas de dosagem farmacéutica de
liberagdo modificada, tal como no caso de alguns sistemas transdérmicos, bem como
comprimidos de matriz com farmacos pouco soluveis, formas revestidas, sistemas
osmoticos, etc. As formas de dosagem farmacéuticas utilizam este perfil de liberagao
da mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo e é o método ideal para a
liberagao do farmaco a fim de assegurar uma acgao farmacoldgica prolongada (LOPES
et al., 2005; COSTA & LOBO, 2001).

Este modelo pode ser expresso pela seguinte expressao:

M
M—tz Kot+Db (8)

[ce)

Onde:

Mt - Representa a quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t;

M- - Quantidade total de farmaco liberado num tempo infinito, a qual devera
corresponder a quantidade total de farmaco incorporado ao sistema polimérico no t=0;
Ko - Constante cinética;

b - Quantidade inicial de farmaco na solugao.
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2.5.2.3 Equacgao de Higuchi

Higuchi, desenvolveu varios modelos tedricos para estudar a liberagdo de
farmacos soluveis em agua e farmacos pouco soluveis incorporados em matrizes
semi-solidas e/ou sdlidas.

O modelo de Higuchi é uma das teorias mais bem sucedidos na previséo de
liberacdo de farmacos a partir de um sistema monolitico no qual as particulas de
farmacos sao dispersas uniformemente por toda a matriz (LAO et al., 2011; COSTA &
LOBO, 2001).

Para estudar a dissolugdo a partir de um sistema planar com uma matriz
homogénea, tem-se a seguinte relacdo, Equacgédo (9), onde Ku, corresponde a
constante de liberagdo de Higuchi, que reflete as caracteristicas da formulagao
(COSTA & LOBO, 2001).

—L = Kyvt+b (9)

2.5.2.4 Modelo de Korsmeyer-Peppas (Lei de Poténcia)

O modelo de Korsmeyer-Peppas, apresenta um modelo matematico com uma
equacgao mais abrangente e simples, que descreve a liberagao do farmaco a partir de

sistemas poliméricos, Equacao (10) (LYRA et al, 2007).

— = Kt" (10)
Onde,
M: - Quantidade do farmaco em fungao do tempo;
M- - Quantidade total do farmaco;

k - Uma constante incorporando caracteristicas estruturais e geométricas do

dispositivo;

n - Expoente de liberagao, o que indica o mecanismo de liberagao do farmaco.
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Na Equacao (10) quando n=0,5 (para filmes), indica a liberagéo controlada de
farmaco em difusao e em n=1,0 a equagao corresponde a cinética de liberagao (Caso
tipo 1), onde a liberagédo do farmaco é independente do tempo. Os valores de n entre
0,5 e 1,0 podem ser considerados como um indicador para a sobreposicao de ambos
os fenbmenos de difusdo e erosao (transporte anémalo). Os valores de n>1 séo
atribuidos a associagado dos mecanismos de difusao, erosao, relaxamento das cadeias
e intumescimento. Os dois valores extremos para o expoente n=0,5 e 1,0 sdo validos
apenas para a geometria plana. Para esferas e cilindros, diferentes valores foram
derivados, conforme indicado na Tabela 5 (SIEPMANN & PEPPAS, 2012; LOPES et
al., 2005; KLAUSS, 2010).

Tabela 5 - Expoente “n” do modelo de Korsmeyer-Peppas e os mecanismos de liberagao de

farmacos de diferentes geometrias.

Expoente, n Mecanismo de Liberacao
Filmes Cilindro Esferas
0,5 0,45 0,43 Difusao Fickiana
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo
1,0 0,89 0,85 Transporte Caso Il

Fonte: Siepmann & Peppas, 2012.

2.5.2.5 Equacao de Peppas & Sahlin

Peppas & Sahlin, 1989 apresentaram uma expressao exponencial simples
Equacgao (11), que pode ser utilizada para analisar o comportamento de liberagao
controlada de diversos sistemas de produtos farmacéuticos dentre outros.

M¢

oo = Kit™ 4+ Kpt?™ (11)

[oe]

Este modelo matematico leva em consideracao a difusao Fickniana (primeiro
termo da equacao) e a contribuicdo do relaxamento e intumescimento da matriz

polimérica (K1 e K2, no segundo termo da equacgao).
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Onde m é o expoente de difusdo Fickiana da preparacao farmacéutica que
apresenta uma liberagdo modificada, qualquer que seja a sua forma (SIEPMANN &
PEPPAS, 2012; LOPES et al., 2005; LYRA et al, 2007). A partir disto, numerosos
polimeros biodegradaveis estao disponiveis e tem sido estudado para aplicagbes na
liberacdo controlada de farmacos. Estes polimeros s&o sistemas aptos para controlar
a taxa de liberacédo do farmaco, evitando a necessidade da retirada da matriz apds a
exaustao do farmaco e possuem solubilidade limitada em pH acido, sendo portanto,
soluvel em pH neutro (LYRA et al., 2007; BALAN & VERESTIUC, 2014; BERNKOP-
SCHNURCH & DUNNHAUPT, 2012).

2.6 Polimeros Biodegradaveis

Nos ultimos anos, varios polimeros naturais e sintéticos foram usados em
aplicacbes biomédicas, incluindo no desenvolvimento de o6rgaos artificiais,
dispositivos médicos biodegradaveis ou descartaveis, aparelho clinico como proteses
vasculares, valvulas cardiacas, bombas de sangue, dialisadores, separadores de
plasma entre outros. Os polimeros naturais s&do cada vez mais utilizados em muitas
aplicagdes tecnologicas por ser obtidos de recursos renovaveis e ecologicos
(BIERBRAUER et al., 2014; DASH et al., 2011; SINHA & TREHAN, 2003).

A utilizagdo de polimeros ndo biodegradaveis gera problemas para o sistema
de liberacao controlada de farmaco, pois estes sistemas podem apresentar toxicidade,
sendo também necessaria a sua remocao por meio de cirurgia. Outra desvantagem é
que a liberagao controlada pode nao ser alcangada a partir de dispositivos que utilizam
estes polimeros. Portanto, ha um interesse na utilizagdo de polimeros biodegradaveis,
pois,além de apresentar propriedades como: biocompatibilidade, ndo toxicidade,
taxas de degradacao controladas, ndo ha necessidade de remocéo cirurgica dos
sistemas de liberacao (SINHA & TREHAN, 2003; GHANBAR et al., 2013).

Com isso, tem-se utilizado bastante a quitosana que €é um polimero
biocompativel, recomendado para uma grande variedade de aplicagdes biomédicas
(BIERBRAUER et al., 2014; DASH et al., 2011).
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2.6.1 Quitosana

Na década de 1970, foram descobertas varias propriedades interessantes da
quitina e quitosana. Em particular, a sua biocompatibilidade e propriedades de
cicatrizacido foram atrativos para uma variedade de aplicagdes biomédicas, incluindo
curativos, fios de suturas, arcabougos de engenharia de tecidos e dispositivos
biocompativeis. A histéria da quitosana remonta ao século passado, quando se
discutia a forma desacetilada da quitina em 1859 (ROLANDI & ROLANDI, 2014;
SHUKLA et al., 2013).

R=H or COCH;

Figura 10 - Estrutura quimica da quitosana (Mukhopadhyay et al., 2012).

A quitosana € um copolimero composto por N-acetil-2-desoxi-D-glucosamina e
2-amino-2-desoxi-D-glucosamina, (Figura 10), onde os dois tipos de unidades de
repeticdo estado ligadas por (1—4)-B-glicosidica. Estas unidades estao distribuidas em
diferentes graus, dependendo das por¢des acetiladas. A cadeia polimérica da
quitosana é do tipo linear e para determinadas aplicagdes tem sido utilizado agentes
reticulantes como; acido sulfurico, glutaraldeido, tripolifosfato, genipina entre outros.
Assim como a maioria dos polissacarideos e proteinas, a quitosana € um
termoplastico, pois € constituido de cadeias poliméricas individuais que sao mantidas
juntas por ligacoes relativamente fracas, como ligacdes dipolo-dipolo e forgas de Van
der Waals, podendo ser processado por técnicas usuais como: ser dissolvido em
solventes, formar filmes e outros dispositivos (FIDELES, 2010; LAUS et al., 2006; PIAI
et al., 2006; TORRES et al., 2006; JAYAKUMAR et al., 2011; DASH et al., 2011).
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E uma fibra natural derivada de exoesqueletos de insetos, artrépodes, tais
como cascas de crustaceos, mariscos como camardes, caranguejos, e bicos de
cefalépodes, bem como as paredes celulares de fungos, sendo assim de grande
importancia econdmica e ambiental, pois as carapacas de crustaceos sao residuos
abundantes e rejeitados pela industria pesqueira que, em muitos casos, as
consideram poluentes. Sua utilizagdo reduz o impacto ambiental causado pelo
acumulo nos locais onde é gerado ou estocado (JAYAKUMAR et al., 2011; DASH et
al., 2011; SHUKLA et al., 2013; MENDES et al., 2011).

A quitosana é produzida pela desacetilagdo da quitina, ou seja, pela remogao
de uma porgao dos grupos acetamidas por meio da hidratagéo da quitina (a hidrélise
de amida em condigbes alcalinas (NaOH concentrado) ou por meio de hidrélise
enzimatica na presenca de quitina deacetilase). As condi¢des utilizadas para a
desacetilagdo determinam o peso molecular do polimero e o grau de desacetilagao
que pode variar entre 70 e 95%, dependendo da metodologia utilizada. Desta forma,
quanto a estrutura quimica, a principal diferenca entre a quitina e a quitosana diz
respeito a presenca do radical acetato, ligado ao radical amino, no carbono 2 que
compde o anel principal da estrutura (CAMPANA-FILHO et al., 2007; SHUKLA et al.,
2013).

A Figura 11 apresenta a reagao de produgao da quitosana através da reagéo
da molécula de quitina com NaOH. Trata-se de uma reagao de hidrdlise basica de
amida, em que a hidroxila da base ataca o carbono da amida (a). Como a reagao
ocorre em meio aquoso, o nitrogénio captura o ion H* do meio, quebrando a ligagéo
entre carbono e nitrogénio (b). Assim, forma-se a estrutura da quitosana, hidréxido de
sodio e acido acético (c) (HENNIG, 2009).

Na quitosana, existe a predominancia dos grupos amino caracterizados por
ligacdes covalentes (NH2) onde a eletronegatividade das ligagdes gera regides de alta
polaridade. Essa caracteristica estrutural, associada aos grupos acetamida, que
também s&o polares e estdo presentes na cadeia polimeérica, caracteriza um material
com alto grau de afinidade e retencao de agua (ASSIS & SILVA, 2003).
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Figura 11 - Reacdo da producao da quitosana a partir da quitina (Hennig, 2009).

Os grupos amino primarios (NH2) na quitosana sdo muito uteis em aplicagdes
farmacéuticas, em comparagdo com outros polimeros naturais. No que diz respeito a
solubilidade, a quitosana é facilmente soluvel em solugbes acidas diluidas (pH<6,0),
pois nesta faixa de pH apresenta aminas protonadas e torna-se positivamente
carregada tornando a quitosana um polieletrdlito catidnico soluvel em solugdes
aquosas, a medida que o pH aumenta acima de 6, as aminas de quitosana sao
desprotonadas e o polimero torna-se insoluvel (DAMIAN et al., 2005; DASH et al.,
2011).

A transigao soluvel e insoluvel ocorre com o pKa em torno de pH entre 6 e 6,5.
O acido aceético e o formico sao os mais usados para a solubilizagdo da quitosana.
Alguns acidos inorganicos diluidos, tais como: acido nitrico, cloridrico, perclérico e
fosférico, também podem ser usados para preparar uma dispersdo da quitosana, mas
somente depois de prolongada agitagao e aquecimento (SHUKLA et al., 2013; BALAN
& VERESTIUC, 2014).

A quitosana tem sido descrita como semi-cristalina apresentando polimorfismo,
dependendo do estado fisico. No estado sélido, a quitosana apresenta estrutura semi-

cristalina rigida, através de ligagdes de hidrogénio intra e intermolecular.
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A célula unitaria ortorrbmbica da quitosana com parédmetros de rede
a=0,807nm; b=0,844nm e c=1,034nm (Figura 12), contém duas cadeias de quitosana
antiparalelas. A cristalinidade da quitosana também pode variar consideravelmente
dependendo do tratamento do polimero durante a extragdo e a origem, a quitosana
obtida da carapaca de caranguejo possui cristalinidade maior do que a extraida da
carapaca de lagosta, que por sua vez é maior do que a de camar&o (JUNIOR, 2008;
AZEVEDO et al., 2007; ARANAZ, 2009; RINAUDO, 2006).

Figura 12 - Célula unitaria ortorrémbica da quitosana (Azevedo et al., 2007).

A quitosana pode ser classificada segundo o peso molecular como quitosana
de baixa massa molar, menor que 150 KDa, de média massa molar de 150 a 700 KDa
e de alta massa molar de 700 a 1000 KDa. A quitosana também & bastante atraente
por apresentar caracteristicas como; biodegradabilidade, funcionalidade, capacidade
de processamento, adeséo e proliferacdo de células, atividade anticoagulante, ndo-
téxica e biologicamente compativel. As modifica¢des feitas na quitosana podem torna-
la mais ou menos toxicas e quaisquer reagentes residuais devem ser cuidadosamente
removidos (JAYAKUMAR et al., 2010; YUE, 2014; KEAN & THANOU, 2010).

A atividade antimicrobiana e antifungica da quitosana ocorre devido a sua
natureza policatibnica, a sua acido antimicrobiana pode ser medida pelas forgas
eletrostaticas entre seus grupos amino protonado (NHs*) e os residuos na superficie
das células (ELSABEE & ABDOU, 2013).
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O numero de grupos amino protonados (NHs*) presentes na quitosana aumenta
com o grau crescente de desacetilacdo, o que influencia a atividade antimicrobiana
(ELSABEE & ABDOU, 2013).

Este biopolimero pode ser encontrado em varias formas no que se refere ao
peso molecular médio e o grau de desacetilagdo, e esta diversidade é aumentada
exponencialmente pela facil modificagdo quimica da quitosana, que permite sua
otimizagao para diversas aplicagdes (GNAVI et al., 2013).

Na area biomédica, a quitosana tem sido investigada na cicatrizagdo de
ferimentos, curativos, administragdo de medicamentos, na area de nanobiotecnologia,
cirurgia cardiovascular, terapia génica e engenharia de tecidos. Estudos da quitosana
em engenharia de tecidos, tem sido relatada em diversos tecidos, como por exemplo;
tecido nervoso, tecido hepatico, cartilaginoso e 6sseo (GNAVI et al., 2013; PARK et
al., 2013; THEIN-HAN & MISRA, 2009).

Na area farmacéutica, no contexto de liberagdo de farmacos, a quitosana tem
sido utilizada como um transportador potencial para administracao controlada de
farmacos especificos e macromoléculas, e em formulagdes de administragéo oral,
nasal, transdérmica e tépica, e na obtengdo de nanoparticulas para veiculacdo de
proteinas, vacinas e DNA. A quitosana pode ser obtida na forma de géis, membranas,
nanofibras, microparticulas, nanoparticulas, arcabougos e esponjas. As
microparticulas e nanoparticulas a base de quitosana sdo amplamente utilizadas na
concepgao de sistemas terapéuticos e tem sido utilizada com sucesso em varios
farmacos, como por exemplo; amoxilina e tetraciclina (KEAN & THANOU, 2010;
SINHA et al., 2004; BALAN & VERESTIUC, 2014; LOURENCO, 2006; JAYAKUMAR,
et al, 2010; YUE, 2014; DASH et al., 2011).

No intuito de aumentar a estabilidade quimica e fisica da quitosana, tém sido
empregadas técnicas de modificagdo quimica, dentre elas tem-se a reticulagdo, onde
através dessa técnica pode-se obter um material quimicamente mais resistente ao
meio acido, uma redugao da sua capacidade de retengdo de agua, estabilidade
quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor, capacidade de imobilizagao
protéica e celular. As reagdes envolvidas na reticulagdo por agentes bifuncionais

ocorrem entre os grupos amino e hidroxilas da quitosana (MENDES et al., 2011).



60

Agentes reticulantes, tais como glutaraldeido, genipina, epicloridrina e acido
sulfurico, sdo usados para aumentar a sua estabilidade quimica e a resisténcia
mecanica (GONSALVES et al, 2011; MENDES et al.,, 2011; LARANJEIRA &
FAVERE, 2009).

Poon et al., 2014 investigaram o efeito do pH, temperatura e da reticulagéo na
capacidade de adsorg¢ao da quitosana reticulada com glutaraldeido.

Ja Vimal et al., 2013 estudaram nanoparticulas de quitosanal/tripolifosfato como
uma alternativa para liberagdo de gene viral por via oral. Li et al., 2015 reticularam
membranas de quitosana com genipina com o objetivo de obter um novo suporte para
tecidos oculares em cirurgia de reconstrugéo da superficie.

Kim et al, 2012 obtiveram particulas de quitosana reticulada com epicloridrina,
que foram usadas para a remogao do Reactive Black 5.

Cui et al., 2008 investigaram a evolu¢ao dindmica da reagao de reticulagao

quitosana-acido sulfurico, e a escala de tempo do tratamento com acido sulfurico.

2.6.2 Esferas de Quitosana

Esferas de polimeros biodegradaveis e n&o biodegradaveis tém sido
amplamente utilizadas em aplicagbes médicas e farmacéuticas como transportadoras
eficazes de farmacos encapsulados (BIERBRAUER et al., 2014; DASH et al., 2011).

O uso de farmacos associados a uma matriz baseada em esferas e
microesferas permitem a sua liberag&o no lugar especifico do tratamento, através de
fatores-chave, que podem ser manipulados para atingir o desejado perfil de liberagao
como a escolha da formulacdo de varias combinagbes do farmaco/polimero, a
quantidade do farmaco, a cinética de liberacdo, o método de microencapsulagao, o
peso molecular do polimero, a morfologia da particula (tamanho e forma) e etc. As
esferas fabricadas de polimero biodegradavel permitem que o farmaco encapsulado
seja liberado de maneira controlada, mantendo uma concentragcao terapéutica
constante nos fluidos corporais ao longo de um periodo desejavel (horas ou dias)
desde o momento da administragédo (SINHA et al., 2004; LACERDA et al., 2014,
GHANBAR et al., 2013).

Esferas de quitosana sao bastante estudadas para liberacao de farmaco,

obtendo resultados satisfatorios.
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Li et al. 2013, obtiveram esferas ocas com base do copolimero
quitosana/poli(N-isopropilacrilamida), preparadas para a liberagdo controlada do
farmaco Fluorouracil, onde obteve-se um sistema que pode servir para a liberagao
controlada de farmacos hidrofilicos a longo prazo.

Yan et al. 2012, estudaram o efeito da liberacdo de farmacos em microcapsulas
nanoporosas fabricados pelo método de camada-a-camada de PLGA e quitosana,
com o farmaco Fluorouracil, onde as microcapsulas assumiram uma liberagao
sustentada, especialmente numa solugao acida, podendo chegar a liberagao de 93%
para cerca de 53 horas a pH fisiologico.

Shanmuganathan et al. 2008, desenvolveram microesferas de quitosana
carregadas com doxiciclina, utilizando a técnica de agua-em-6leo envolvendo também
a técnica de gelificacao idnica, onde obtiveram uma liberagao brusca de 42% em 6
horas e mantida uma concentragcéo de equilibrio de 72% em 24 horas.

Alguns fatores afetam a eficacia de encapsulagao do farmaco nas esferas de
quitosana como: a natureza do farmaco; a concentracdo de quitosana; a relacao de
polimero/farmaco; a velocidade de mistura e etc. Geralmente, a quitosana de baixa
massa molar apresenta uma menor eficiéncia de encapsulagdo. No entanto, as
concentragdes mais elevadas tornam as solugdes altamente viscosas sendo dificeis
de processar. Normalmente, a carga do farmaco € adicionada em sistemas a partir
de um dos dois métodos; a incorporagao do farmaco durante a preparagao das
particulas e, apés a formacédo das particulas por incubagdo do farmaco com as
particulas. Em ambos os sistemas, o farmaco é fisicamente incorporado na matriz,
bem como adsorvida a superficie. Os farmacos soluveis em agua séo geralmente
incorporados através da mistura com uma solugao aquosa de quitosana para formar
uma mistura homogénea, seguindo-se a produgao de particulas tal como descrito.
Farmacos insoluveis em agua e os que precipitam em solugdes acidas sdo geralmente
carregados por incubagao que envolve a imersao das particulas pré-formadas em uma
solugao saturada do farmaco (SINHA et al., 2004; MITRA & DEY, 2011; DASH et al.,
2011).

Diferentes métodos tém sido utilizados para preparar esferas de quitosana,
dentre eles tem-se; separacéao de fase (coacervagao), técnica de evaporagao/extracéo
de solventes, a técnica de reticulacdo por emulsdo, secagem por pulverizagao e

gelificacao ionotropica.
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2.6.3 Coacervagao (Separagao de fases)

A coacervacéao é definida como a separagao dos sistemas coloidais em duas
fases liquidas, podendo ser distinguida a partir de precipitacédo, a qual é observada
sob a forma de produto coagulado ou flocos e ocorre em sistemas coloidais instaveis.
Entretanto, este processo apresenta algumas desvantagens como: presenca de
solvente residual nas microesferas, varias etapas de processamento e o0 pouco
controle sobre a distribuicdo do didametro das particulas, podendo também existir
aglomeragao caso nao haja um estabilizador (JAEGHERE et al., 2013; MARTIN,
2014; GHANBAR et al., 2013).

2.6.4 Técnica de evaporagaol/extragao de solventes

A preparacdo de microesferas, pela técnica de extracdo/evaporacdo do
solvente, consiste basicamente em quatro etapas principais. A primeira consiste
inicialmente na dissolugao ou dispersao do composto bioativo, que ocorre geralmente
num solvente organico contendo o material que ira formar a matriz, seguida da
segunda etapa que consiste na emulsificagcdo desta fase organica em uma fase
continua (geralmente aquosa), a terceira parte da extracdo do solvente da fase
dispersa, para a fase continua, que pode ou nao haver a evaporagao do solvente,
resultando na precipitacdo das particulas do polimero, na quarta e ultima etapa as
microparticulas sdo separadas da fase continua através da filtragdo, e em seguida
sdo lavadas com um solvente adequado (FREITAS et al., 2005; NILKUMHANG &
BASIT, 2009).

2.6.5 Secagem por pulverizagao (Spray drying)

A técnica de secagem por pulverizagéo, envolve a evaporagdo do solvente, a
partir de uma solug&o ou suspensao que contém os solidos utilizando um gas quente
para transformar as goticulas em particulas secas. A secagem por pulverizagao é
realizada em uma torre, em que a solugcéo ou suspensao € pulverizada em pequenas
goticulas. As goticulas entram em contato com uma corrente ou fluxo de gas quente
em contracorrente e, simultaneamente, muda o calor, a massa e a forga, o que resulta

na formacao de particulas sélidas (DASH et al., 2011).
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As principais desvantagens dessa técnica € a grande perda de material, devido
a adesdo do mesmo na parede da camara de evaporagao e a formagao de muitos
agregados, resultados da viscosidade que a microesferas apresentam antes da
remocao total do solvente (MARTIN, 2014).

2.6.6 Reticulagao por Emulsao

Este método, utiliza o grupo reativo funcional (amina) da quitosana para
reticular com os grupos reativos disponiveis no agente de ligacdo cruzada. Um
surfactante adequado é usado para estabilizar as goticulas aquosas, posteriormente
a emulsdo estavel é reticulada por meio de um agente de reticulagdo adequado para
enrijecer as goticulas. As microesferas sao filtradas e lavadas varias vezes com alcool
e em seguida, sao secas. Este método € util para controlar o tamanho das particulas
(DASH et al., 2011; LOURENCO 2006).

2.6.7 Geleficagao lonotrépica

Uma propriedade interessante da quitosana € sua capacidade de formar gel ao
entrar em contato com anions especiais, um processo conhecido como gelificagdo
ionotropica. Este processo de gelificagcdo ocorre devido a formagao de ligacoes
cruzadas inter e intramolecular nas cadeias do polimero (HAMIDI et al., 2008).

Na técnica de gelificagédo ionotrdpica, a quitosana € dissolvida numa solugéo
acida aquosa, tornando-a soluvel. Esta solugéo é entdo injetada através de uma
seringa com agulha, gota a gota, e ficam dispersas numa solugdo coagulante, sob
agitacdo constante. A reagao entre as espécies de cargas opostas faz com que a
quitosana se submeta a gelificagao ionotropica, precipitando na forma de particulas
esféricas na solugdo coagulante (DASH et al.,, 2011). No método de gelificagédo
ionotropica, a solugcdo de coagulante é um dos parédmetros importantes. O
glutaraldeido, etileno-glicol éter diglicidilico e TPP, sao utilizados como agentes de
reticulacdo para a formacgao de microesferas de quitosana. Os resultados revelaram
que o etileno-glicol éter diglicidilico e o glutaraldeido n&o sdo agentes de ligagao ideal,
devido a sua toxicidade fisiolégica (MA & LIU, 2010).
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Em contraste, o TPP € um agente de ligagdo cruzada nao-téxico, onde os
grupos de moléculas negativamente carregadas de TPP pode reagir com grupos
amino de quitosana carregadas positivamente (MA & LIU, 2010).

Ma & Liu 2010, obtiveram pelo método de gelificagao ionotrépica, microesferas
de quitosana carregadas com albumina de soro bovino. Onde os resultados
apresentaram que as microesferas mostraram boa esfericidade e dispersibilidade,
quando a mistura de tripolifosfato de sodio (TPP) e etanol foi aplicado como solugao
coagulante. Os resultados indicaram que o método de gelificagdo ionotrépica € um
meétodo eficaz para a fabricacdo de microesferas de quitosana para a liberagcéo
prolongada de proteinas.

A técnica de gelificagdo idnotropica para preparar microesferas de quitosana
tem atraido muita ateng@o, uma vez que o processo € muito simples, por isso, muitos

pesquisadores tém explorado o seu potencial farmacéutico (FREITAS et al., 2005).

2.7 Arcaboucos

Os dois componentes essenciais para a regeneragao de novos tecidos sao as
células e as estruturas tridimensionais. As células com os arcabougos constituem o
“protétipo” do tecido vivo para gerar e sintetizar matrizes. Os arcabougos fornecem
um ambiente propicio para facilitar o desenvolvimento celular (adeséo, proliferagédo e
diferenciagao) consequentemente, permitem que as células realizem sua fungao de
forma eficaz (LIU et al, 2007; ZHAO, 2013).

Nos ultimos anos, arcabougos para a engenharia de tecidos tém atraido cada
vez mais atencdo na medicina, devido a sua capacidade de permitir que células
humanas saudaveis possam crescer em sua estrutura, in vitro ou in vivo, para efeitos
de reparacao, restauracdo ou manutencado das fungbes de tecidos danificados ou
doentes. Como definicdo, pode-se dizer que os arcabougos sao solidos
tridimensionais que fornecem o suporte necessario para a fixacdo, proliferacao,
diferenciacao e orientacdo das células, a fim de permitir o crescimento do tecido
semelhante. Estas estruturas mimetizam o comportamento de uma matriz extracelular
para proporcionar 0 meio biomecanico apropriado para a diferenciagao celular e o
crescimento do tecido (CUl et al., 2012; MITSUISHI et al., 2013; BERNER et al., 2014).
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Arcabougos para engenharia de tecidos s&o geralmente feitos de materiais
biocompativeis, biodegradaveis e bioabsorviveis com estruturas porosas e
interligadas para transporte de nutrientes e residuos. A quitosana e o colageno
desnaturado (gelatina) sédo utilizados como materiais porosos para a fabricagdo de
arcaboucgos na reparagao de tecidos, devido a sua abundancia em tecidos vivos, o
colageno é utilizado em varias aplicagdes de restauragéo ao longo da histéria meédica,
porém, hoje tem sido muito utilizado na engenharia de tecidos e na medicina
regenerativa (CUI et al., 2012; LIU et al., 2007; WALTERS & STEGEMANN, 2014).
Varios tipos de polimeros sintéticos também s&o utilizado para a fabricagdo dos
arcabougos como; o Poli acido latico-(PLA) (SERRA et al., 2013), Poli (acido lactico-
acido glicolico) (PLAGA) (JIANG et al., 2006), Quitosana (LI et al., 2014a), Poliuretano-
(PU) (SIN et al., 2010), Poli (etileno glicol)-(PEG) (NIU et al., 2014), Poli caprolactona-
(PCL) (JEONG & HOLLISTER, 2010) e Poli (lactido-co-glicdlido) - (PLGA) (QIAN et
al., 2014), que apresenta biocompatibilidade semelhantes a do PLA e PGA, mas uma
taxa de degradacado mais baixa. Estes materiais s&o aplicaveis em diversas areas
regenerativas por oferecem uma menor resposta inflamatdria no hospedeiro, e
degradarem em componentes n&o-citotoxicos que sao reabsorvidos e eliminados pelo
organismo (MARTIN et al., 2014; PAWELEC et al., 2014).

2.7.1 Estrutura Tridimensional dos Arcaboucos

Para ser utilizado in vivo, os arcabougos devem apresentar caracteristicas
como: ser biocompativel e biodegradavel, apresentar caracteristicas mecanicas
adequadas ao meio de implantacdo a fim de fornece o suporte necessario para que
as células possam aderir e proliferar, levando a uma maior regeneracao de tecidos,
deve ter uma boa quantidade e interligacéo dos poros. A interacéo entre as células e
o0 arcabouco regula a formacado e regeneragao do tecido, faciltando a taxa de
sobrevivéncia celular por migracdo, proliferagao e diferenciagdo (CHOA et al., 2014;
JAYAKUMAR, et al., 2011; BERNER et al., 2014). Durante o processo de
regeneracgao, as células aderem e comeca o processo de proliferagéo, inicia a divisao
e a producao da nova matriz extracelular, a porosidade e a rugosidade da superficie
sao benéficas para o crescimento e adesao celular (CHOA et al., 2014; JAYAKUMAR,
et al., 2011; BERNER et al., 2014; SOUSA et al., 2013).
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A arquitetura dessas estruturas é um fator que deve ser analisado pois define
a estrutura do biomaterial a uma certa escala de comprimento do tecido, esta estrutura
também desempenha um papel significativo na determinacéo da taxa e o grau de
crescimento do tecido, as caracteristicas de poros (porosidade, tamanho, forma e
orientagcado) promove a migracao de células através dos poros, com espaco suficiente
para o transporte de nutrientes, infiltracdo de tecido e vascularizagao final. Assim, é
importante analisar ndo apenas a interacado entre células e o material utilizado, mas
também a arquitetura da estrutura formada, a fim de obter uma melhor estrutura para
a cultivacdo e crescimento de células e sua posterior utilizagdo na engenharia de
tecidos (BERNER et al., 2014; WANG et al., 2013, PAWELEC et al., 2014). A estrutura
do poro dos arcabougos geralmente afeta a migragao celular, e todo o processo de
formacgao do tecido. E além disso, cada célula apresenta um tamanho diferente, e
consequentemente, necessita de um tamanho de poros maior ou menor (DU et al.,
2014).

2.7.2 Técnicas de Fabricagao dos Arcabougos

Arcaboucos de quitosana vem sendo fabricados por diversas técnicas como:
pelo método de liofilizagdo, formacgao de espumas, lixiviagdo, separagao de fase, por
eletrospinning e pelo método de agregacdo de particulas que baseia-se na

aglomeracao de esferas de quitosana.

2.7.3 Método de Agregacao de Particula

O processo de fabricagdo consiste inicialmente na extrusdao das esferas,
seguida da formagao do arcabougo por aglomeracao das esferas, que ocorre pelo
enchimento aleatdrio de esferas pré-fabricadas (KUCHARSKA et al., 2010; KHANG et
al., 2006).

A estabilidade mecanica € assegurada pela aderéncia de particulas e pela
interface entre as particulas obtidas. O tamanho dos poros e a porosidade pode ser
manipulada através do controle do didmetro das esferas (KUCHARSKA et al., 2010;
KHANG et al., 2006).
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Malafaya et al., 2009 utilizaram a metodologia de agregac¢ao das particulas na
obtencao de arcabougos em bicamada, com objetivo de ter uma melhoria da interface
do osso e da cartilagem, utilizando um biocompdsito de quitosana com hidroxiapatita.

Cruz et al.,, 2013 desenvolveram arcaboucgos tridimensional a partir da
aglomeracdo de microparticulas a base de gelatina por meio de um processo de

centrifugagéo suave.



68

3 MATERIAIS E METODOS

Toda a pesquisa foi realizada na Universidade Federal de Campina Grande —
UFCG, no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste
— CERTBIO.

3.1 Materiais

e Quitosana em pd, de médio peso molecular, adquirido pela Sigma-

Aldrich, com grau de desacetilagédo entre 75 — 85%;

e Curcumina Longa, adquirido pela Sigma-Aldrich;

e Sulfato de Sédio; adquirido pela Nuclear (Na2SO);

e Acido Acético Glacial, P.A. (C2H402), peso molecular 60,05 g/mol,
adquirido pela Sigma-Aldrich;

e Metanol, adquirido pela Neon;

e Tampao de Fosfato Salino (PBS), adquirido pela Sigma-Aldrich;

e Gelatina Porcina tipo A, adquirido pela Sigma-Aldrich;

e Genipina, adquirido pela Sigma-Aldrich.
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3.2 Metodologia

As Figuras 13 e 14 ilustram os fluxogramas das metodologias utilizada para

adicao do farmaco, nas esferas de quitosana.

Preparagao das
Esferas

Preparagao dos
Arcaboucos

Figura 13 - Fluxograma dos arcabougos de quitosana e quitosana/curcumina.



Preparagao das
Esferas

Preparacao dos
Arcabougos

Figura 14 - Fluxograma dos arcabougos quitosana/curcumina (adsorgéo).
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3.2.1 Preparacao da solugao de quitosana

A solugao de quitosana (2%) foi preparada por meio da dissolugao do polimero
na forma de p6é com uma solugéo de acido acético (1%), com agitagdo mecanica

constante a temperatura ambiente por cerca de 24 horas.

3.2.2 Preparagao da solugao de quitosana/curcumina.

Para se obter a solugdo de quitosana/curcumina, o p6d de curcumina foi
inicialmente dissolvido em metanol (10 mg/mL), com agitagdo mecanica por 1 horas,
apos isto, a solugdo permaneceu por 3 hora no banho de ultrassom, (Figura 15 (a)).
Em seguida, a solugao de curcumina (10 mL), foi incorporada a solugéo de quitosana
(50mL), (Figura 15 (b)), sob agitagdo mecénica constante por 30 minutos até se obter
a homogeneidade do sistema.

A quantidade de farmaco utilizada nesta metodologia de reacdo de
quitosana/curcumina, foi baseada e adaptada de acordo com a utilizada por Mondal
et al. 2013, que desenvolveram uma formulagao, utilizando uma solugéo de curcumina

(10 mg/mL), obtendo propriedades significativas de inibicao de crescimento de tumor

Figura 15 - Processo de obtengao da solugéo de quitosana/curcumina, (Figura 15 (a)) solugéo
de curcumina, (Figura 15 (b)) solucdo de quitosana e (Figura 15 (c)) solugdo de

quitosana/curcumina.
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3.2.3 Preparacao das esferas de quitosana e quitosana/curcumina.

As esferas foram obtidas a partir do método de gelificagédo ionotropica, a partir
do gotejamento da solugédo de quitosana ou quitosana/curcumina, por meio de uma
seringa de 5 mL acoplada com uma agulha de dimensdées 0,45 mm x 13 mm (26Gx’%").
O gotejamento ocorreu com o auxilio de uma bomba de infusdo, com uma raz&o de
26 mL/h em uma solugédo coagulante de sulfato de sédio (5%m/v). Apds a produgao
as esferas ficaram imersas por cerca de 1 hora. Em seguida as esferas foram lavadas
com uma solucao de PBS.

De acordo com Catédo 2012, este método utilizando agulha de 0,45 mm x 13
mm (26 Gx'%2”), resulta em esferas com didmetro menor, (quando comparada com os
métodos utilizando bureta, seringa sem agulha e bomba peristaltica), uma vez que
quanto menor a area superficial relativa a uma mesma massa, maior a interacao

(adsorgéo).

3.2.4 Preparacgao das esferas de quitosana/curcumina obtidas pelo método de

adsorgao.

Neste método, a incorporagao da curcumina nas esferas de quitosana ocorreu
pelo método de adsorcdo. Apds a preparacéo da solugao alcodlica de curcumina, as
esferas de quitosana foram pesadas (150 mg), e adicionadas em 30 mL de solugéo
de curcumina (1 mg/mL), protegidas da luz, por 24 horas, sob agitagcao constante de
80 rpm, em temperatura ambiente. Apds o tempo de contato com a solugao, as esferas
foram filtradas e o excesso de farmaco presente na superficie da esfera foi retirado.
Em seguidas as esferas foram acomodadas em tubos falcon de 50 mL, e congeladas

a aproximadamente -20°C e liofilizadas por 48 horas.

3.2.5 Preparagao da solugao de gelatina

Para a preparacgéao de 5% de gelatina porcina foi preparada uma solugao a partir
de 5g de gelatina em pé dissolvidos em 100 mL de agua destilada em um agitador

magnético por cerca de 30 minutos a 60°C.



73

3.2.6 Preparacao da solugao de gelatina reticulada

Foi utilizada a genipina para reticular a gelatina utilizada na agregagao das
esferas para obtengdo dos arcabougos, com o objetivo de observar a influéncia da
reticulagdo nas propriedades mecanicas, grau de intumescimento, porosidade e
principalmente no perfil de liberagdo do farmaco. Para isto utilizou-se 0,15% de
genipina na gelatina porcina (Figura 16). A solugdo permaneceu em agitagao
magnética por aproximadamente de 12 horas a 50°C. O indicativo que a reacao de

reticulagdo ocorreu é a mudanga para a coloragao azul da solugio.

Figura 16 - Solucao de gelatina com genipina.

3.2.7 Preparacao dos arcaboucgos

Para a obtencdo dos arcabougos, as esferas de quitosana, quitosana/
curcumina e quitosana/curcumina (adsorg¢ao) produzidas, foram transferidas para
tubos falcon de 50 mL, seguida da adi¢do de uma solugao de gelatina (5%) com e
sem genipina (0,15%), para ocorrer a adeséo entre as particulas. Em seguida foram
congeladas a aproximadamente -20°C, liofilizadas por 48 horas, produzindo o
arcabouco.

As Figuras 17 e 18 apresentam um esquema representativo da producéao dos

arcabougos.
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Figura 17 - Esquema representativo da produgcdo dos arcabougos quitosana e

quitosana/curcumina.
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Agitacdo Constante

Solucao
Bomba infusora B B B
Esfera em PBS
Banho Coagulante 1
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Licfilizador Quitosana/Curcumina (Adsorcao)

Figura 18 - Esquema representativo da produgdo dos arcabougos quitosana/ curcumina

(adsorgéo), pelo método de adsorgao.
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3.2.8 Normas Utilizadas

Para a obtencdo dos arcabougos e realizagdo das caracterizagbes foram

utilizadas as seguintes normas:

e ASTM F2150 - 13: Standard Guide for Characterization and Testing of
Biomaterial Scaffolds Used in Tissue-Engineered Medical Products.

e ASTM F2450 - 10: Standard Guide for Assessing Microstructure of Polymeric

Scaffolds for Use in Tissue-Engineered Medical Products.

e ASTM D570: Standard Test Method for Water Absorption of Plastics.

e ASTM D695: Standard Test Method for Compressive Properties of Rigid

Plastics.

e ASTM D1621-10: Standard Test Method for Compressive Properties of Rigid

Cellular Plastics.

e 1ISO 10993-5:2009: Biological evaluation of medical devices - Part 5: Tests for

in vitro cytotoxicity

¢ Resolugao ANVISA: RE n° 899, de 29 de maio de 2003.
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3.2.9 Caracterizagoes Realizadas

3.2.9.1 Microscopia Otica (MO)

A técnica por microscopia Otica, foi utilizada para avaliar a morfologia das
esferas e dos arcaboucos obtidos, em um Microscépio Optico Hirox de reflexdo e
transmissao com acessorios 2D e variagao de 50X-400X, acoplado a uma estacao de

analise de imagens.

3.2.9.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para realizagao das analises foi utilizado o microscépio eletronico de varredura
de bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com aumento de até 10000x,
profundidade de foco de 1mm, resolu¢ao de 30nm, 15KV, baixo vacuo e pressao
variada (1 a 270Pa), sem recobrimento metalico. O MEV foi utilizado para identificar a
morfologia da superficie e da estrutura formada o tamanho, a forma e a distribuicao

dos poros.

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

As amostras foram submetidas a técnica de espectroscopia na regiao do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), em temperatura ambiente, o
equipamento utilizado foi o Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica FTIR foi realizada
para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes nas
amostras, utilizando a faixa de varredura de 4000 a 650 cm™'. As amostras foram
classificadas granulometricamente em #325. Utilizou-se o dispositivo ATR (attenuated
total reflectance), que se traduz por um emissor de infravermelho na ponta de um
diamante que € comprimido no material, dispensando assim a producéo de pastilhas
de KBr.
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3.2.9.4 Porosidade

As porosidades de todos os arcaboucos foram determinadas a partir de trés
métodos. O primeiro método foi calculado a partir da Equagao (12), utilizando a
densidade do arcabougo e da quitosana (p=Densidade da quitosana 0,3g/cm® —
SIGMA ALDRICH), conforme apresentado por Ikeda et al., 2009.

O método descrito pela Equacgao (13) apresenta m1, referente a massa umida
do arcabougo, e mz a massa seca em fungao do volume calculado da estrutura € Veal,
corresponde ao volume da estrutura (OLAD & AZHAR, 2014). O outro método,
Equacgéo (14), foi utilizado por Guan, 2005, onde a porosidade foi determinada
utilizando um método de deslocamento de liquido, utilizou-se agua destilada como
liguido de deslocamento, o arcabougo foi imerso em um cilindro com um volume
conhecido de agua V1. A amostra foi mantida durante 20 minutos, e em seguida,
pressionado para forgar o ar permitindo que a agua penetrasse nos poros. O volume
total de agua com o arcabouco foi registrado como V2. O material impregnado com

agua foi retirado do cilindro e o volume residual foi registado como Vs.

T=1— Parcabougo (12)
Pquitosana
pop = Mz (13)
Veal
_n-v
P= x100 (14)

3.2.9.5 Difragao de Raios X (DRX)

A difragao de raios X foi utilizada com o objetivo de visualizar as fases presentes
nos arcaboucgos da quitosana e quando adicionado o farmaco, as amostras foram
classificadas granulometricamente em #325. A andlise foi realizada em um
difratbmetro da SHIMADZU (modelo XRD 7000) com varredura angular 5°<26<60°,
tensdo de 40kV e corrente de 30mA, utilizando-se radiagdo de Ka do Cobre (A
=1,5418).
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3.2.9.6 Termogravimetria (TG)

A analise de termogravimetria foi utilizada com o objetivo de avaliar a
estabilidade térmica dos arcaboucgos, e o comportamento da quitosana quando
adicionado a curcumina. As amostras foram trituradas e classificadas
granulometricamente em #325. As analises foram realizadas em uma taxa de
aguecimento 10°C/min até 600°C, atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50mL.min",
utilizando cadinho de aluminio, no equipamento TGA 50H, Shimadzu.

3.2.9.7 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial, foi realizada no equipamento
DSC 8500 Perkin Elmer, com o objetivo de observar as transicdes de fases, e avaliar
as possiveis mudangas nas propriedades das amostras de quitosana e
quitosana/curcumina e se ocorreram interagdes quimicas entre a quitosana e a
curcumina.

As amostras foram trituradas e classificadas granulometricamente em #325.
Utilizou-se para a realizagao do ensaio uma faixa de temperatura de 0 a 400°C, com
razdo de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 10

mL/min. Foi utilizado massa de 1,5 + 0,10 mg acondicionada em cadinho aluminio.

3.2.9.8 Propriedades Mecanicas (Compressao)

Os arcaboucos foram ensaiados através de testes de compressao, obtendo o
limite maximo de resisténcia e o percentual de deformagdao maxima. O ensaio foi
realizado no equipamento de ensaio universal INSTRON 3366. As matrizes cilindricas
com dimensdes de 20 mm de diametro e 10 mm de altura foram submetidas ao ensaio,
utilizando uma célula de carga de 500 N, com velocidade de ensaio de 1,3 mm/min.

Como nao foi encontrada uma norma especifica para as amostras, utilizou-se
a norma ASTM D695 (Standard Test Method for Compressive Properties of Rigid
Plastics) e com algumas adaptag¢des, conforme Mendonga et al., 2012 e Lemos et al.,
2012 e a norma ASTM D1621-10 (Standard Test Method for Compressive Properties
of Rigid Cellular Plastics).
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A Figura 19 apresenta a curva de tensdo-deformagdo de compressao de um
solido celular.

Densificacha

Inicio da
Eldstica

/

Tenséo (0)

Keiduida (£) I

Deformacio (g)

Figura 19 - Curva de tensdo-deformagado de compressao de um solido celular (Ashby, 2006).

De acordo com a Figura 19, é possivel observar a regido elastica linear, com
um modulo (E) até ao seu limite elastico, no ponto em que as arestas do sélido celular
deformam plasticamente, ou fraturam. Na regido seguinte a estrutura continua a entrar
em colapso com uma tensdo quase constante (“tensdo platd”) até que os lados
opostos dos poros colidam. A ultima regido é caracterizada pelo aumento acentuado

da tensédo (“regido de densificagdo”), onde os poros sdo completamente colapsados
(ASHBY, 2006).

3.2.9.9 Grau de Intumescimento (Gl)

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a absor¢ao do PBS em meio
fisioloégico pelas as esferas e os arcabougos de quitosana, quitosana/curcumina e
quitosana/curcumina (adsorgédo). As esferas e os arcabougos foram inicialmente
pesados e mantidos no PBS. Em intervalos de tempo pré-determinado as amostras
foram retiradas da solugcédo e secas superficialmente em papel filtro, para retirar o
excesso de solugcdo e pesadas novamente. O grau de intumescimento de cada

amostra no tempo t, foi calculado, de acordo com a Equagéo (15).
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61 = 2= x 100 (15)
W,

o

Onde; Wt: € o peso da amostra no tempo t

Wo: é o peso inicial da amostra.

3.2.9.10 Validagao do Método

Para a validacao foi utilizado espectrofotdmetro de UV/Vis da Perkin-Elmer,
modelo Lambda 35, empregando-se uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1,0
cm, com o objetivo de validagdo do método apresentado.

Inicialmente preparou-se uma solugdo-mae dissolvendo 1 mg de curcumina em
1 mL de metanol. Esta solucdo foi entdo diluida diferentes solucdes: 0,0015; 0,031;
0,062; 0,125; 0,5; 3; 5; 7; 8 e 10 yg/mL em metanol, com objetivo de preparar a curva
de calibragao.

Para validagdo do método verificou-se as caracteristicas de especificidade,
linearidade, precisao, exatidao, robustez, limite de deteccéo (LD) e de quantificagao
(LQ), adequados a analise, conforme RE n° 899/2003.

3.2.9.10.1 Seletividade e Especificidade

Estes paradmetros foram analisados a partir da leitura em UV/VIS dos
arcaboucos, comparando o comprimento de onda das amostras com e sem o farmaco,
com o objetivo de verificar que os comprimentos de onda dos excipientes presentes

nos arcabougos nao interferiam no comprimento de onda do farmaco.

3.2.9.10.2 Linearidade e Intervalo

Obteve-se estes parametros de linearidade através do coeficiente de

correlagao obtido pela a curva padrao.

3.2.9.10.3 Exatidao

A exatidao do método foi obtida através da Equagao 2.
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3.2.9.104 Precisao

A precisao foi calculada a partir da Equacgao 3.

3.2.9.10.5 Robustez

A robustez foi avaliada a partir da mudancga das condi¢des analiticas, contudo
foi utilizado solvente, (metanol) de dois fabricantes diferentes e outro tipo de solvente

(acetona).

3.2.9.10.6 Limite de Quantificacao e Detecgao

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram determinados a partir das

Equacbes 4 e 5.

3.2.9.11 Liberagcao da Curcumina

Para o ensaio de liberacdo, os arcabougos com 0,35 g cada, foram imersos em
60 mL de PBS, decorridos os intervalos de tempo pré-determinados aliquotas da
solugao foram retiradas, e analisada no equipamento de UV-VIS da Perkin-Elmer,
modelo Lambda 35, foi utilizado empregando-se uma cubeta de quartzo de caminho

optico de 1,0 cm.

3.2.9.12 Cinética de Liberagao

A cinética de liberagdo do farmaco e os mecanismos foram investigados a partir
dos modelos matematicos, de Ordem Zero (Equacgao 8), Modelo de Higuchi (Equacgéao

9) e modelo de Korsmeyer-Peppas (Equacgao 10), com o auxilio do programa Excel.

3.2.9.13 Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram realizados com a finalidade avaliar a resposta
celular dos arcabougos de quitosana, quitosana reticulada, quitosana/curcumina,
quitosana/curcumina-reticulada, quitosana/curcumina (adsor¢do) e quitosana/

curcumina (adsorgédo)-reticulada, que foram avaliadas seguindo a norma ISO 10993-
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5, através da determinagao da porcentagem da viabilidade celular, utilizando o método
da redugcdo do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio], que
estabelece uma correlacio entre a atividade metabdlica celular e o numero de células
viaveis em cultura in vitro.

Neste ensaio, o MTT € acumulado pelas células por endocitose e a redug¢ao do
anel tetrazolico deste sal resulta na formacgao de cristais de formazan de cor azul que
se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois
transportados para fora das células por exocitose.

Sendo a endocitose um mecanismo fundamental das células vivas, o ensaio do
MTT tem sido usado frequentemente como ensaio de viabilidade celular.

Para avaliacdo da citotoxicidade de todos os arcaboucos estudados, foram
utilizados a linha celular L929 e a linha celular cancerigena MCF-7. Foi utilizada uma
concentragéo de 5 x 10° células/mL RPMI e adicionados 100 uL em uma placa de 96
pocos. A placa foi transferida para a estufa de CO2 (5%) a 37 °C por 1 hora. Apos este
periodo, foram adicionadas as amostras e mais 200 yL de RPMI 1640-C. RPMI 1640-
C foi utilizado como controle negativo. A placa foi incubada novamente em estufa de
CO2 (5%) a 37°C por 24 horas. Apos as 24 horas, foram adicionados 100 uyL de
solugdo de MTT (0,5mg/mL) em RPMI 1640-C. Novamente, as placas foram
incubadas em estufa de CO2 (5%) a 37°C por 3 horas. Depois disso, o sobrenadante
foi descartado e adicionado 100 yL de alcool isopropilico. A leitura da densidade o6tica
foi determinada em um leitor de microplacas (Victor3 — PerkinElmer), a 540 nm com
filtro de referéncia de 620 nm. A viabilidade celular foi calculada em porcentagem,

considerando o controle negativo com 100% de viabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO.
4.1 Resultados das Esferas

4.1.1 Microscopia Otica

A técnica de Microscopia Otica foi utilizada com objetivo de avaliar
macroscopicamente as esferas. As Figuras 20 (a) e (b) mostram as andlises das
esferas de quitosana e quitosana/curcumina, respectivamente, que foram obtidas a

partir do método de geleficagéo ionotropica.

Figura 20 - Imagens obtidas por microscopia 6tica das (a) esferas de quitosana aumento de

60x e (b) quitosana/curcumina aumento de 60x.

E possivel observar que as esferas com o farmaco incorporado, apresentam
uma maior rugosidade superficial do que as esferas de quitosana.

Verifica-se também que provavelmente a inclusdo do farmaco (curcumina)
ocasionou um discreto aumento do diametro das particulas. Pois se considerado o
desvio, os tamanhos das esferas sdo praticamente iguais. Sendo o diametro médio
de 1490,63 um £ 119,05 para as esferas de quitosana e de 1592,66 um = 171 para as
esferas de quitosana/curcumina. Morais et al. 2008, obteve esferas de quitosana,
produzidas pelo método de gelificagao ionotropica com didmetro médio de 2000-3000
um, utilizando uma agulha hipodérmica (0,7x25 mm?), onde as goticulas formadas
foram coletadas em uma solugdo de NaOH (10%) e em seguidas reticuladas com

glutaraldeido.
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Analogo aos resultados obtidos neste trabalho, Santos et al. 2003, em seu
trabalho incorporou o farmaco (insulina) em esferas de quitosana, e observou um
aumento no didmetro das esferas com a insulina. Outra afirmacao importante
apresentada em seu trabalho € que o aumento na concentracdo da solucdo de
quitosana gera particulas com um diametro médio maior, resultando também em
particulas esféricas mais definidas e com aspecto menos rugoso, contribuindo para o
aspecto menos poroso. De acordo com Bitencourt 2013, a incorporacdo de
substancias ativas pode influenciar na estrutura superficial e interna dos materiais
devido a diversos fatores como, tamanho, peso molecular, interagbes com a matriz
polimérica, dentre outros.

A Figura 21 apresenta as imagens obtidas pela microscopia 6tica das esferas

de quitosana e quitosana/curcumina.

Figura 21 - Imagens obtidas por microscopia 6tica da secao transversal das (a) esferas de

quitosana aumento de 100x e (b) quitosana/curcumina aumento de 100x.

Imagens do corte da secao transversal (Figura 21) de uma esfera foi obtida
para as amostras de quitosana (Figura (a)) e quitosana/curcumina (Figura (b)), onde
verificou-se poros internos de maior dimensdo para a amostra de
quitosana/curcumina, e poros mais homogéneos e menores foram vistos na amostra
de quitosana.

A Figura 22, apresenta a Microscopia Otica da regido externa, e a Figura 23,

da regido interna, das esferas de quitosana/curcumina (adsorgao).
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500um

Figura 22 - Imagens obtidas por microscopia o6tica referente a regido externa (a) esferas de

quitosana/curcumina (adsor¢ao) aumento de 60x e (b) com aumento de 350x.

A partir da Figura 22 (a) é possivel perceber a superficie das esferas com
pontos alaranjados, correspondente ao farmaco adsorvido. Ainda € possivel verificar
gue estes pontos contendo o principio ativo, estao bem dispersos, Figura 22(b).

Tem-se o didmetro médio das particulas de 1155,8 um + 125,13. Portanto tem-
se que a inclusdo do farmaco pelo método de adsorgao nas particulas de quitosana
ocasionou numa diminui¢do discreta no didmetro das esferas, quando comparada

com as esferas de quitosana.

50um

Figura 23 - Imagens obtidas por microscopia o6tica referente a regiado interna das esferas de

quitosana/curcumina (adsorgao) (a) com aumento de 100x e (b) com aumento de 350x.
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Na imagem da regido interna da esfera (Figura 23(a e b)), obtida a partir do
corte na segéao transversal, verifica-se o nucleo com cor alaranjada menos intensa e
mais homogénea do que a coloragao apresentada na superficie onde o farmaco se
encontra de forma pontual, confirmando assim a presenca e a boa distribuicdo do
farmaco no interior das esferas. Estes resultados comprovam que a técnica de
adsorcao utilizada para introduzir a curcumina em esferas de quitosana foi efetiva.
Observa-se também a presenca de poros de tamanhos variados no interior da esfera
(Figura 23 (b)).

Na Figura 24 (a), tem-se a imagem das esferas de quitosana/curcumina
(adsorgao), (na forma de po6 #325), onde observa-se pontos de cor alaranjada, devido
a presenga do farmaco. Verifica-se de forma detalhada a presenga da curcumina
envolvida na quitosana, indicando assim uma boa interagcdo entre a o farmaco e a
quitosana. Ja na Figura 24 (b), percebe-se que a introdu¢do do solvente em grande
quantidade provocou o intumescimento, seguido da ruptura da esfera. Ocasionando
assim, posteriormente a liberagao do farmaco, observa-se que o extravasamento da
curcumina ocorreu pela regiao fissurada da esfera. Corroborando assim com dados

obtidos na literatura onde a liberagdo do farmaco em microesferas ocorre em duas

etapas.

Figura 24 - Imagens obtidas por microscopia otica (a) do pod de

quitosana/curcumina(adsor¢do), com aumento de 700x, e (b) imagem da esfera de

quitosana/curcumina(adsorg¢ao) na presenga do solvente (metanol), com aumento de 350x.

Onde a primeira etapa € caracterizada pelo intumescimento da esfera,
posteriomente com o relaxamento e intumescimento da matriz polimérica, ocorre o

segundo estagio que ¢ a difusdo do farmaco presente nas particulas (PARIZE, 2009).
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4.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para
avaliar a forma e a superficie do p6é da curcumina e das esferas de quitosana,
quitosana/curcumina e quitosana/curcumina (adsorgao).

A morfologia do p6 de curcumina foi observada por Microscopia Eletrénica de
Varredura (Figura 25), onde foi possivel verificar uma estrutura retangular na forma

de agulhas com bordas irregulares de tamanhos variados, tem-se também a presenca

de aglomerados de particulas menores, conforme relatado por Arun et al, 2012 e Arya
& Pathak 2014.

Ped.328-14 2014/07/04 11:45 L D36 x1,0k 100um

Ped 328-14 2014007004 1150 D37 x10k 10 um

Figura 25 - Micrografias do p6 da curcumina. (a) aumento de 100x e (b) aumento de 10000X.

Na Figura 26, tem-se a micrografia das esferas de quitosana e
quitosana/curcumina obtidas pelo método de gelificagcdo ionotrépica, onde a partir

desta técnica é possivel obter particulas esféricas.
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Figura 26 - Micrografias (a) da esfera de quitosana (aumento de 120x), (b) superficie da esfera
de quitosana (aumento de 1000X), (c) da esfera de quitosana/curcumina (aumento de 120x),
(d) superficie da esfera de quitosana/curcumina (aumento de 1000X), (e) da esfera de
quitosana/curcumina (adsorcdo) (aumento de 130x), (f) superficie da esfera de
quitosana/curcumina (adsor¢ao) (aumento de 1000x), e (g) parte interna da esfera de

quitosana/curcumina (adsor¢ao) (aumento de 10000x).

A partir da micrografia das esferas de quitosana (Figura 26 (a)), verifica-se
esferas com diametro meédio de 1480 um = 90,0 (n=6), corroborando com os didmetros
obtidos por Microscopia Otica, verifica-se também a presenca de rugosidade em sua
superficie.

Para as esferas de quitosana/curcumina obtida pela mistura de solugdes
(Figura 26 (c)), foi observada a imagem ampliada de uma unica esfera, onde percebe-
se a esfericidade da particula com didmetro médio igual a 1520 ym % 66,7 (n=6),
corroborando também com as imagens de Microscopia otica.

E possivel observar ainda, uma superficie rugosa apresentando varios poros
dispersos com diametros médio de 25,40 uym x 3,03 (n=6), provavelmente o
surgimento desses poros, ocorreram devido a evaporagdo da solugdo alcodlica
utilizada na preparagao da solugao de curcumina. A presencga destes poros podera
ocasionar uma liberagdo mais rapida (Figura 26 (d)). Setthacheewakul et al. 2010,
obtiveram particulas esféricas de curcumina, obtidas por microemulsdes de agua em
6leo, onde observaram que a superficie das esferas apresenta pequenos orificios, o
que provavelmente permite a entrada de uma fase aquosa para dentro da matriz, e/ou

permitir a difusdo do liquido aprisionado, para fora da superficie.
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As Figuras 26 (e) e (f) apresentam as esferas de quitosana/curcumina obtidas
pelo método de adsor¢ao, onde € possivel observar particula esférica com formato
achatado, apresentando didametro médio de 1255 ym + 140,6 (n=6). Verifica-se
também na Figura 26 (f) uma superficie bastante porosa e rugosa com a presenga de
pontos escuros, atribuido a curcumina, conforme visto pela Microscopia otica.

Ao comparar o diametro médio das esferas tem-se que o menor didametro foi
encontrado para as esferas obtidas pelo método de absorcdo, conforme os valores
obtidos pela Microscopia Otica.

A partir da Figura 26 (g) verifica-se a parte interna da esfera onde tem-se a
presenga da curcumina com estrutura retangular na forma de agulhas, conforme

apresentado na micrografia do p6é da curcumina (Figura 27).

4.1.3 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de

Fourier

Na Figura 27, tem-se o espectro de FTIR da quitosana em p¢d, da esfera de
quitosana, curcumina em pod, da esfera quitosana/curcumina e da esfera

quitosana/curcumina (adsorg¢éo), respectivamente.
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Figura 27 - FTIR da (a) quitosana em p9, (b) esfera quitosana, (c) curcumina em po (d) esfera

quitosana/curcumina e do (e) esfera quitosana/curcumina (adsorgao).

No espectro da quitosana em po6 (Figura 27 (a)), as principais bandas
observadas foram: as bandas nas regides de 890 e 1146 cm™ atribuidas ao
alongamento C-O-C; 1020 a 1100 cm™ amino (CN) correspondente as aminas
alifaticas; as regides em 1065 e 1022 cm-' refere-se ao grupo (C-O); as deformacgdes
axiais de grupos entre 1323 a 1379 cm™" e deformacg&o angular simétrica do CHs em
1379 cm'. Na regido da banda 1411 cm™ e 1599 cm a vibragdo é atribuida a
deformacéo do grupo amina (NH); e amida em 1600-1670 cm™'.

A banda localizada na regido de 1646cm™ corresponde a absorgdo do C=0 da
amida, relativas ao alongamento dos grupos carbonilas (-NHCOCH:s), indicando que

a quitosana ndo estd completamente desacetilada; em 1568 cm' tem-se a banda
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referente ao grupo amino (NH2), em 1380c m™' tem-se a regido que corresponde ao
grupo (CH); em 2900 cm™ a vibragdo ¢ atribuida ao estiramento CH. A regido
localizada entre 3665 a 3000 cm™' é atribuida as vibragdes de estiramento dos grupos
OH e NH. Na regido de 3264 a 2918 cm-' ao estiramento axial do OH, sobreposta a
banda de estiramento e NH, devido a formagéo de pontes de hidrogénio (BEPPU et
al., 1999; BARROS et al., 2006; SOUZA et al., 2010; JOSUE et al., 2000; SAMPAIO,
2012). A Figura 27 (b) mostra os espectros obtidos a partir da esfera de quitosana,
onde percebe-se regides com vibragdes caracteristicas da quitosana (3000 a 3665
cm™). As bandas em 1323 a 1379 cm™ e 3264 a 2918 cm-!, permaneceram nas
mesmas regides, porém com intensidade ligeiramente menor, destacando a banda
em 1411cm™ correspondente ao grupo amina (NH), que quase desapareceu.

E possivel observar que as bandas nas regides de 1020 a 1100 cm
correspondentes as aminas alifaticas, foram deslocadas para 1095, 170 cm™, e as
bandas em 1647 e 1568 cm!, foram deslocadas para 1624 e 1511 cm™'.

Fideles (2010), em seu trabalho desenvolveu filmes de quitosana reticulados
com &cido sulfurico, e observou que este deslocamento para 1511 cm™', ocorre devido
a protonagao com os ions H* que sao liberados durante a dissociacdo do acido.
Segundo Laus et al. 2006, a presenga do grupo amino protonado proporciona um meio
para ocorrer interagdes idnicas na quitosana. Evidenciando assim a provavel
reticulacédo da quitosana. Ribeiro 2007, obteve o espectro FTIR de particulas de
quitosana reticuladas com sulfato de sédio, onde verificou-se o deslocamento e a
redugdo de intensidade da banda de 1558 cm™! para 1535 cm™', e o pico relacionado
a C-N (1414 cm™) quase desapareceu. Estas observagdes ocorrem devido a interagédo
dos ions sulfato com os grupos amino primarios da quitosana, o que resulta na
formacgao da reticulagdo das particulas de quitosana (processo de reticulagao).

No FTIR obtido a partir do p6 de curcumina (Figura 27(c)) € notorio a regiao em
3500 cm™', que podem ser atribuidos a vibragdo de alongamento do grupo fendlico
(OH). Além disso, bandas de absorgdo nitidas em 1605 cm™' sdo correspondentes as
vibragbes do alongamento do anel de benzeno da curcumina. A banda 1510 cm’
ocorre devido a vibracido de estiramento de C-C do anel de benzeno.

A banda em 1463 cm™ correspondente ao modo de vibragdo de C-O

alongamento dos grupos alcool e fenol.
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Em 1426 cm™ a flexdo da vibragdo do grupo (CH) ligado ao anel benzeno da
curcumina. Na regido de 1272 cm™' tem-se 0 modo de vibragéo de C - O. A regido de
1025 a 840 cm" corresponde ao estiramento do grupo C - O - C. As bandas na regido
de 962, 815 e 719 cm' foram atribuidas as vibragdes de flexdo da ligagdo CH dos
grupos alcenos (RCH=CH2) (SAMPATH et al.,, 2014; MOHAN et al., 2012;
BUZANELLO, 2013; KIM et al., 2013; YALLAPU et al., 2010a).

A partir do grafico de FTIR da esfera de quitosana/curcumina, obtida pela
reacao das solugdes (Figura 27(d)), verifica-se que as bandas apresentam uma menor
intensidade, quando comparada com as bandas caracteristicas da curcumina, e
regides com maior intensidade quando comparadas com o grafico da esfera de
quitosana (Figura 27(a)), permanecendo assim as bandas caracteristicas da
quitosana.

Ja para o gréafico do FTIR para a esfera de quitosana/curcumina (adsorgéo)
(Figura 27 (a)), obtida pelo método de adsorg&o, observa-se o espectro semelhante
ao da esfera de quitosana/curcumina obtida pela reacao das solugdes, porém, tem-se
uma maior intensidade de transmitancia de todas as bandas presentes na amostra
quitosana/curcumina (adsorg¢édo), evidenciando uma maior quantidade de curcumina
presente na esfera, em comparagcdo com as esferas obtidas pelo método de mistura
de solugdes. Em ambas as amostras tem-se a regido de 1025 cm™ correspondente a
presenca do grupo cetona da curcumina, em 1620 cm™' tem-se a banda referente ao
estiramento C=0 da cetona, a regido em 1420 cm' refere-se ao estiramento C=C do
anel alifatico, a banda em 1380cm™' refere-se ao estiramento dos grupos CHs
presentes na estrutura da curcumina, observa-se também a presenga do grupo amina
(que foi deslocado) pertencente a quitosana na regido entre 1485 e 1577 cm
(PARIZE, 2009).

Segundo Parize 2009, as bandas em torno de 1615 e 1514 cm’ refere-se ao
estiramento do grupo NHs", indicando que a utilizagdo do acido acético como solvente,
resulta em acetato de quitosana, onde os grupos —COO" do acido e o grupo —NH3* da
quitosana estdo associadas devido a uma interacdo ibnica. As mudangas de
intensidade das bandas de absorcao no espectro da esfera de quitosana/curcumina e
quitosana/curcumina (adsorg¢ao), bem como os deslocamentos de bandas, quando
comparadas com o espectro da quitosana e da curcumina em po, sugerem a

existéncia de interacgdes fisicas entre a quitosana e o farmaco.
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De acordo com Anitha et al. 2014, a interagdo entre os grupos cetona da
curcumina e 0s grupos amina protonados da quitosana, causaram provavelmente o
carreamento do farmaco no polimero, e esta interagdo pode ajudar na redugéo da taxa
de liberacédo da curcumina auxiliando assim na liberagao controlada.

Ja Buzanello 2013, afirma que a banda do grupamento OH em 3500 cm™ é
frequentemente utilizada para avaliar as interagdes entre a curcumina e os materiais
encapsulantes.

Nota-se que tanto nos graficos das esferas de quitosana como no de
quitosana/curcumina e quitosana/curcumina (adsor¢do), a presenga de pequenas
bandas em 1015 e 1123 cm™ que segundo Rodriguez-Paeza et al. 2001, é
caracteristico de grupos sulfatos (SOs4). Do mesmo modo Anitha, 2011 a regiao
vibracional entre 1220 e 1228 cm™ ¢ caracteristicas desses grupos sulfatos

confirmando assim a presencga do sulfato de sédio.

4.1.4 Difracao de raios X - DRX

Estudos de Difragdo de raios X foram realizados para a quitosana, curcumina
e sulfato de sodio na forma de po, e para as esferas de quitosana,
quitosana/curcumina e quitosana/curcumina (adsor¢do), a fim de compreender a
influéncia da curcumina na esfera de quitosana (Figura 28).

O difratograma da quitosana em po6 (Figura 28) apresenta dois picos
caracteristicos de polimeros semicristalinos, sendo um em torno de 12,8° e outro por
volta de 21,0°, que evidenciam a parte mais cristalina do material. Segundo Vieira et
al. 2014, estes picos correspondem aos planos de difracdo (020) e (110),
respectivamente. Constata-se também uma ampla faixa abaixo dos picos, variando
de aproximadamente 8 a 35°, onde predomina a fase amorfa do material (YIN et al.
2004). Segundo Oliveira 2011, a quitosana possui uma regido semicristalina devido
as fortes interagdes intra e intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogénio
formadas entre os grupamentos amino, hidroxila, amida e outros grupos funcionais
presentes na molécula de quitosana, fornecendo certa organizagdo a estrutura
cristalina da quitosana. Porém a regido semi-cristalina da quitosana constitui a menor

fragdo do material, uma vez que este polimero é caracteristicamente amorfo.
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Figura 28 - Difratogramas das (a) quitosana em pé, (b) esferas quitosana, (c) curcumina em
pé (d) sulfato de sdédio em pod, (e) esfera de quitosana/curcumina e (f) esfera de

quitosana/curcumina (adsorgao).
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As esferas de quitosana (Figura 28) apresentaram um padrao semelhante ao
difratograma da quitosana em pd, porém, observa-se a intensificagdo dos picos
19,10°; 23,46°; 32,21°; 33,83° e 0 aparecimento de outros picos em 28,02° e 48,72°,
caracteristicos do sulfato de sodio utilizado como coagulante, durante a produgéo da
amostra, conforme apresentado na Figura 28 (d). Isto provavelmente ocorreu devido
a uma maior organizagédo das cadeias de quitosana, conferida pelo sulfato de sédio.
Holanda et al. 2011, obteve em sua pesquisa, membranas de quitosana contendo
tripolifosfato, onde observou-se um discreto aumento na cristalinidade, atribuido a
cristalinidade do sal (Tripolifosfato), quando comparada com a quitosana em poé.

E possivel verificar pelo difratograma da curcumina em p6 (Figura 28 (c)) dois
picos estreitos de maior intensidade e bem definidos em 20 = 8,95° e 17,26°, indicando
gue a curcumina em po6 encontra-se na forma semicristalina. De acordo com Kumar
et al. 2014, os picos caracteristicos da curcumina s&o observados no intervalo de 10-
30°, onde tem-se uma série de picos nos angulos 7,84°, 12,12°, 14,45°, 18,12°,
21,27°, 23,36°, 24,51°, 25,65°, 26,73°, 28,23°, 28,9°. Conforme observado por Mohan
et al, 2012; Chen et al., 2013; Yallapu et al., 2010a, Anitha et al., 2011, Donsi et al.,
2010 e Song et al., 2014. A Figura 28 (d) mostra o difratograma do sulfato de sédio,
onde tem-se picos intensos e bem definidos, que sao caracteristicos desde material,
identificado pela ficha padrdo 37-1465. A Figura 28 (e) apresenta o difratograma da
esfera de quitosana/curcumina, e a Figura 28 (f) da esfera de
quitosana/curcumina(adsorgéo), onde verifica-se um perfil semelhante em ambos
difratogramas, porém a amostra de quitosana/curcumina/(adsorc¢éo), apresentou uma
maior intensidade dos picos, relacionado provavelmente a maior quantidade de
farmaco presente na superficie das esferas. Observa-se a permanéncia das bandas
entre 26=10° a 26=35°, relativa a quitosana, percebe-se também o pico caracteristico
da curcumina em 17,26°, porém com intensidade bem reduzida quando comparado
com o difratograma da curcumina em po. Nota-se ainda a presenga dos picos 19,1°;
28,02° e 32,21° que também sao apresentados no difratograma da esfera de
quitosana, estes picos sao relativos ao sulfato de sddio, conforme apresentado na
Figura 28 (d). Portanto, tem-se que a presenga do farmaco na quitosana, nao
ocasionou mudanga significativa na cristalinidade do material, pois nos difratogramas
das amostras quitosana/curcumina e quitosana/curcumina (adsorgcédo), os picos

caracteristicos da curcumina ndo estao presentes em intensidade consideravel.
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Porém, verifica-se uma maior intensidade dos picos para a amostra
quitosana/curcumina (adsorgao).

Segundo Song et al. 2011, isto sugere que a curcumina foi dispersa
molecularmente na quitosana, ou seja, através de interagado quimica entre estes. De
acordo com Song et al. 2014, isto € benéfico para a difusdo de moléculas do farmaco
através da matriz polimérica, o que leva a uma liberagdo controlada do farmaco
encapsulado (VASCONCELLOS et al. 2011).

4.1.5 Analise Termogravimétrica

Na Figura 29, estado apresentadas as curvas de analise termogravimétrica da
quitosana em pod, da esfera de quitosana, da curcumina em pd, da esfera

quitosana/curcumina e da esfera quitosana/curcumina (adsorgao).
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Figura 29 - Curva TG da quitosana em po, da esfera de quitosana, da curcumina em po, da

esfera quitosana/curcumina e da esfera quitosana/curcumina (adsor¢ao).
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Para a quitosana em po € possivel verificar que a decomposigao ocorre em dois
eventos. O primeiro evento ocorre de 29,3 a 177,5°C, com perda de massa de 9,7%,
sendo esta perda correspondente ao processo de desidratagao, ou seja, a perda de
agua, que se encontra ligada a molécula de quitosana (grupos hidroxilas e grupo
amino), (Tabela 6). Ja no segundo evento evento tem-se uma perda de massa de
53,2% entre 207,4 a 446,5°C, referente a decomposicdo do polimero. Resultados
semelhantes foram reportados por Horst, 2009 onde observou-se dois eventos de
degradagao na curva da analise termogravimétrica para a quitosana, sendo o primeiro
estagio referente a desidratacdo em 53,33°C, e o segundo estagio referente a
degradagao do polimero com perda de massa em torno de 330°C, com uma redugéo
de aproximadamente 56% de massa.

Para a curva TG da esfera de quitosana (Figura 29), o primeiro evento ocorre
de 24 a 148°C, com perda de massa de 7,7%. Segundo Lima 2006, este evento é
caracteristico da perda de moléculas de agua associadas aos grupos aminos e
hidroxilas do polimero, através das pontes de hidrogénio. Ja no segundo evento a
perda de massa foi de 22,5% entre 235 e 301,2°C, corresponde a evaporagao da agua
ligada internamente na estrutura da esfera. O terceiro evento ocorre entre 301,2 e
598°C, com perda de massa de 33,3% sendo referente a decomposi¢cao da amostra,
que inicia-se pela quebra aleatoria das ligagdes glicosidicas seguida de
decomposicdes das unidades acetiladas e desacetiladas do polimero (Tabela 6).

Comparando o termograma da quitosana em pé com da esfera verifica-se que
a esfera de quitosana apresentou reducéo de perda de massa no primeiro evento, ou
seja, as esferas tiveram uma menor capacidade de absor¢do de agua, do que a
quitosana em p6. De acordo com Lima 2006, isto acontece devido alguns grupos
aminos, que funcionavam como regides de absor¢dao de agua, e agora estao
protonadas.

Na curva TG da curcumina em p0, observa-se que a curcumina perdeu 100%
da sua massa, ou seja, ocorreu a decomposigao total. A perda da massa inicia-se em
180,8°C e termina em 588,8°C. Verifica-se que toda a decomposig¢ao ocorre em trés
eventos, o primeiro em 180,8°C a 197,2°C onde a perda de massa foi de 1,1% e o
segundo com 39,7% de perda de massa de 230,0°C até 425,4°C e o terceiro de
425,4°C a 588,8°C, com 59,2% de perda de massa (Tabela 6).
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Percebe-se também que depois do segundo evento a degradagéo ocorre a uma
taxa mais rapida até a perda total da massa em 588,8°C.

De acordo com Jasin & Talib 2012, o primeiro evento ocorre devido a presenca
de impurezas volateis, j@ o segundo refere-se a decomposicdao dos grupos
substituintes da curcumina, e o terceiro ocorre devido a decomposicdo dos dois
grupos benzeno presentes na estrutura da curcumina (CHEN et al. 2014c).

Parize et al. 2012, encontrou para o padrdo curcumina, trés fases de perda de
massa, o primeiro a 67°C relacionada com a desumidificagéo, e o segundo e o terceiro
em 321 e 402°C, respectivamente, em relacado a degradacéo da curcumina. Ja Chen
et al. 2014a, encontrou na curva TG da curcumina o inicio de perda de massa em
94°C e o termino em 533°C, e a presenca de dois eventos o primeiro de 94 a 357°C
com perda de massa de 33,77%, e o0 segundo evento com perda de massa de 66,23%,
de 357 a 533°C.

Nas curvas TG da esfera de quitosana e quitosana/curcumina respectivamente
observa-se que ambas as amostras possuem o mesmo perfil, sendo degradas em trés
eventos. Verifica-se também que as esferas de quitosana e quitosana/curcumina
apresentam uma menor estabilidade térmica, quando comparado com a quitosana em
po. A curva TG da esfera de quitosana/curcumina também apresenta trés eventos
sendo o primeiro em 24,3 a 138,2°C, o segundo de 219,1 a 302,4°C e o terceiro de
302,4 a 596,1°C com perda de massa de 7,7; 22,3 e 37,7%, para o primeiro, segundo
e terceiro evento respectivamente (Tabela 6).

Analogo a descricdo das etapas das esferas de quitosana, a primeira etapa
refere-se a volatizacdo da agua residual, e o segundo a agua ligada na estrutura
interna da amostra, porém o terceiro evento refere-se a degradacéo do polimero e do
farmaco. Portanto, os resultados da analise termogravimétrica para a esfera obtida
pelo método de reagao do farmaco com a quitosana, indica que a presenca do farmaco
nao provocou mudangas significativas nas estabilidades térmica dos mesmos.

Nao houve alteragdes térmicas significativas com a adigcdo do farmaco na
quitosana, devido provavelmente ao farmaco estar disperso a nivel molecular
interagindo com a quitosana pelas pontes de hidrogénios (PARIZE 2009),

corroborando com os resultados obtidos pelo DRX e DSC.



101

Ja a curva para a amostra de quitosana/curcumina (adsorgao), apresenta o
mesmo perfil das curvas de quitosana e quitosana/curcumina, sendo 0s seus eventos
referentes a evaporagao da agua residual, a volatizagdo da agua ligada internamente
na estrutura e a degradagéao polimérica e do farmaco, para os trés eventos presentes,
respectivamente.

Porém, observa-se que no primeiro evento a perda de massa foi de 19% para
a esfera de quitosana/curcumina (adsorgéo), ou seja, este sistema apresentou uma
maior perda de massa neste evento, quando comparado com as demais esferas, e

ocorreu em temperaturas de 35 a 185°C.

Tabela 6 - Valores da perda de massa referentes aos eventos de decomposicao para a
quitosana em po, esfera de quitosana, curcumina em pé, da esfera quitosana/curcumina e da

esfera de quitosana/curcumina (adsorgao).

1° Evento 2° Evento 3° Evento Residuo

Am (%) T(°C) Am (%) T(°C) Am (%) T(°C) Am (%)
Quitosana po6 9,7 29,3-177,5 53,2 207,4-446,5 - 371
Esfera de
Quitosana 7,7 24,0-148,0 22,5 235,0-301,2 33,3 301,2-598,0 36,5
Curcumina pé 1,1 180,8-197,2 39,7 230,0-425,4 59,2 425,4-588,8 -
Esfera de
Quitosana/Curcumina 7,7 24,3-138,2 22,3 219,1-302,4 37,7 302,4-596,1 32,3
Esfera de

Quitosana/Curcumina 19 35,0-185 34,0 240,3-335,2 35,0 336,8-598,8 12,0
(adsorgao)

No segundo evento, a perda de massa foi de 34% em temperatura de 240,3 a
335,2°C, e para o terceiro evento teve-se uma perda de massa de 35% (de 336,8 a
598,8°C), apresentando também um menor residuo.

Provavelmente, esta maior perda de massa esta relacionada a maior
quantidade de massa presente na superficie do material, conforme apresentado pelo
Mo, MEV e DRX da amostra.
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4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A Figura 30 mostra os resultados obtidos pelas analises de Calorimetria
Exploratéria Diferencial da quitosana em p6, da esfera de quitosana, da curcumina em
po, da esfera de quitosana/curcumina, do sulfato de sédio em pd e da esfera de

quitosana/curcumina (adsorgao).
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Figura 30 - Termograma da (a) quitosana em po, da (b) esfera de quitosana, da (c) curcumina
em po, da (d) esfera de quitosana/curcumina, do (e) sulfato de sddio em p6 e da (f) esfera de

quitosana/curcumina (adsorgao).
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A partir da curva DSC da quitosana em po6 (Figura 30) € possivel visualizar a
presenca de um pico endotérmico e um pico exotérmico, sendo o pico endotérmico
localizado em aproximadamente 120,5°C referente a evaporagdo de substancias
volateis, como agua ligada as pontes de hidrogénio com os grupos hidroxila da
quitosana. Ja pico exotérmico localiza-se em 305,8°C e corresponde a degradagéo da
quitosana, conforme também observado por Torres et al. 2005. Porém a partir da
curva nao é possivel observar a Tg e a Tm da quitosana. Segundo Rotta 2008, a Tg
da quitosana ainda é objeto de controvérsia no meio cientifico, pois, por se tratar de
um polimero natural, algumas propriedades como cristalinidade, massa molar e grau
de desacetilacdo, podem apresentar variagdes conforme a fonte e/ou método de
extragao e isto certamente ira influenciar no valor da Tg.

Santos et al. 2003, encontrou a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) em
aproximadamente 30 °C para as duas amostras de quitosana comerciais € em torno
de 10 °C uma terceira amostra também de origem comercial. Ja Sakurai et al. 2000,
encontrou a Tg da quitosana em 203°C. Na Figura 30 e tem-se a curva do sulfato de
sodio, onde observa-se a presencga de dois picos endotérmicos, sendo o primeiro de
menor intensidade em 219,14° C e o segundo em 246,95°C apresentando uma maior
intensidade de pico. Observa-se a presenca desses picos nas esferas, confirmando
assim a presenca do sulfato nas amostras conforme visto pelo FTIR e DRX.

A partir do termograma do esfera de quitosana (Figura 30), observa-se picos
endotérmicos em 146,9°C; 235,5°C; e 285,53°C, é notdrio que o pico endotérmico
presente na curva da quitosana em po foi deslocado para 146,9°C sendo atribuido a
perda de componentes volateis ou a possibilidade de relaxamento da cadeia, os picos
endotérmicos em cerca de 235°C e 285°C provavelmente estdo relacionados com as
interacdes eletrostaticas entre o polimero e os ions do sulfato, ocorrendo também
desvios para temperaturas maiores, conforme observado no termograma do sulfato
de sodio onde os picos caracteristicos do sulfato de sddio foram identificados em 219
e 246°C (MULLER et al., 2011; RIBEIRO 2007).

Piai et al. 2006, por meio das analises dos hidrogéis de quitosana reticulada
com sulfato de condroirina, verificou um pico de base maior em 246,3°C, atribuindo as
interagdes entre a quitosana e o sulfato. Observa-se também o inicio de um pico largo
exotérmico em aproximadamente 305,09°C, provavelmente referente a degradacao

do material.



104

De acordo com Zohuriaan & Shokrolahi 2004, neste estagio em altas
temperaturas, ocorre a desidratagao, despolimerizagcdo e decomposic¢ao pirolitica, as
quais resultam na formagao do NHs.

O termograma da curcumina em po6 (Figura 30 (e)), apresenta um pico agudo
endotérmico a 172,74°C indicando a natureza cristalina do farmaco puro, confirmando
os resultados de difracdo de raios X. Estes resultados corroboram com Buzanello,
2013; Mohan et al., 2012; Yallapu et al., 2010a. Verifica-se também a entalpia de fusao
(AHr) de 135,7J/g, onde é possivel observar um pico exotérmico, que se inicia em
aproximadamente 199,5°C, indicando o inicio da sua decomposi¢cdo térmica.
Paramera et al. 2011, avaliou a estabilidade térmica da curcumina em relagado aos
fatores ambientais como a luz, umidade e calor, obtendo no termograma da curcumina
em pd o ponto de fusdo em 183°C, e um pico exotérmico com inicio em 204°C
indicando a decomposic¢ao térmica do farmaco. Kaewnopparat et al. 2009, estudou
algumas propor¢dées de curcumina/Polivinilpirrolidona (K-30), com o objetivo de
aumentar a solubilidade e a dissolugéo da curcumina, e obteve também pela técnica
de DSC, o pico endotérmico da curcumina em p6 a 181,4°C e a entalpia de fusdo (AHr)
de 119,8J/g.

A partir do perfil da curva de DSC do esfera de quitosana/curcumina, (Figura
30 (d)), tem-se a presenca de trés picos endotérmicos, sendo o primeiro a 138,7°C,
onde observa-se também o deslocamento deste pico, quando comparado com o
termograma da quitosana em pd, o segundo a cerca de 234,4°C, e o terceiro em
278,8°C, como descrito anteriormente o primeiro pico € apresentado devido a perda
de componentes volateis, o segundo e terceiro pico refere-se as interagdes
eletrostaticas da quitosana com os ions sulfato, e em 310,4°C tem-se o inicio da
degradacao do esfera (RIBEIRO, 2007; MULLER et al., 2001).

Pode-se observar que a presenca da curcumina na esfera de quitosana/
curcumina, proporcionou a reducao da intensidade do pico endotérmico, e por
consequéncia da quantidade de energia necessaria para romper os cristais,
comparando com a amostra da esfera de quitosana. Sendo a entalpia de fusdo (AHy)
da quitosana/curcumina de 152,5 J/g, e da esfera de quitosana de 272,9 J/g, essa
baixa entalpia da amostra com a introdugdo da curcumina, indica que houve uma

alteracao da estrutura dos cristais, ocorridas ao nivel molecular.
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Verifica-se também total desaparecimento do pico de fusdo caracteristico da
curcumina. Indicando assim, que a curcumina foi essencialmente encapsulada na
quitosana no estado amorfo, ou seja, provavelmente ocorreu a formagdo de uma
mistura sélida homogénea do biopolimero com o farmaco, onde a curcumina encontra-
se no interior das particulas conforme relatado por BUZANELLO, 2013; CHEN et al.,
2013; MOHAN et al., 2012). Corroborando com os resultados obtidos no DRX. Porém
nao é possivel identificar a Tg do material no termograma. Parize 2009, sugeriu em
sua pesquisa que a adi¢ao da curcumina, tende a se localizar entre as cadeias do
polimero, aumentando a mobilidade do sistema e consequentemente diminuindo a Tg
do material.

Ja na curva DSC de quitosana/curcumina obtidas pelo método de adsorcao
(Figura 30), tem-se a presenga de quatro picos endotérmicos, sendo o primeiro em
117°C caracteristico da desumidificagdo, o segundo pico esta localizado em
aproximadamente 160°C, sendo este pico agudo e de grande intensidade referente
do padrao da curcumina em po, observa-se que este foi deslocado para temperatura
menor, ja que na curva da curcumina em po, este encontra-se em volta de 170°C, o
terceiro e o quarto referente a interagcio eletrostatica da quitosana com a curcumina,
e em 310°C verifica-se o inicio da degradag¢ao do material. Tem-se que a entalpia de
fusdo (AHr) da quitosana/curcumina (adsorg¢ao) é de 395,7 J/g, sendo bem maior que
as apresentadas pelas amostras de quitosana e de quitosana/curcumina obtidas pela
reacao entre as solugdes. Provavelmente este aumento ocorreu, devido a presenca
dos cristais do farmaco na superficie da esfera, conforme visto pela Microscopia Otica.
Portanto, tem-se que pelo método de adsorgéo, o farmaco nao se encontra apenas
no interior da esfera de quitosana, (conforme apresentado no método de adigao do
farmaco na quitosana), mas verifica-se também a presenca dos cristais de curcumina

na superficie.

4.2.1 Grau de Intumescimento

O fenbmeno de intumescimento é provocado pelo afastamento da rede
polimérica na presenga de pressdo osmoética (PASPARAKIS & BOUROPOULOQOS,
2006).
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Segundo SKOP et al. 2013, o intumescimento de materiais in vivo pode causar
efeitos adversos ao tecido nativo circundante ou aumento da pressao intracraniana,
resultando possivelmente em danos ao paciente, sendo portanto, importante

determinar a estabilidade das microesferas.

A Figura 31 apresenta o grafico do perfil de absor¢do de PBS nas esferas de

quitosana e quitosana/curcumina, quitosana/curcumina (adsorgao).
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Figura 31 - Perfil de absorgdo de PBS nas esferas de quitosana e quitosana/curcumina,

quitosana/curcumina (adsorgao).

Para a realizagao do ensaio utilizou-se a solugado de PBS (Solugdo tampéo de
fosfato salino), onde as esferas de quitosana e quitosana/curcumina e
quitosana/curcumina (adsorcgao), foram submetidas a imerséo e as pesagens ao longo
de 60 minutos. A partir da Figura 31, verifica-se que a curva do grau de
intumescimento inicia-se em 10 minutos, porém por volta de 30 minutos, para as
esferas de quitosana e quitosana/curcumina e 40 minutos para as esferas de

quitosana/curcumina (adsorgao) respectivamente.



107

Observa-se também que a absorgcao nas esferas comeca a diminuir, devido
provavelmente ao inicio da degradacgao das esferas. De acordo com HOFFMAN et al.
2012, quando um material comega a absorver agua, inicialmente as moléculas dos
grupos hidrofilicos mais polares hidratam, seguindo dos grupos hidrofébicos, que
também interagem com as moléculas de agua. Por consequéncia ocorre a absorgéo
de agua adicional, devido a forga motriz osmoética das cadeias da rede. Assim, o
material atinge um nivel de equilibrio de intumescimento. O intumescimento da agua
adicional que é absorvido pelos grupos iénicos, polares e hidrofébicos tornam-se
saturados de agua, preenchendo o espaco entre as redes e/ou macroporos. A medida
que a rede aumenta de volume, se as redes ou ligagdes cruzadas sao degradaveis, o
material comega a dissolver-se e desintegrar-se, a uma taxa em fungao da sua
composicdo. Observa-se que o grau de intumescimento para as esferas de
quitosana/curcumina é mais elevada (=200%), seguido das esferas de
quitosana/curcumina (adsorgao) (=105%), e de quitosana (=82). Esta maior absorgéo
pelas esferas de quitosana/curcumina, provavelmente ocorre devido a presenca de

microporos nestas esferas, conforme visto por MEV.

4.3 Resultados dos Arcaboucgos

A solucdo de gelatina foi utilizada para agregagdo das esferas durante a
obtencdo dos arcabougos, também foi utilizada a gelatina reticulada com genipina
(0,15%), com o objetivo de avaliar a influéncia da gelatina reticulada nas propriedades

dos arcaboucos.

4.3.1 Microscopia Otica

Os arcabougos de quitosana, quitosana reticulada, quitosana/curcumina,
quitosana/curcumina-reticulada, quitosana/curcumina (adsor¢do) e quitosana/
curcumina (adsorgao) — reticulada, foram analisados por microscopia o6tica por meio

das imagens da estrutura interna e externa dos sistemas (Figura 32 e 33).
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Figura 32 - Imagens obtidas por microscopia ética da regido externa dos arcabougos com
aumento de 40X de (a) quitosana, (b) quitosana reticulada, (c) quitosana/curcumina,
(d)quitosana/curcumina-reticulada (e)quitosana/curcumina (adsorgao) e )

quitosana/curcumina (adsor¢ao)-reticulada.
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Pelas imagens da estrutura externa (Figura 32), € possivel observar em todos
os tipos de estruturas a presengca da gelatina, que atua como uma rede
interconectando uma esfera a outra e envolvendo-as com uma fina camada.

Nota-se também que os arcabougos de quitosana/curcumina, obtido pela
reagdo de solugdes, reticulados e nao (Figuras 32 (c) e (d)), apresentaram maior
homogeneidade com poros mais esféricos, haja visto que a adigdo da curcumina, pelo
método de reacgao de solugdes, alterou a morfologia deixando-a mais homogénea.

Ja& nas demais amostras de quitosana (Figura 32 (a) e (b)) e
quitosana/curcumina (adsorg¢ao), reticuladas e nao (Figura (e), (f)), tem-se uma
morfologia mais irregular, podendo observar distor¢gées nas estruturas. Para a amostra
de quitosana/curcumina obtida pelo método de reacéo de solugdes (Figura 32(c)) e
pelo método de adsorgao (Figura 32(e)) nao reticuladas, verifica-se que a solugao de
gelatina, além de interligar as esferas recobriu as particulas dos arcaboucos.

Nas estruturas interna dos arcabougos de quitosana (Figuras 33 (a) e (b)) e
quitosana/curcumina (Figuras 33 (c) e (d)) reticulados e né&o reticulados,
respectivamente, tem-se uma estrutura interna com caracteristica esponjosa, formada
provavelmente pelo processo de liofilizagéo.

De acordo com Anandharamakrishnan et al. 2010, durante a liofilizagao,
estruturas porosas sao obtidas pela formagao dos cristais de gelo durante a fase de
congelamento que sublima durante a secagem.

Ja para as amostras de quitosana/curcumina (adsorgéo) reticuladas e nao
reticuladas, (Figura 33 (e) e (f)), percebe-se estruturas, onde as esferas nao
apresentam boa aderéncia umas com as outras. Observa-se uma maior
heterogeneidade na morfologia das particulas e dos poros.

Segundo Fernandes et al. 2011, um arcabouco ideal usado para a engenharia
de tecidos deve possuir abertura dos poros adequados e alta porosidade. Os
arcabougos devem ser porosos para permitir o crescimento das células e a migragao

do tecido vascular.
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Figura 33 - Imagens obtidas por microscopia ética da regido interna dos arcabougos com
aumento de 40x (a) de quitosana, (b) quitosana reticulada, (c) quitosana/curcumina, (d)
quitosana/curcumina-reticulada, (e) quitosana/ curcumina  (adsor¢do) e (f)

quitosana/curcumina (adsor¢ao)-reticulada.
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4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os arcaboucos de quitosana, quitosana reticulada, quitosana/curcumina,
quitosana/curcumina reticulada, quitosana/curcumina (adsor¢do) e quitosana
/curcumina (adsorgao) reticulada, foram submetidos a analise no MEV com o objetivo
de observar possiveis alteragbes morfolégicas apds a incorporagéo do farmaco. As
Figuras 34, 35, 36, 37, 38 e 39 apresentam as micrografias (a) e (b) da secao
transversal, (c) da regido externa e (d) da regiao de interligagao das esferas. Para os
arcaboucgos de quitosana, quitosana-reticulada, quitosana/curcumina,
quitosana/curcumina-reticulada, quitosana/curcumina (adsorgao), e

quitosana/curcumina (adsorgao)-reticulada, respectivamente.

e e

2014/07/23 16:.08 L D37 x100 1mm

Ped 363-14 Ped 36314 201400723 1610 L D3,0 X300 300 um

Ped.363-14 2014/07/23 1651 L D23 x400 200 um

Ped 363-14 2014/07/23 1647 L D24 x60 1mm

Figura 34 - Micrografias da secéao transversal dos arcabougos de (a) quitosana (aumento de
100x), (b) (aumento de 300X), (c) da parte externa do arcabougo de quitosana (aumento de

60X) e (d) da regiao de interligagdo das esferas de quitosana (aumento de 400X).
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A analise da micrografia interna do arcabougo de quitosana (Figura 34 (a) e
(b)), apresenta poros de tamanhos variados. Averiguou-se também uma porcentagem
maior de poros com dimensao de 30-60 ym, com tamanho de poros mais regulares,
apresentando formato hexagonal. Na Figura 34 (c), tem-se a parte externa dos
arcabougos onde é possivel observar a perda na esfericidade das particulas,
provavelmente durante a interligagdo dos poros ocorreu uma distorgdo na morfologia
das esferas. Por outro lado, na (Figura (d)) observa-se o detalhe da interface gerada

pela ligagado de uma esfera a outra por meio da solugao de gelatina.

Figura 35 - Micrografias da se¢ao transversal dos arcabougos de (a) quitosana- reticulada

(aumento de 120x), (b) (aumento de 300X), (c) da parte externa do arcaboug¢o de quitosana-
reticulada (aumento de 130X) e (d) da regido de interligagdo das esferas de quitosana-

reticulada (aumento de 300X).
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A Figura 35 mostra os arcabougos de quitosana reticulada, onde observa-se na
estrutura interna (Figura a e b) a presenga de poros com geometria ndo definida e de
tamanhos heterogéneos, onde os poros de 10-30 um encontram-se em maior
quantidade, sendo 67,7% de toda estrutura.

Na parte externa dos arcabougos Figura 35 (c e d), tem-se que a gelatina
reticulada atuou envolvendo todo o arcabougo, e ndo apenas interligando as esferas.
A partir da interface apresentada na Figura 35 (d), nota-se o ponto de divisdo de trés

esferas e presenca de fissura nesta regiao.

2014/07/23 14:43 D33

Ped.363-14 x100 1 mm Ped.363-14 2014/07/23 14:55 D34 x120 500 um

Ped.363-14 2014/07/23 1535 L D47 x300 300um

Ped.363-14 2014/07/23 15:30 L D51 x40

Figura 36 - Micrografias da sec¢éo transversal dos arcabougos de (a) quitosana/curcumina
(aumento de 100x), (b) (aumento de 120X), (c) da parte externa do arcabouco de
quitosana/curcumina (aumento de 40X) e (d) da regido de interligacdo das esferas de

quitosana/ curcumina (aumento de 300X).



114

Na micrografia interna dos arcabougos de quitosana/curcumina, Figura 36 (a)
e (b), percebe-se que os poros em maiores porcentagens sao os com diametros de
30-60 um, apresentando formato heterogéneos. Na micrografia da parte externa,
verifica-se uma maior homogeneidade e regularidade na esfericidade e no tamanho
das particulas para as amostras (Figura 36(c)).

E possivel notar no detalhe (Figura 36 (d)) a interconexdo de uma esfera a
outra, esta ligagéo entre as particulas foi obtida por meio da solugéo de gelatina, que
atua ao redor das esferas resultando assim na estrutura tridimensional. Visualiza-se

também a presenga de poros nesta regiao.

Figura 37 - Micrografias da sec¢ao transversal dos arcabougos de (a) quitosana/curcumina-

reticulada (aumento de 120x), (b) (aumento de 300X), (c) da parte externa do arcaboucgo de
quitosana/curcumina- reticulada (aumento de 125X) (d) e da regiao de interligagdo das esferas

de quitosana/curcumina- reticulada (aumento de 300X).
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Com base na Figura 37 (a) e (b), percebe-se que os arcabougos obtidos
apresentam maior quantidade de poros com diametros de 10-30 e 30-60 um, com
estrutura mais compacta que os sistemas nao reticulado, tem-se poros mais
heterogéneos e interligados (Figura 37b).

Segundo Malafaya et al. 2008, a interconectividade tem relagdo direta e
influencia no crescimento celular, migracdo celular, no fluxo de nutrientes e
crescimento de tecido nos arcabougos. A Figura 34 (c) e (d), apresenta a interligagcao

das esferas a partir da gelatina, observa-se também a presenca de poros nessa

regiao.

Figura 38 - Micrografias da segéo transversal dos arcabougos de (a) quitosana/curcumina
(adsorgao) (aumento de 120x), (b) (aumento de 300X), (c) da parte externa do arcabouco de
quitosana/curcumina (adsor¢ao) (aumento de 120X) e (d) da regido de interligacdo das

esferas de quitosana/curcumina (adsorg¢éo) (aumento de 300X).
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Na Figura 38 (a) e (b), tem-se o corte da segao transversal do arcabougo de
quitosana/curcumina (adsorgao), onde percebe-se falta aderéncia entre as particulas.
Nota-se a superficie bastante aspera, sendo também possivel visualizar a presenca
de pontos mais escuros na superficie de corte das esferas relacionado a distribuicdo
do farmaco, conforme visto pela Microscopia Otica. Verifica-se também que poros com
didametros de 30 a 60 um foram os que apresentaram maiores porcentagens. Ja as
Figura (c) e (d) mostra a parte externa da estrutura e detalha a interligagcao das esferas

pela gelatina, porém nota-se que a regiao de interligagdo ocorre de forma diferente,

ha uma regiao mais espessa de gelatina ligando as esferas.

Figura 39 - Micrografias da sec¢éo transversal dos arcabougos de (a) quitosana/curcumina
(adsorgao)-reticulada (aumento de 120x), (b) (aumento de 300X), (c) da parte externa do
arcabougo de quitosana/curcumina(adsorc¢ao)-reticulada (aumento de 125x) e (d) da regiao

de interligagcéo das esferas de quitosana/curcumina-reticulada (aumento de 300x).
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Ja para a amostra de quitosana/curcumina (adsorgao)-reticulada, tem-se que a
parte interna do arcabougo apresenta uma regido recoberta de gelatina reticulada com
genipina, com a maior presenga de poros com didmetro médio de 10-30 ym, n&o
sendo possivel observar a interligacéo entre as esferas. Nas Figuras 39 (c) e (d), é
possivel observar a interligagdo das esferas através da gelatina, com a presencga de
poros maiores na interface, e na superficie tem-se uma regidao toda porosa com
aspecto rugoso.

Com auxilio do programa Imaged, foi possivel verificar as porcentagens de
distribuicao de tamanho de poros, avaliando a influéncia da introducédo do farmaco, e
da reticulagéo da gelatina no tamanho dos poros, conforme apresentado na Figura 40.
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Figura 40 - Gréfico das porcentagens de tamanhos de poros por MEV, dos arcabougos de
quitosana, quitosana-reticulada, quitosana/curcumina, quitosana/ curcumina-reticulada,

quitosana/curcumina (adsor¢ao) e quitosana/curcumina (adsorgao)-reticulada.
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A partir da Figura 40, é possivel observar que os arcabougos com gelatina
reticulada, apresentam menores tamanhos de poros, e que todos os arcabougos
possuem poros com diametros de 10 a 90 ym. Varias pesquisas tém sido reladas
considerando o tamanho de poro apropriado para o crescimento de determinado tipo
de tecido.

Yannas et al. 1989, observou que o didmetro meédio de poros variando entre 20
e 125 ym de uma estrutura é satisfatério para a regeneragao da pele. Zhang et al.
2013, obtiveram arcaboucgos poroso com 150-250 ym de didmetro, promovendo o
aumento na producgéo de colageno. Murphy et al. 2010, analisou arcabougos com
tamanhos médios de poros de 85 a 325 pm sobre a adeséo dos osteoblastos. Ja Yang
et al 2001, verificou que tamanhos de poro de 5-15 um para fibroblastos, cerca de 20
Mm para o crescimento de hepatdcitos, 20-125 um para a regeneracédo da pele da
mama de um adulto, 40-100 um para o crescimento interno de ostedide, e 100-350
Mm para a regeneragao do osso. E Frydrych et al. 2015, verificaram que tamanho de

poros 109 -141 ym sao adequados para o crescimento do tecido adiposo.

44 Porosidade

A Figura 41, apresentam as porosidades obtida para os arcaboucgos de
quitosana, quitosana-reticulada, quitosana/curcumina, quitosana/curcumina-
reticulada, quitosana/curcumina (adsorgdo) e quitosana/curcumina (adsorgéo)-
reticulada, pelos métodos 1, 2 e 3 (Equagdes 12,13 e 14).

Como pode ser observado na Figura 41, os valores de porosidade aparente
obtida pelos trés métodos apresentaram perfil semelhante para todas as curvas.
Porém, o método 2 apresentou uma maior porosidade, chegando a 44% para a
amostra de quitosana, ja os métodos 1 e 3 apresentaram valores proximos de
porosidade.

De acordo com Simbara et al. 2014, essa porosidade ligeiramente maior obtida
pelo método 2, pode ser atribuida pela imersao destes arcabougos em um liquido, o
que aumenta de forma significativa seus valores de porosidade.

Resultados semelhantes foram expostos por Kucharska et al. 2010, que obteve
arcaboucgos pelo método de agregacédo de particulas com porosidade volumétrica

(método de "submersio em liquidos") em torno de 40%.
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E Fideles 2014, utilizando também o método de agregacédo de particulas,
obteve arcaboucgos de quitosana com diametro de poros que variam de 40-262 um

com porosidade média de 55%.
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Figura 41 - Porosidade obtidas pelos métodos 1, 2 e 3 para os arcabougos de quitosana,
quitosana-reticulada, quitosana/curcumina, quitosana/curcumina- reticulada,

quitosana/curcumina (adsor¢ao) e quitosana/curcumina (adsorgao)-reticulada.

Ainda é possivel observar que as estruturas com a gelatina reticulada exibiram
uma menor porosidade quando comparada com as estruturas agregadas apenas com
gelatina. Confirmando assim os resultados apresentados pelo tamanho de poros,
observado pelo MEV, onde as estruturas com gelatina reticulada expuseram maiores
porcentagens de poros com tamanhos menores, quando comparadas com as
estruturas com gelatina nao reticuladas. E no que se refere a introdugao do farmaco
tem-se pelo método de adsor¢ao uma menor porosidade, quando comparada com o
outro método de introdugao do farmaco, fato ja esperado pois pelo MEV, observou-se
porcentagens maiores para tamanhos de poros menores nas estruturas obtidas pelo
método de adsorcédo. A liberacdo de um farmaco a partir de material € controlada pela
fracdo de volume de poros, as dimensbdes dos poros e as suas interligacdes, o
tamanho da molécula do farmaco, e o tipo e intensidade das interagdes do farmaco

com as cadeias de polimeros que formam a rede do material (HOFFMAN et al., 2012).
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4.5 Grau de Intumescimento

A capacidade de intumescimento é fortemente dependente do tamanho, da
interligac&o dos poros, do volume da estrutura e muito importante para a absorgao de
fluidos do corpo e para transferéncia de nutrientes celulares. O intumescimento facilita
a infiltracdo das células para os suportes tridimensionais durante a cultura de células,
e também aumenta o tamanho dos poros e a porosidade total (OLAD & AZHAR,
2014). A Figura 42 apresenta as curvas de intumescimento para os arcaboucos de
quitosana, quitosana/curcumina e quitosana/curcumina obtidas (adsorgao),

reticuladas e nao reticuladas.
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Figura 42 - Curvas de intumescimento para os arcaboucgos de quitosana, quitosana -
reticulada, quitosana/curcumina, quitosana/curcumina-reticulada, quitosana/curcumina

(adsorcao) e quitosana/curcumina (adsor¢ao)-reticulada.

A partir da curva de intumescimento (Figura 42), é possivel verificar que todos
os sistemas sem reticulagdo (arcaboucos de quitosana, quitosana/curcumina e
quitosana/curcumina (adsorgédo)), atingiram a absor¢do maxima em 72 horas, e apos
esse periodo, em 96 horas, ocorreu uma perda gradativa do peso, ocasionada

provavelmente pelo inicio da degradacao.
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De acordo com Gorczyca et al. 2014, esta perda de peso esta relacionada,
principalmente, pela dissolugdo de gelatina, ou seja, a degradagdo dos arcabougos
inicia-se devido a dissolugéo da gelatina.

Com relagdo aos arcabougos com a gelatina reticulada, no periodo maximo
observado, 96 horas, tem-se que valores praticamente semelhantes aos obtidos em
72 horas, ou seja, a presenga do reticulante na gelatina ocasionou no retardamento
da suposta degradacdo do arcabougo, como também na diminuicdo do grau de
intumescimento das amostras. Tem-se que os sistemas reticulados, com genipina
(0,15%), apresentaram menor grau de intumescimento em comparagao com 0s
arcabougos nao reticulados, sendo menor para as amostras reticuladas de
quitosana/curcumina (adsorgéo) obtidas pelo método de adsorgéo. Os valores de
intumescimento, para a quitosana/curcumina (adsor¢do) chegaram a
aproximadamente 350% enquanto os reticulados a 150%.

Perfis semelhantes foram relatados por Bispo 2009, onde apresentou valores
de grau de intumescimento maiores para os suportes de quitosana pura, chegando a
aproximadamente 780%, enquanto os reticulados com 1% de genipina obtiveram
aumento de apenas 300%. Ja Neto 2008, obteve esferas de gelatina reticulada com
genipina onde estas apresentaram menor capacidade de intumenscimento quando
comparada com as esferas nao reticuladas.

De acordo com Bispo 2009, a genipina reage com os grupos mais hidrofilicos,
as aminas, e isso também favorece a reducdo do intumescimento nos materiais
reticulados, as cadeias presas por ligagdes cruzadas também perdem a mobilidade.
Isto dificulta a entrada de solvente ou expansado do material. Observa-se também que
a redugao no grau de intumescimento depende da quantidade de agente reticulante,
porém, esta redugdo na absor¢cdo de solvente ndo é simplesmente inversamente
proporcional a quantidade de agente reticulante.

Segundo Taghizadeh & Davari 2006, o comportamento de intumescimento de
sistemas de quitosana depende de fatores como a composi¢do quimica, a massa
molecular, a cristalinidade e do grau de desacetilacdo da quitosana. Observou-se que
com o aumento da quantidade de &agua retida nos arcabougos a sua textura

apresentava um aspecto gelatinoso para todos os sistemas.
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4.6 Ensaios de Resisténcia a Compressao

Segundo Oliveira et al. 2007, as propriedades mecanicas compreendem a
resposta dos materiais as influéncias mecéanicas externas, manifestadas pela
capacidade de desenvolverem deformacdes reversiveis e irreversiveis, e resistirem a
fratura. Essas caracteristicas dos materiais sdo geralmente avaliadas por meio de
ensaios, que indicam dependéncias tensao-deformacao.

As propriedades mecanicas dos arcabougos utilizados na engenharia de
tecidos sdo de grande importdncia em virtude da necessidade da estabilidade
estrutural para resistir a manipulagao, adesao e proliferacéo celular. As propriedades
mecanicas dos arcaboucos dependem das propriedades mecanicas inerentes dos
materiais e sao altamente influenciadas pela estrutura e tamanho dos poros. Um
arcabougo de engenharia de tecidos é projetado para servir como uma matriz
extracelular temporaria, de modo que a estrutura deve ter propriedades mecéanicas e
estruturas porosas, semelhantes ao tecido que ele substitui (SHIMOJO et al. 2012;
JIANG et al. 2006).

As amostras dos arcabougcos de quitosana, quitosana reticulada,
quitosana/curcumina, quitosana/curcumina - reticulada, quitosana/curcumina
(adsorgdo) e quitosana/curcumina (adsorgao) - reticulada, foram ensaiadas por
compressao, onde observou-se a deformacédo maxima, tensdo maxima (limite maximo
de resisténcia a compressdo em 90% de deformagéo), e o mdédulo de elasticidade
(calculado em 5% de deformacado devido a esta regido elastica ser observada em
valores baixos).

A Figura 43 apresenta o grafico de deformacao dos arcabougos, onde observa-
se que a presenca do reticulante aumentou o percentual de deformacéo das amostras,
alcancando valores média de 90%.

Ja a Figura 44 apresenta o grafico da tensdao maxima dos arcaboucos de
quitosana que foi de 0,37 MPa + 0,017; de quitosana reticulada 1,06 MPa £ 0,012; de
quitosana/curcumina de 0,33 MPa = 0,045; de quitosana/curcumina reticulada 0,33
MPa = 0,03 de quitosana/curcumina (adsor¢éo) 1,40 MPa = 0,055 e de

quitosana/curcumina (adsorcao) reticulada 1,44 MPa £ 0,11.
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Tem-se que o arcabougo de quitosana com gelatina reticulada, apresenta uma
maior tensao (Figura 44), do que o arcabougo de quitosana néo reticulado. Ja nos
sistemas de quitosana/curcumina e de quitosana/curcumina (adsorgéo), verifica-se
que a reticulagao da gelatina nao influenciou de forma significativa na tensdo maxima
do sistema. Portanto, observa-se que a gelatina reticulada ocasionou o0 aumento da
tensdo maxima apenas para o arcaboucgo de quitosana, proporcionando um aumento
de quase trés vezes quando comparado com os arcabougos de quitosana com
gelatina n&o reticulada.

Nas Figuras, 45, 46, 47, 48, 49 e 50 tem-se os graficos de tensdo x deformacao
das amostras dos arcabougos de  quitosana, quitosana-reticulada,
quitosana/curcumina,  quitosana/curcumina reticulada, quitosana/curcumina

(adsorgao) e quitosana/curcumina (adsorgao) reticulada, respectivamente.
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Figura 45 - Grafico Tensédo x Deformacgao do arcaboucgo de quitosana.

A partir dos graficos de tensao x deformagao de quitosana e quitosana/curcumina
(Figuras 45 e 47) pode-se observar, que os poros influenciaram de forma relativa na
aplicacao da carga, pois provavelmente as camadas dos poros dos arcabougos sao
rompidas em sequéncia, haja vista que a curva apresenta pequenas vibracdes.

Observa-se em todos os graficos de tensao x deformagao que a fase inicial é
linear, caracterizada pelo modulo de elasticidade E. Isto ocorre provavelmente devido

ao fechamento dos poros, ou seja, a compactagdo do material.
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Percebe-se também que ndo ha regido longa de platdé na curva tenséo-
deformacgdo para as amostras de quitosana e quitosana/curcumina, ou seja, nao ha
uma grande absorgao de energia pelo material. Para as demais amostras € possivel
observar a regido de longo platd e de densificagdo do material bem definida (BAO et
al., 2012).
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Figura 46 - Grafico Tensdo x Deformacgao do arcabougo de quitosana-reticulada.
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Figura 47 - Grafico Tensao x Deformacgao do arcaboucgo de quitosana/curcumina.
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Figura 48 - Grafico Tensao x Deformagao do arcaboucgo de quitosana/curcumina reticulado.
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Figura 49 - Grafico Tensao x Deformacao do arcabougo de quitosana/curcumina (adsor¢ao).
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Figura 50 - Grafico Tensao x Deformacgao do arcabouco de quitosana/curcumina (adsorgao)-

reticulada.

De acordo com o grafico das amostras reticuladas observa-se que ocorreu uma
melhora significativa no comportamento da curva, provavelmente o reticulante
introduzido na gelatina atuou preenchendo melhor os vazios intensificando a regido
platd e a densificagao nas curvas.

Sendo o médulo de elasticidade numericamente igual ao valor do coeficiente
angular da reta ajustada aos dados do diagrama tensao-deformacao. A partir da
regido elastica das curvas tensdo x deformacdo, obtiveram-se os modulos de
elasticidade dos sistemas, apresentado na Figura 51.

De acordo com a Figura 51, a resisténcia a compressao média dos arcabougos
de quitosana, quitosana reticulada, quitosana/curcumina, quitosana/curcumina-
reticulada, quitosana/curcumina (adsorg¢do) e quitosana/curcumina (adsorg¢ao) -
reticulada, foram determinadas como sendo de 0,0161 MPa + 0,0015; 0,0117 MPa +
0,0028; 0,0146 MPa + 0,0014; 0,0054 MPa + 0,0087; 0,0048 MPa + 0,0013, 0,0126

MPa + 0,0015 respectivamente.
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(adsorcéo) e quitosana/curcumina (adsor¢ao)-reticulada.

Ainda segundo o grafico do Médulo de Elasticidade (Figura 51), verifica-se que
a resisténcia a compressao dos arcabougos de quitosana/curcumina (adsorgao) —
reticulada, foi a unica composicéao reticulada que apresentou aumento, no modulo de
elasticidade quando comparada com a amostra nao reticulada.

Verifica-se também que todas as amostras com farmaco apresentaram redugao
do mddulo. Fideles 2014, obteve arcabougos de quitosana obtidos também pela
técnica de agregacao de particulas apresentando uma resisténcia a compressao de
0,0529 MPa. Provavelmente este maior valor de médulo, comparando com os
resultados obtidos nesta pesquisa, deve-se a utilizagdo do TPP como agente
reticulante durante a formacao das esferas. Segundo Martins et al. 2012, o TPP
interage com a quitosana através de forgas eletrostaticas, os grupos amina
protonados da quitosana interage com os ions carregados negativamente sobre TPP
através de interacdes idnicas criando redes idnicas. O que ocasionou uma maior

resisténcia a compressao.
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No que se refere as estruturas tridimensionais obtidas para a regeneragao do
tecido da mama, tem-se de acordo com Wellman et al. 1999, que o tecido gorduroso
€ quase incompressivel devido a ser linear e extremamente macio. Isto implica que o
coeficiente de Poisson € de 0,5 e que apenas o modulo de elasticidade é necessario
para caracterizar este tecido. Também afirma que o tecido da mama pode ser descrito
principalmente como elastico, pois suas propriedades sao independentes da taxa de
deformagdo. Apresentando um Moddulo de Yong de 0,0048 MPa £ 0,0025, para o
tecido adiposo da mama.

Samani et al. 2007, desenvolveram técnicas especializadas para medir a
elasticidade dos tecidos normais da mama, sendo de 0,00325 MPa + 0,00091, o
Modulo de Yong encontrado para as amostras de tecido adiposo.

Ramiao et al. 2012, avaliaram que os médulos de elasticidade do tecido fibroso,
glandular e cancerosos, sdo significativamente mais elevados do que o tecido
adiposo. O tecido gorduroso exibe uma resposta linear maior do que os outros tecidos
descritos.

Ja Sinkus et al., (2000) e Tanner et al., (2006), apresentaram também valores
semelhantes de resisténcia a compressao do tecido adiposo mamario sendo 0,0005
a 0,001 MPa e de 0,00025 a 0,001 MPa respectivamente.

A partir de entdo, verifica-se que os valores de Mdédulo de Elasticidade para o
tecido adiposo obtidos por Wellman et al. (1999); Samani et al. (2007); Sinkus et al.
(2000); Tanner et al. (2000), s&o similares e até menores quando comparados com 0s
valores dos arcaboucos obtido nesta pesquisa, onde a partir da Figura 51, verifica-se
que o menor valor de médulo de Elasticidade obtidos pelos sistemas, foi de 0,0048
MPa para o arcaboug¢o de quitosana/curcumina (adsorg¢ao).

Contudo, tem-se que os arcabougos obtidos pelo método de agregacdo de
particulas com e sem o farmaco, apresentam-se propriedade mecanica de
compressao satisfatorias, tornando o material promissor para o uso como
regeneragao de tecido mamario, apos a remogao de um certo volume de tecido por
meio da mastectomia, sendo este efeito potencializado através da liberacdo do

farmaco curcumina que apresenta propriedades anticancerigenas satisfatorias.
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4.7 Validacao do Método Analitico para a Quantificagdo da Curcumina

As seguintes caracteristicas foram consideradas para validagdo conforme a
RE n° 899/2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA);
especificidade, linearidade, precisado, exatidao, robustez, limite de detecgao (LD) e de

quantificagédo (LQ), adequados a analise.

4.71 Determinagao do Comprimento de onda da Curcumina

Inicialmente foi realizada uma varredura na concentragdo de 5 pg/mL de
solugao de curcumina, entre 200 e 800 nm com o objetivo de verificar o comprimento
de onda do farmaco. Obtendo o pico de absor¢cdo maxima do farmaco em 422 nm,

conforme apresentado na Figura 52.
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Figura 52 - Espectro da solugao de curcumina (5 pug/mL), apresentando a absorgdo maxima

em 422nm.

Corroborando com os resultados apresentados por Martins, 2012. De acordo
com a literatura os curcumindides apresentam um comprimento de onda de
aproximadamente 420 nm (SHIMADZU APPLICATION NEWS, 2015).
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4.7.2 Especificidade e Seletividade

A fim de provar a especificidade do método, verificou-se o comprimento de onda
da liberagdo da amostra do arcabougo com o farmaco, com a quitosana e gelatina
reticulada, comparando com o espectro na curcumina pura (Figura 53). Demostra-se
portanto, a seletividade da metodologia, haja vista que ndo houve o surgimento de
novos picos referentes os demais materiais utilizados, observou-se apenas o pico em
422 nm referente a curcumina.

200 300 40042222 500 600 700
nm

Sample396.Sample  Amostra_Curcumina-Reticulada
Sample397.Sample  Curcumina

(a)
()

Figura 53 - Espectro de emissao (a) amostra do arcabougo com o farmaco, a quitosana e o
reticulante, (b) da solugdo padrdo de curcumina 4 ug/mL.

4.7.3 Linearidade e Intervalo

A linearidade foi estudada utilizando solugdes de curcumina, utilizando 10 pontos,
com concentragdes variando de 0,015 pg/mL a 10 ug/mL. Onde obteve-se uma curva
de origem linear (Figura 54), pelo método dos minimos quadrados, apresentando o
coeficiente de correlagao de 0,995636 corroborando assim com o critério descrito na
RE 899/2003 ANVISA, que determina um coeficiente de correlagao minimo de r =0,99.

Logo, as solugbes preparadas, dentro do intervalo especificado, apresentaram
leituras de absor¢do diretamente proporcionais a concentragcdo do analito,

confirmando a linearidade do método.
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Curva de Calibracdao Curcumina
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Figura 54 - Curva de calibragdo da curcumina, obtida pelo método espectrofotométrico

UV/VIS.

4.7.4 Exatidao

Os dados apresentados na Tabela 7 foram obtidos por triplicata das 3
concentragdes de alta, média e baixa (0,015; 5 e 10 pg/mL) para a verificagado da
exatiddo do método.

A partir da Tabela 7 verifica-se que o método € considerado exato em relagéao
as concentracgdes analisadas conforme as especificacdes estabelecidas pela ANVISA
RE 899/03, onde os valores de DPR% foram menores que o maximo permitido pela

ANVISA que é de 5%.



Tabela 7 - Valores para verificagdo da exatiddo do método.

Concentracao
Tedrica

(pg/mL})

0,015
0,015
0,015
0,015
0,015
0,015

MR &n

10
10
10
10
10
10

DPR*= Desvio Padrao Relativo

4.7.5 Precisao

Concentragao
Obtida(pg/mL)

(n=6)

0,015342
0.015263
0.015394
0.015313
0.015297
0.015375

Média
DPR(%)*
5,04360
5,05609
5,05543
5.05543
5,05490
5,05500

Média
DPR(%)*

9,869404
9,98721
10,30355
10,18460
9,87997
10,12035

Média
DPR{%)"

Exatidao
(%)
(n=6)

1022767
1017513
1026270
102,0893
101,9808
102,5013

102,2044
0,43
100,8720
1011218
101,1086
1011086
101,0980
1011000

101,0682
0,10

98,9404
99,8721
103,0355
101,5460
98,7997
101,2035

100,6162
1,69
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A Tabela 8 apresenta os dados obtidos pelo ensaio de precisao (repetibilidade)

e a Tabela 9 mostra os dados obtidos pelo ensaio de precisao (intermediaria).

A repetibilidade do método foi avaliada a partir da leitura (n=6) do ponto médio

da curva de calibragdo (5 ug/mL) e a precisao intermediaria foi também avaliada a

partir do ponto médio da curva (n=6), porém em dois dias e com analistas distintos.



Tabela 8 - Valores para a verificagdo da precisao (repetibilidade).

Concentragao Concentragao Precisao
Teérica (pg/mL) Obtida(ug/mL) (DPR%)*
(n=6)
5 5,0306 £ 0,03 0,5

Tabela 9 - Valores para a verificagdo da precisao (precisédo intermediaria).

Analista Dia Concentragdo Concentragao
Tedrica Obtida(pg/mL)
(Hg/mL) (n=6)
A 1 5 4,9413+0,1134
A 2 5 49555101673
B 1 5 9,0933+0,0851
B 2 5 4 9937+0,0489

DPR*= Desvio Padrao Relativo

Precisao
(DPR%)*

2,294

3,398

1,730

0,980
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A partir dos resultados apresentados nas Tabela 8 e 9, tem-se que o método é

preciso uma vez que os resultados obtidos estdo de acordo com o padrao da ANVISA,

ou seja, com DPR% inferior a 5%.

4.7.6 Robustez

A robustez do método foi analisada a partir de mudancgas nos parametros das

condicdes analiticas como, utilizacdo de diferentes solventes. Conforme apresentada

na Tabela 10.
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A partir da Tabela 10 verifica-se que o método apresentado é robusto. Haja
visto que os resultados apresentaram uma precisao, DPR (%) menor do que 5% para

todas as variagdes das condi¢cdes analiticas analisadas.

Tabela 10 - Valores para a verificagdo da robustez do método.

Modificagdes  Concentragao Concentragdo Exatidao Precisao

Tedrica Obtida(pg/mL) (%) (DPR%)*
(ng/mL) (n=6)
Solvente 5 5,08107+0,0717 98,404 1,4118
Acetona
Solvente 5 5,0297+0,0358 99,407 0,7014
Metanol (F1)
Solvente 5 5,0955+0,0449 98,976 3,7647
Metanol (F2)

DPR*= Desvio Padrao Relativo
F1= Metanol - NEON
F2= Metanol - VETC

4.7.7 Limite de Quantificagao

De acordo com a ANVISA o limite de quantificagcdo € a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis
sob as condigdes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). Neste trabalho
verificou-se que a concentracao de 2,88 ug/mL foi a que apresentou menor nivel com

precisdo e exatidao aceitaveis.

4.7.8 Limite de Deteccao

Para o limite de deteccéo que refere-se a menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado,
sob as condi¢bes experimentais estabelecidas, obteve-se uma concentracéo de 2,79
Mg/mL. Portanto tem-se que o método apresentado é exato, preciso e reprodutivel

sendo capaz de quantificar a curcumina nos arcaboucos de quitosana.
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4.8 Liberacao da curcumina a partir dos arcabouc¢os de quitosana.

A Figura 55, apresenta o grafico com o perfil de liberagdo dos arcabougos de
quitosana/curcumina, quitosana/curcumina-reticulada, quitosana/curcumina

(adsorgéo), quitosana/curcumina (adsorgao)-reticulada

—&— Arcabougo de quitosana/curcumina
—e— Arcabouco de quitosana/curcumina (reticulada)
—o— Arcabougo de quitosana/curcumina (adsorgao)

Arcabougo de quitosana/curcumina (adsorgao) (reticulada)
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Figura 55 - Grafico do perfil de liberagdo dos arcabougos de quitosana/curcumina,

quitosana/curcumina-reticulada, quitosana/curcumina (adsorg¢ao), quitosana/ curcumina

(adsorgao)-reticulada obtidas por um espectrofotémetro UV/Vis.

No ensaio de liberagao in vitro da curcumina utilizou-se 0,35 g dos arcaboucgos
de quitosana/curcumina, quitosana/curcumina-reticulada, quitosana/curcumina
(adsorgédo), quitosana/curcumina (adsorgao)-reticulada, em 60 mL de PBS em um
agitador magnético (80 rpm) em temperatura ambiente.

A liberagao da curcumina foi determina a partir de aliquotas de 2 mL que foram
retiradas em um tempo pré-determinado, em seguida aliquotas com 0 mesmo volume
de PBS eram colocadas na solugdo. As concentragbes de curcumina nas solugdes

foram determinadas a partir das leituras em um espectrofotémetro UV-Vis.
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A Figura 55 apresenta o grafico do perfil de liberagao in vitro da curcumina a
partir dos arcaboucos de quitosana/curcumina, quitosana/curcumina-reticulada,
quitosana/ curcumina (adsorgéo), quitosana/ curcumina (adsorgéo)-reticulada.

A liberacdo maxima das amostras ocorreu em diferentes tempos, sendo a
liberagdo maxima da curcumina/quitosana (8 ug/mL), em 1 hora, da
quitosana/curcumina-reticulante (5,5 ug/mL), em 3 horas, da quitosana/curcumina
(adsorgao) (4,7 yg/mL), em 6 horas, e da amostra de quitosana/curcumina (adsorgéo)-
reticulante (2,6 ug/mL), em 4 horas. Verifica-se que maiores perfis de liberagdo foram
apresentados para amostras obtidas pelo método de reacdo de solugéo
(quitosana/curcumina), sendo maior para a amostra sem reticulagédo, onde a liberagéao
maxima foi de aproximadamente 8 pg/mL, observada em 1 hora, apds esse tempo
verifica-se que a concentragdo comeca a diminui. Esses maiores perfis de liberagao
para as amostras de quitosana/curcumina e quitosana/curcumina-reticulada ja eram
esperadas devido aos resultados apresentados pelas curvas de DSC (Figura 39),
onde verifica-se a perda de cristalinidade da amostra, indicando que a curcumina se
encontra no estado amorfo do sistema, o que acarreta numa maior facilidade de
liberacdo do farmaco no arcabouco.

Observa-se ainda na amostra de quitosana/curcumina, que a curcumina foi
liberada no primeiro instante rapidamente, isso ocorreu provavelmente devido a
presenca da curcumina ligada fracamente na superficie da esfera conforme também
apresentado por Nunes, 2013.

De acordo com Bajpai et al. 2015, a baixa liberagdo da curcumina a partir dos
arcaboucgos obtidos é atribuido ao fato da baixa solubilidade em agua da curcumina,
como também da sua baixa biodisponibilidade.

Manju & Sreenivasan 2011, apresentaram um perfil de liberagao crescente de
esferas carreadas de curcumina sendo esta liberacdo em 24 horas de
0,26ug/mL, chegando a 0,64 yg/mL em 7 dias.

As amostras reticuladas (quitosana/curcumina-reticulante e quitosana/
curcumina (adsorcgao)-reticulante), apresentam um perfil semelhante de liberagao
controlada conforme apresentado por Albanez 2012, o reticulante atuou
possivelmente impedindo a liberagéo rapida do farmaco, haja visto que as amostras
reticuladas apresentaram um perfil mais prolongado de liberacdo, conforme

apresentado no grafico, Figura 55. A liberacdo da amostra de quitosana/curcumina
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(adsorgao) apresentou perfil de crescimento regular até as 6 horas de liberagao apés
esse periodo a concentragdo de curcumina comegou a decair, chegando a
aproximadamente 1 pg/mL, em 96 horas.

A amostra quitosana/curcumina apresenta também um perfil de liberagao
prolongada porém com uma liberagdo maxima na primeira hora, decaindo a
concentragdo no decorrer do tempo. Ja a amostra quitosana/curcumina (adsorgao),
apresenta um perfil de liberagdo provavelmente de aspecto lento (liberagéo
retardada), uma vez que a liberagdo maxima ocorre apenas em 6 horas.

Maiti et al. 2007, estudaram um complexo de curcumina em combinagdo com
fosfolipidios utilizando 1g de curcumina e obtiveram uma concentragcdo maxima de
liberagdo de curcumina (1,2ug/mL) em 1,5 hora. Ja a curcumina pura teve sua
concentracdo maxima em 1hora, com uma concentracdo bem menor de 0,5 ug/mL.
Yallapu et al. 2010b, obtiveram nano particulas de PLGA/PVA com curcumina e
verificou-se pelo ensaio de liberacdo que o aumento da quantidade de PVA nas
particulas, retardava a liberacdo da curcumina, ou seja, a introdugdo do PVA
aprisionava o farmaco nas nanoparticulas. As nanoparticulas sem adicdo do PVA
obtiveram a liberagdo maxima de 98,92% + 2,46 de curcumina em 25 dias, porém as
amostras com 1% de PVA obtiveram apenas 64,37% * 0,2 neste mesmo periodo.

Vimala et al. 2011, avaliaram a liberagdo da curcumina em filmes de
Quitosana/PVA e em filmes de Quitosana/PVA com nanoparticulas de prata, e
verificou-se um perfil de liberagao da curcumina semelhante para ambas amostras,
porém a amostra de filmes de Quitosana/PVA alcangou a liberacdo acumulativa de
100% em 600 minutos, e no mesmo tempo a amostra de filmes de Quitosana/PVA
com nanoparticulas de prata apresentou uma liberagao de aproximadamente 90%.

Sutaria et al. 2012, estudaram a liberagdo da curcumina a partir de
nanoparticulas preparadas utilizando acido estearico como lipidios e 100 mg de
curcumina, durante um periodo de 5 dias. A liberagdo da curcumina foi observada a
partir de 24 horas, e verificou-se um perfil lento de liberacao, liberando cerca de 6,5
mg da droga aprisionada, em 120 horas. Jithan et al. 2012, observou que a
solubilidade da curcumina, em nano particulas obtidas com soro de albumina bovino,
foi cerca de quatro vezes maior, que a curcumina livre. Sendo que para a curcumina
livre obteve- se uma concentragao de aproximadamente 0,0003 ug/mL e para as

nano particulas esta concentracao foi de 0,0012 ug/mL.
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Por ainda nao possuir na literatura uma faixa terapéutica de liberagdo para a
curcumina, ndo é possivel verificar o tipo de liberacdo controlada obtidas para os
sistemas estudados. Porém segundo Cheng et al. 2001, a curcumina ministrada na
forma oral é tolerada em seres humanos, em altas doses de até 8000 mg ao dia.

Além de avaliar o perfil de liberacdo do farmaco, é importante verificar e
compreender o mecanismo através do qual o farmaco é liberado a partir do dispositivo
aplicado de liberagéo controlada. Segundo Pereira et al. 2013, a liberagédo do farmaco
a partir de uma matriz polimérica € nada mais do que uma transferéncia de massa de
um soluto para o meio (solvente) e existem varios fatores que afetam este processo

(a geometria do material, o meio de imersao, o tamanho do soluto, etc).

4.9 Cinética de Liberagao

A Tabela 11 apresenta os valores das constantes e do coeficiente de correlagao
para as equacgdes de Higuchi, de Korsmeyer-Peppas e equag¢ao de Ordem Zero para

todos os arcabougos com farmaco estudados.

Tabela 11 - Valores das constantes e do coeficiente de correlagdo para as equagoes de

Higuchi, Korsmeyer-Peppas e equagao de Ordem Zero.

ARCABOUCOS MODELOS
Higuchi Korsmeyer-Peppas Ordem Zero
043 060 0,85

R* R* R* R* R*
Quitosana/Curcumina 0,9680 0,9751 0,9881 0,9984 0,9710
Quitosana/Curcumina-reticulada 0,9914 0,9681 0,9701 0,9976 0,9680
Quitosana/Curcumina (adsorgao) 0,9720 0,9727 0,9749 0,9980 0,9727
Quitosana/Curcumina(adsor¢ao)- | 0,9888 0,9688 0,9879 0,9984 0,9681
reticulada

R*= Coeficiente de correlacao
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De acordo com Rodrigues et al. 2006, o modelo cinético utilizado para uma
forma farmacéutica € avaliado através da linearizagdo dos dados, de acordo com
parametros dependentes do tempo e/ou porcentagem de farmaco liberado. A escolha
do modelo cinético mais adequado ocorre através da avaliacdo do coeficiente de
correlagdo, onde o modelo mais ajustado € aquele proximo da perfeita linearidade, ou
seja, maiores valores de coeficiente de correlagéo (R?).

4.9.1 Modelo de Korsmeyer-Peppas

Para o modelo de Korsmeyer-Peppas (Equagao 10), utilizou-se os expoentes
n=0,45; 0,43<n<0,85 e n=0,85, que significa o expoente de liberacdo, que indica o
mecanismo de liberagao do farmaco.

Obteve-se para todas as amostras valores maiores de R? para o expoente
n=0,85, que para formato esférico (configuracdo das particulas que compdem o
arcabougo-Tabela 5), refere-se ao mecanismo de liberagdo do farmaco Transporte
Caso Il, ou seja, tem-se um sistema pouco soluvel.

De acordo com Siepmann & Siepmann 2012, para esferas com n=0,85 ocorre
o intumescimento do polimero (relaxamento da matriz ou liberagdo mediante eroséo),
qgue envolve a transicdo de um estado semi-rigido a outro mais flexivel. Este modelo
de Korsmeyer-Peppas néo leva em consideragdo apenas o intumescimento como
processos determinantes na liberagdo do farmaco, mas também a difusdo (Lopes et
al., 2005).

Sampath et al. 2014, avaliaram o melhor modelo matematico, a partir do
coeficiente de regressdo, para os modelos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas, e
verificaram que é o modelo mais adequado para a liberacdo da curcumina em
nanofibras de PLGA obtidas pela técnica de electrospinning, foi o de Korsmeyer-
Peppas. Siswanta 2014, avaliou a liberagdo da curcumina a partir de nanoparticulas
de quitosana pelos modelos de ordem zero, primeira ordem, modelo de Higuchi e
modelo Korsmeyer-Peppase e verificou que as nanoparticulas curcumina-quitosana
tendem a seguir modelos Korsmeyer-Peppas. Ja Nguyen et al. 2014, avaliaram o perfil
de liberacao de curcumina em esferas de pectina, e verificou-se que suas amostras

apresentaram boa linearidade (R?=0,985) para o modelo Korsmeyer-Peppas.
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4.9.2 Modelo de Higuchi

Nas amostras de quitosana/curcumina reticulada e quitosana/curcumina
(adsorgao)-reticulada (Tabela 11), verificou-se que os valores de (R?) também séo
satisfatorios para o modelo de Higuchi, o que ja era esperado, uma vez que este
modelo se adapta melhor a sistemas de liberag&do prolongada, o que foi apresentado
por estes sistemas reticulados, de acordo com o grafico de liberacao (Figura 55).
Higuchi descreve o mecanismo de liberagdo dos farmacos como um processo de
difusdo baseado na lei de Fick, estando dependente da raiz quadrada no tempo
(Lopes et al., 2005). Liu et al. 2015, avaliaram a liberagcdo da curcumina a partir de
amostras de curcumina/lipossomas e quitosana/curcumina/lipossomas a 23°C, e
verificaram que estes sistemas apresentaram maiores valores de coeficiente de
correlagdo (R?) para o modelo de Higuchi, ou seja, essa liberagdo é governada pelo

processo de difusao.

4.9.3 Modelo de Ordem zero

Verifica-se também a partir dos dados obtidos (Tabela 11), que nenhuma
amostra apresentou valores maiores para o modelo de Ordem zero. Pois este modelo
€ caracterizado por possui um perfil cinético de liberacdo independentemente da
quantidade de farmaco presente na formulacao, isto €, uma liberagao de ordem zero.
Indicando assim que a taxa de liberacdo da curcumina nos arcaboucgos estudados, é
dependente da concentragdo do farmaco, conforme exposto por Xiao et al. 2015,
quando verificou o perfil de liberagao da curcumina a partir de nanoparticulas de karifin
com quitosana era dependente da concentracdo utilizada. Diante do exposto,
verificou-se que 0s mecanismos cinéticos que mais se adequam 0s arcaboucos

obtidos foram os modelos de Korsmeyer-Peppas e de Higuchi.

410 Citotoxicidade

A biocompatibilidade € o requisito principal para utilizagdo farmacolégica de
sistemas poliméricos. A “International Organization for Standardization” 1ISO 10993-5

apresenta um guia para avaliacdo da biocompatibilidade de materiais para aplicagao



142

meédica, com prioridade dada a estudos in vitro baseados em cultivo celular, através
de contato direto e indireto (KOOP, 2012).

O ensaio de citotoxicidade é de grande importancia nesta pesquisa, a fim de
preencher um dos requisitos para a utilizacdo dos arcabougos como sistemas de
liberagdo controlada de farmaco. Diante disso, essas estruturas ndo devem conter
substancias téxicas e nem causar reagdes adversas (VEIGA, 2012).

A Figura 56 apresenta o grafico da avaliagao citolégica, a partir das células

L929, de todos os arcaboucos obtidos.
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Figura 56 - Grafico de avaliacio citoldgica com células L929, dos arcaboucgos de quitosana,
quitosana reticulada, quitosana/curcumina, quitosana/curcumina-reticulada,

quitosana/curcumina (adsor¢ao) e quitosana/curcumina (adsorg¢ao)-reticulada.

E possivel observar pela Figura 56, que as atividades metabdlicas celulares
dos arcaboucos foram de 83% % 10 para a quitosana, 110% % 19 quitosana-reticulada,
105% £ 17 quitosana/curcumina, 106% * 17 quitosana/curcumina-reticulada, 84% =
13 quitosana/curcumina-reticulada (adsor¢do) e 101% + 25 quitosana/curcumina-
reticulada (adsorgéo)-reticulada. De acordo com ISO 10993-5, quando a viabilidade

celular do material for maior que 70%, ele é considerado nao citotéxico.
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Portanto tem-se que as amostras com e sem farmaco, apresentaram
viabilidade celular acima do indice de citotoxicidade (70%), indicando que estas
amostras nao exibem efeitos citotoxicos em contato com a linha celular L929.

Corroborando com os resultados de Anitha et al. 2001, que obteve
nanoparticulas de quitosana/sulfato de dextrano com curcumina e verificou para as
células L929 uma viabilidade celular de 82,3 e 80,5%, para 24 e 48 horas,
respectivamente. E Huang & Kuo 2015, que desenvolveram nanoparticulas de
quitosana/ fucoidano-O carboximetil para liberagdo da curcumina, onde observou-se
que até 60ug de curcumina, as nanopaticulas ndo possuem citotoxicidade com células
de fibroblastos L929.

Ja a Figura 57, apresenta a viabilidade celular dos arcabougos em células MCF-
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Figura 57 - Grafico de avaliagao citoldégica com células MCF-7, dos arcaboucgos de quitosana,
quitosana reticulada, quitosana/curcumina, quitosana/curcumina-reticulada,

quitosana/curcumina (adsor¢ao) e quitosana/curcumina (adsor¢ao)-reticulada.
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A Figura 57, apresenta a viabilidade celular para as células de cancer de mama-
MCF-7, para todos os arcaboucgos obtidos na pesquisa. Onde conclui-se que a
amostra de quitosana/curcumina(adsorgao)-reticulada, € o UuUnico sistema que
apresentou perfil toxico para as células tumorais da mama, uma vez que apresentou
viabilidade celular abaixo de 70%, indicando os efeitos anticancerigenos da
curcumina. De acordo com a ISO 10993-5, se a viabilidade celular é reduzida a 70%,
tem-se um potencial citotoxico.

Verificou-se ainda que as amostras de quitosana e quitosana-reticulada
apresentaram menor alteragdo significativa da viabilidade celular para estas células,
0 que ja se esperava, uma vez que estes sistemas ndo apresentam o farmaco.

Xia et al. 2007, estudaram os efeitos inibidores do crescimento de curcumina,
e a partir dos estudos in vitro concluiram que a curcumina inibe o crescimento celular
e induz a apoptose em células MCF-7, uma linha celular de carcinoma da mama
humano.

Kumar et al. 2014, preparou e avaliou a eficacia in vitro de nanoparticulas de
poli-hidroxietil metacrilato (PHEMA)/acido estearico/curcumina, em células MCF-7.
Mostrando que as nanoparticulas obtiveram uma alta atividade apoptotica em células
de cancer de mama MCF-7.

Holly 2002, verificou que o tratamento com uma dose unica de 10-20 yM
curcumina bloqueia eficazmente a sintese de DNA e proliferagao de células MCF-7
de cancer da mama. E que as concentragdes de curcumina de 40 uM ou superior
resultou em valores significativos de morte celular apds 2 dias de tratamento.

Simon et al. 1998, investigou 0o mecanismo de agédo dos curcumindides,
examinando seus efeitos sobre a proliferagao de células MCF-7 de cancer de mama
de humanos. Onde realizou um ensaio de MTT mostrando que a curcumina é um
inibidor potente de células de crescimento de cancer de mama (MCF-7), induzindo
também a apoptose dessas células cancerigenas.

Diante dos ensaios de citotoxicidade realizados com as células L929
(fibroblastos) e MCF-7 (cancer de mama), observou-se que as células néo-
cancerigenas foram significativamente menos afetadas toxicamente, do que as
células cancerigenas. E que os efeitos toxicos na linha celular MCF-7, foram maiores
para a amostra quitosana/curcumina(adsorcao)-reticulada, indicando assim que a

curcumina € um promissor agente toxico em células tumorais de cancer de mama.
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5 CONCLUSAO

A partir do objetivo geral desta pesquisa, que foi desenvolver arcabougos de
quitosana como sistema de liberacdo controlada do farmaco curcumina, realizaram-
se caracterizacdes e estudos comparativos a fim de observar a estrutura, propriedade
e perfil de liberacdo do farmaco no material obtido. Para isto dois métodos de
incorporacao do farmaco, foram avaliados. O primeiro que baseia-se no método de
reagao entre a quitosana e a curcumina, e o segundo que refere-se ao método de
adsorcao onde a esfera de quitosana pré-formada, permanece em contato com a
solucao de curcumina.

Ambos os métodos de inclusdo do farmaco nas esferas de quitosana,
consequentemente nos arcaboucos, foram analisados, confirmando a incorporacéo e
a interagdo do farmaco com a matriz polimérica (quitosana).

Verificou-se que a escolha do método de inclusdo do farmaco, afetou as
propriedades térmicas e morfolégicas. Fatores como porosidade, tamanho de poros e
a reticulagcao ou nao da gelatina influenciaram de maneira significativa na resisténcia
a compressao dos arcaboucos obtidos.

A partir dos ensaios de liberacgao, verificou-se que a metodologia utilizada e a
reticulacdo da gelatina, afetaram o perfil de liberagdo. Neste contexto, o grau de
intumescimento do material também ¢ influenciavel.

A amostra quitosana/curcumina-reticulada e quitosana/ curcumina-(adsorgéo)-
reticulada, foram as amostras que apresentaram um perfil mais desejado de liberagao
prolongada. Mostrando assim a influéncia direta da reticulagao da gelatina na cinética
de liberacdo do farmaco. E através da analise dos modelos matematicos, foi
evidenciado que os mecanismos cinéticos que mais se adequaram foram os modelos
de Korsmeyer-Peppas e o de Higuchi.

Ainda é importante ressaltar, que a metodologia utilizada para introdugao do
farmaco influencia no perfil de liberacéo, e a reticulagdo da gelatina tem influéncia de
maneira satisfatéria onde € possivel obter um perfil de liberagdo prolongada.

Todos os seis sistemas utilizados, analisando a viabilidade celular, foram
consideraveis viaveis. Quanto a agao dos sistemas em meio de células cancerigenas
a amostra de quitosana/curcumina (adsorcgao)-reticulada, foi a que demostrou maior

efetividade.
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Deste modo, no que diz respeito a estrutura tridimensional, pode-se ser
aplicada para adesdo dos osteoblastos, fibroblastos, crescimento de hepatdcitos,
regeneragao do tecido da mama, crescimento interno de ostedide e crescimento de
tecido adiposo. Com relagcdo ao farmaco foi verificado que o mesmo é liberado
predominantemente a partir do processo de intumescimento e difusdo, o que permitiu
a obtencdo de trés sistemas de liberagdo com perfil prolongando, podendo ser
utilizadas em patologias que requerem menor frequéncia de administragdo, como em
doencas crénicas como cancer, hipertensao, epilepsia, diabetes tipo Il, e um perfil de
liberagdo retardada. E por fim, foram avaliados os sistemas com a finalidade de
conferir sua aplicabilidade no tratamento de cancer de mama, onde foi constatado que
o arcaboucgo de quitosana/curcumina (adsorgao)-reticulada € o mais promissor para
esta aplicacao, por apresentar um perfil de liberagado prolongada mais regular, como

também maior toxicidade nas células cancerigenas MCF-7.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

No decorrer desta pesquisa surgiram algumas ideias e possiveis avangos
referente a melhoria nas principais propriedades dos arcabougos. Logo, sugere-se:

Mudar o calibre da agulha, com o objetivo de variar o tamanho das esferas e
consequentemente o tamanho dos poros do arcaboucgo, viabilizando assim o
crescimento de diversos tecidos na estrutura;

Utilizar blendas poliméricas, por exemplo gelatina/quitosana com o farmaco, com
o objetivo de avaliar agregacdo das esferas ja durante o processamento, nao
necessitando de incorporar a gelatina apés a producdo das esferas. Outra
caracteristica que pode ser adquirida a partir da utilizagdo da blenda e uma melhor
encapsulacao do farmaco o que mudara o perfil de liberagéao;

Adicionar uma carga ceramica a quitosana, com objetivo de obter melhores
propriedades mecanicas e um tempo de liberagdo mais prolongado;

Avaliar outras concentracdes de curcumina no sistema, observando o perfil de
liberacdo da mesma, e o seu comportamento citolégico em células MCF-7, como
também avaliar o perfil citotoxico por mais tempo;

Verificar o comportamento de farmaco antineoplasicos, que possuam faixa
terapéutica, no arcabouco de quitosana;

Constatar a citotoxicidade dos arcabougos quitosana/curcumina diante a
presenca de outros tipos de células cancerigenas, e avaliar os componentes do
arcabouco de forma isolada frente as estas células;

E utilizar reticulante nas esferas com objetivo de avaliar a sua influéncia na

liberagdo do farmaco.
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APENDICE A

Calculo da quantidade de curcumina presente na solugao

Quitosana/Curcumina obtida pelo método de reacao de solugodes.

Para obtencdo da solucdo de 2% de quitosana

2% (m/v) Quitosana - 1g Quitosana/50mL

Para obtencéo da solucdo de Curcumina (10mg/mL)

0,1g de Curcumina - 1mL de Metanol

Para obtencdo da solucido de quitosana/curcumina (50mL/10mL(Metanol))

50mL Solugao de Quitosana - 1g Quitosana

10mL Solug¢do de Curcumina - 0,1g de Curcumina

60mL de Solugao (Quitosana+Curcumina) = 1,1g (1g Quitosana+0,1g Curcumina)

(0,1g Curcumina)

100 =9,09% de C [
(1.0g Quitosana + 0.1g Curcumina) x % de Curcumina

Logo, em 60mL de Solugao Quitosana/curcumina tem-se 9,09% de curcumina.
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APENDICE B

Calculo da quantidade de curcumina em cada esfera de quitosana, obtida pelo

método de reagao de solugoes.

6,6mL de Solucao Quitosana/Curcumina 533 esferas
6,6mL de Solugdo Quitosana/Curcumina | - 5,0 mL Quitosana

- 1,6 mL Solugdo Curcumina

Se,
10mL de Solugao de Curcumina 0,10g de Curcumina
1,6mL de Solugédo de Curcumina 0,016g de Curcumina

0.016g de curcumina
533 esferas

= 0.0000300188g ou 0.0300188 mg ou 30.0188 pg, de curcumina em cada esferas
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APENDICE C

Calculo da quantidade de curcumina presente na solugido de

Quitosana/Curcumina obtida pelo método de adsorgao.

Para estimar a quantidade de solugdo de curcumina adsorvida na esfera pré
formada de quitosana, utilizou-se 5mL da solugdo de curcumina (1mg/mL), e
adicionou uma esfera de quitosana na solugdo em agitagdo por 24 horas. (O

experimento foi realizado em triplicata).

Ap0s este periodo verificou-se que a quantidade de 0,053mL (n=3) de solugéo

de curcumina, foi adsorvida pela esfera de quitosana.

Portanto tem-se que em;

0,053mL de Solugao de Curcumina 0,053mg de curcumina
0,053mL de Soluc&o de Curcumina 0,000053g de curcumina
Logo,

Esfera de Quitosana/Curcumina(Adsorgao)------------- 0,000053g de curcumina
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APENDICE D

Massa das Esferas Obtidas

Massa da Esfera de Quitosana/Curcumina 0,000329¢g

Massa da Esfera de Quitosana/Curcumina (Adsorgéo)------ 0,000571g

Amostras utilizada na liberagao

e Arcaboucos de Quitosana/curcumina

0,35g 1063,83 esferas
1 esfera ----------------- 0,0000300188g curcumina

.. Tem-se 0,0319349g de curcumina no arcabougo.

e Arcaboucos de Quitosana/curcumina- Reticulada

0,35¢g 1063,83 esferas
1 esfera ----------------- 0,0000300188g curcumina

.. Tem-se 0,0319349g de curcumina no arcaboucgo.

e Arcaboucos de Quitosana/curcumina (adsorcao)

0,35g 612,96 esferas
1 esfera ----------------- 0,000053g curcumina

.. Tem-se 0,03248688g de curcumina no arcabougo.

e Arcaboucos de Quitosana/curcumina (adsorcéo)

0,35g 612,96 esferas

1 esfera ----------------- 0,000053¢g curcumina

.. Tem-se 0,03248688g de curcumina no arcabouco.
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APENDICE E

Porcentagem do farmaco curcumina liberado em porcentagem a partir da

quantidade total de farmaco adicionado ao sistema.

Conforme apresentado no APENDICE D, cada amostra dos arcaboucos utilizados

para o ensaio de liberagdo, apresentam aproximadamente 0,032g de curcumina.

Logo tem-se;

e Arcaboucos de Quitosana/curcumina

% de liberagdo (maxima) = :z_ﬁg = 0,025%

e Arcaboucos de Quitosana/curcumina- Reticulada

% de liberagao (méxima) = 53';—&? = 0,0017%

e Arcaboucos de Quitosana/curcumina (adsorcao)

. ~ 4,7
% de liberag@omaxima) = — LLZ =0,015%

¢ Arcaboucos de Quitosana/curcumina (adsorcdo)- Reticulada

2'6—“3 = 0,008%

% de libera¢ao(maxima) = 22n



APENDICE F

Grafico U.V. (Absorbancia x Comprimento de onda) do Metanol e do PBS
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APENDICE G

Graficos dos modelos matematicos
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Korsmeyer-Peppas - (Lei as Poténcias)

Quitosana/Curcumina

018
0.16
0.14
0.12

01

0.08 , R?=0.9984
0.06 k=0.0285

0.04
0.02

Quitosana/curcumina - reticulada

005

005

o4 I'.-"'- R =0.9976
" k=0.016E
003

o2

0.0 e



179

Quitosana/curcumina (adsorcdo)
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Ordem Zero
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Quitosana/Curcumina-adsorcao
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