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RESUMO

Na terapia medicamentosa convencional o farmaco é administrado através de uma
forma farmacéutica e produz um nivel tecidual do farmaco que nado se mantém
dentro da faixa terapéutica por um periodo prolongado de tempo. Desta forma, o
éxito do tratamento vai depender de varios fatores como dosagens precisas e
frequentes em horarios especificos pré-determinados e adesdo do paciente a
terapéutica de modo que, a ndo obediéncia ao esquema terapéutico, pode resultar
em utilizacdo do farmaco em faixa ndo efetiva ou em niveis toxicos Devido a grande
problematica da manutencao de niveis séricos de farmacos no organismo humano,
principalmente quando se tratam se farmacos relacionados ao tratamento de dores
de moderadas a intensa, este trabalho propde o desenvolvimento de membranas
porosas a base de quitosana, que € um polimero natural biocompativel, capazes de
promover a liberacdo controlada de fentanil. As matrizes obtidas foram
caracterizadas por: MO, MEV, EDS, FTIR, DRX, Ensaio de Intumescimento, Ensaio
de Biodegradacdo e Ensaio de Citotoxicidade. Por MO e MEV verificou-se uma
superficie com poros aparentemente interconectados. A partir da analise por EDS
pode-se verificar os elementos componentes da quitosana e do farmaco. Por FTIR e
DRX notou-se a nao alteracdo dos grupos funcionais e cristalinidade,
respectivamente, do material devido a incorporacdo do farmaco. Baseado nos
ensaios de intumescimentos e biodegradacao verificou-se a capacidade de controlar
as variaveis: razao de intumescimento e taxa de degradagao exclusivamente pela
variagdo da concentracdo de quitosana na membrana porosa. Verificou-se no ensaio
de citotoxicidade que as membranas, mesmo com a incorporacdo do farmaco, nao
apresentaram citotoxicidade. Baseado nos resultados obtidos pdde-se concluir que é
possivel sintetizar uma matriz polimérica com promissoras propriedades para carrear
farmaco e para testes in vivo.

Palavras-chave: Biomateriais. Quitosana. Opidides. Citrato de Fentanila. Fentanil.



ABSTRACT

In conventional medical therapy the drug is administered via a dosage form and
produces a tissue level of the drug that is not maintained within the therapeutic range
over an extended period of time. Thus, the success of the treatment will depend on
several factors such as accurate and frequent dosing at predetermined specific times
and patient adherence to therapy so that the non-compliance to the treatment
regimen can result in use of the drug in not effective range or toxic levels Due to the
great problem of maintaining serum levels of drugs in the human body, especially in
the case if drugs related to the treatment of moderate to severe pain, this paper
proposes the development of porous membranes chitosan base, which is a
biocompatible natural polymer, capable of promoting the controlled release of
fentanyl. The matrices obtained were characterized by: OM, SEM, EDS, FTIR, XRD,
Swelling test, biodegradation test and Cytotoxicity Assay. For OM and SEM there
was apparently a surface with interconnected pores. From the EDS analysis can
verify the elements of chitosan and drug. FTIR and XRD noted not to change
functional groups of crystallinity and, respectively, of the material due to the
incorporation of the drug. Based on swellings and biodegradation tests verified the
ability to control the following variables: swelling ratio and degradation rate solely by
varying the concentration of the chitosan porous membrane. It was found that the
cytotoxicity assay the membranes, even with the incorporation of the drug did not
show cytotoxicity. Based on the results obtained it was concluded that it is possible to
synthesize a polymer matrix with promising properties to adduce drug and in vivo
tests.

Keywords: Biomaterials. Chitosan. Opioids. Fentanyl citrate. Fentanyl.
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1 INTRODUCAO

O estudo dos biomateriais, termo utilizado para definir qualquer substancia
(que ndo seja uma droga) ou combinacdo de substancias, sintéticas ou de origem
natural, que podem ser utilizados por qualquer periodo de tempo, como um todo ou
como parte de um sistema, onde trata, aumenta ou substitui tecidos, érgéos ou
fungbes do corpo, esta fundamentalmente atrelado a dois conceitos basicos:
biofuncionalidade e biocompatibilidade, sendo estes os pilares de sustentagcdo no
estudo e aplicagdo desse importante campo da ciéncia. Funcionalidade, de forma
clara e objetiva, € o conjunto de propriedades inerentes ao material que o permite
desempenhar uma fungéo desejada, enquanto que biocompatibilidade € a aceitagéo
do material pelo meio biolégico que o aloja (BERGMAN, et al., 2013; BORETOS;
EDEN, 1984; PUCCI et al., 2002).

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com sua composi¢cédo
quimica em biomateriais metalicos, ceramicos e poliméricos. Alguns autores
consideram os compdsitos a quarta classe dos biomateriais (WILLIAMS, 1999).

Os biomateriais poliméricos de origem natural, biopolimeros, constituem uma
importante fonte de materiais com grande versatilidade quimica e elevado potencial
em diversas aplicagdes biomédicas. As suas propriedades podem ser facilmente
alteradas por diferentes métodos fisicos e quimicos. Isto permite a selecao de
propriedades importantes tais como capacidade de absorcdo de agua, cinética de
degradacdo, ou propriedades mecanicas com especificacbes apropriadas e
determinadas aplicagdes. Uma das vantagens destes materiais € seu baixo custo
como resultado da disponibilidade da matéria-prima, exemplos de biopolimeros sao
a quitina, quitosana, colageno, elastina, acido hialurdnico, dextrana e celulose
(KAPLAN, 1998).

A quitosana, poli[B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose], é obtida pela
desacetilagédo parcial da quitina, sendo, portanto, um biopolimero de cadeia longa e
linear composta por monémeros de 2 amino-2-desoxi-D-glucose (GIcN) e de N-
acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucose (GIcNAc) unidos por ligagdes covalentes (3-1,4.
A distincdo entre a quitina e a quitosana € baseada no grau de acetilagdo (GA),
considerando-se quitosana quando o biopolimero apresenta GA inferior a 50%
(FERNANDES, et al. 2011; KRAJEWSKA, 2004).
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A quitosana apresenta elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade, além
de propriedades hemostaticas, analgésicas, anti-inflamatérias, antimicrobianas,
antioxidantes, anti-colesterolémicas, antitumorais e imunoestimuladoras. Embora
esteja ausente nos mamiferos, a quitosana pode ser degradada in vivo por varias
enzimas proteoliticas, como a lisozima, a papaina e a pepsina (ARANAZ, et al.,
2009).

Os materiais naturais, como a quitosana, tém sido aplicados topicamente nos
sistemas de liberacdo de farmacos, tanto em forma de membrana como em esferas,
apresentando vantagens com relagdo aos materiais sintéticos, como a degradacao
controlada em meio bioldégico de acordo com os mecanismos fisiologicos e a
permeabilidade tanto para farmacos a&acidos, como para farmacos basicos
(FELDMAN et al., 2003).

A liberacdo controlada de farmacos proporciona algumas vantagens em
relacdo aos sistemas convencionais de multidosagem de farmacos, como melhora
da eficacia, diminuigcdo da toxicidade, liberacdo do farmaco no local especifico da
acao (direcionamento de farmacos), mascaramento do sabor/odor desagradavel de
alguns farmacos, diminuicao do niumero de doses diarias, tratamento continuo (sem
administragdes noturnas), protecdo do farmaco de uma eventual degradacao pelos
componentes dos fluidos bioldgicos, diminuicdo ou mesmo desaparecimento dos
picos plasmaticos, diminuicdo ou eliminagao dos efeitos locais e sistémicos, fatores
esses que auxiliam na manutengdo do bem estar do paciente, que muitas vezes
deve ser mantido sob medicagdo constante em decorréncia da dor (AZEVEDO,
2002).

Entre as condi¢cdes que podem afetar a recuperacao do individuo pds-trauma
operatorio, a dor merece destaque por provocar alteragdes fisioldgicas e emocionais
qgue, se ndao adequadamente controladas, predispéem os doentes a complicagdes e
podem prolongar a internacédo. (FERREIRA, et al. 2006; PIMENTA, 1995).

Os opioides permanecem como os farmacos mais efetivos e mais comumente
utilizados no tratamento da dor de moderada a intensa. As diferencas de respostas
dos pacientes ao uso dos opioides sdo aceitas, atualmente, por serem devidos a
polimorfismos genéticos relacionados aos receptores opioides (MINSON, et al.
2010).

O alivio da dor pelo Fentanil® (tipo de opioide) € relativamente seletivo.
Diferentemente dos anti-inflamatérios, ndo existe dose maxima (dose-teto) para os
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efeitos analgésicos dos opioides. O aumento da dose € associado com efeitos
adversos que incluem sedacdo, confusdo mental, nduseas, vomitos e depressao
respiratoria. A dose necessaria para analgesia varia muito, dependendo do tipo de
dor e de varios fatores relacionados ao paciente. Opioides produzem alteragdes do
humor, incluindo alivio da ansiedade, euforia (sentimentos agradaveis) e disforia
(sentimentos desagradaveis) (INTURRISI, 2000).

Devido a grande problematica da manutencao de niveis séricos de farmacos
no organismo humano, 0 que pode acarretar, dentre outros fatores, intoxicacao e
dependéncia, principalmente quando se tratam se farmacos relacionados ao
tratamento de dores de moderadas a intensa, este trabalho propdée o
desenvolvimento e caracterizacdo de uma matriz porosa de quitosana capaz de

promover a liberagdo controlada do farmaco Fentanil em meio bioldgico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver matrizes poliméricas porosas (na forma de membranas porosas)

de quitosana capazes de promover a liberagdo controlada de Fentanil.

2.2 Especificos

e (Caracterizar membranas porosas com diferentes concentracées de quitosana;

e Verificar o grau de intumescimento do material;

e Verificar como a presenga do farmaco altera a citotoxicidade da membrana
porosa;

e Verificar biodegradacao in vitro das membranas sintetizadas;

e Utilizar de planejamento experimental one-way para correlacionar a variagao

da concentracado de quitosana com a degradacdo das membranas porosas.
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3 FUNDAMENTAgAO TEORICA
3.1 Biomateriais

Biomateriais, termo utilizado para definir qualquer substancia (que nao seja
uma droga) ou combinacdo de substancias, sintéticas ou de origem natural, que
podem ser utilizados por qualquer periodo de tempo, como um todo ou como parte
de um sistema, onde trata, aumenta ou substitui tecidos, 6rgdos ou funcdes do
corpo, esta fundamentalmente atrelado a dois conceitos basicos: biofuncionalidade e
biocompatibilidade, sendo estes os pilares de sustentacao no estudo e aplicacéo
desse importante campo da ciéncia, onde, funcionalidade, de forma clara e objetiva,
€ o conjunto de propriedades inerentes ao material que o permite desempenhar uma
funcédo desejada, enquanto que biocompatibilidade é a aceitagdo do material pelo
meio biolégico que o aloja (BERGMAN, et al., 2013; BORETOS, EDEN, 1984;
PUCCI et al., 2002).

A biocompatibilidade € um termo que abrange vérios aspectos do material,
incluindo desde suas propriedades fisicas, mecéanicas e quimicas até seu potencial
citotdxico, alergénico e mutagénico, ndo apresentando efeitos toxicos ou causando
injurias na fungao biolégica. Trata-se, portanto, a relagdo entre um material e o
organismo, de tal forma que ambos nao produzam efeitos indesejaveis (LEMMONS
e NATIELLA, 1986; SHMALZ, 2002).

Os biomateriais sao utilizados desde as civilizacbes mais antigas. Chineses e
indianos ja usavam ceras, resinas e tecidos para reconstruir partes perdidas ou
defeitos do corpo. Ao longo dos séculos, avancos nos tipos de materiais sintéticos,
técnicas cirurgicas e métodos de esterilizagdo vém permitindo o uso de biomateriais
em partes do corpo nao visualizadas até entao (SCHILLING et al., 2004).

Os biomateriais podem ser divididos em 3 classes principais de materiais:
poliméricos, ceramicos, e metalicos. Os polimeros representam a maior classe
dentre os biomateriais (RATNER et al., 2013).

Os biomateriais poliméricos de origem natural constituem uma importante
fonte de materiais com grande versatilidade quimica e elevado potencial em diversas
aplicac6es biomédicas. As suas propriedades podem ser facilmente alteradas por
diferentes métodos fisicos e quimicos, permitindo a selecdo de propriedades
importantes, tais como capacidade de absorcao de agua, cinética de degradacéo, ou
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propriedades mecanicas com especificacdes apropriadas e determinadas aplicacdes
(KAPLAN, 1998).

A grande variedade de polimeros naturais relevantes para o campo de
biomateriais inclui desde materiais derivados de plantas como a celulose, alginato de
sodio e a borracha natural, a materiais derivados de animais como colageno,
glicosaminoglicanos (GAGs), heparina, quitina, quitosana e acido hilauriénico.
(RATNER et al., 2013).

3.2 Quitosana

A quitosana (Figura 01), é obtida por desacetilagdo parcial da quitina,
constituindo-se de um polimero de cadeia linear e longa composta por monémeros
de 2 amino-2-desoxi-D-glucose (GIcN) e de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucose
(GlcNAc) unidos por ligagdes covalentes B-1,4. A distincdo entre a quitina e a
quitosana € baseada no grau de acetilacao (GA), considerando-se que a quitosana
corresponde ao polissacarideo com GA inferior a 50 % (FERNANDES, et al. 2011;
KRAJEWSKA, 2004).

Figura 01 - Estrutura da quitosana.

T O H f—o0
o) H 0
OH H OH H N
H
H NH, H NH,

Chitosan

Fonte - Kumar, (2000).

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

A quitosana apresenta em maior propor¢ao, na cadeia polimérica, unidades
de -(1-4)—2—amino—2—desoxi—Dglicose e, um menor niumero de unidades de -(1-4)—
2 acetamido—2— desoOxi —D— glicose da quitina. Possui semelhanga na sua estrutura
quimica com a celulose, porém exibe propriedades diferenciadas devido a presenga
dos grupos aminicos. Pode ser encontrada naturalmente na parede dos fungos,
especialmente nas espécies do género Mucor, e no exoesqueleto de crustaceos,
como o caranguejo e o camardo. Certamente, o parametro que diferencia quitosana
e quitina é o grau de desacetilagcdo ou grau de acetilacdo, j& que séo
complementares entre si para o valor de 100% do grau determinado. Esta é uma das
caracteristicas quimicas mais importantes, que pode influenciar no desempenho e
em diversas aplicagdes da quitosana. O termo quitosana é usado para identificar a
quitina na com mais de 50% dos mondmeros na forma desacetilada 50%. Contudo,
o correto grau de desacetilacdo que diferencia a quitina da quitosana nao esta
totalmente definido, ocorrendo divergéncia entre os autores quanto ao limite de
desacetilacdo que categoriza a quitina ou a quitosana (FILHO et al, 2007).

A reacéao de desacetilagdo da quitina envolve a remogao dos grupamentos de
acetamida (-NHCOCH3) que sao transformados, em graus variados, em grupos
amino (-NHy), dando origem a quitosana. A versatilidade da quitosana depende
principalmente destes grupos amino altamente reativos. O grau de desacetilagéo
depende principalmente do método de purificagdo e das condi¢cées de reacéo para
sua obtencado. Portanto, € importante caracterizar a quitosana por meio da
determinagao do grau de desacetilagcdo antes da sua utilizacdo. Essa caracterizagao
€ muito importante, devido a ocorréncia no mercado de comercializagcdo indevida de
quitina como quitosana (BAXTER et al., 1992).

A quitosana € considerada nao tbxica, ndo alergénica, biodegradavel,
biofuncional e biocompativel. As suas atividades biologicas compreendem, anti-
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oxidante, antimicrobiana, efeito analgésico, aceleragdo da cicatrizacdo, anti-

inflamataérias (AIDER, 2010; YANG et al., 2010; ANRAKU et al., 2009).

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

A quitosana é um biomaterial consideravelmente versatil, devido a sua
elevada reatividade, sendo possivel a obtencao de diversos derivados da quitosana,
com diferentes propriedades e aplicacées (Figura 02) (BERGER, et al. 2004;
KUMAR, 2000).

Figura 02 - Derivados e aplica¢des de quitosana.
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Essa versatilidade da quitosana permite sua conformacdo em formas téao
variadas quanto sua aplicabilidade como fibras, glébulos, membranas, etc. Por ela
nao ser hidrolisada pelas enzimas digestivas no homem e a sua estrutura quimica
ser similar a da celulose, ela pode ser usada como um novo tipo de fibra dietética.
Entretanto, por conter um par de elétrons livres no nitrogénio tem capacidade de
formar complexos com polimeros e metais (JING et al., 1997).

O aumento das aplicagbes biomédicas da quitosana tem gerado
oportunidades de producdo de biomateriais especializados, principalmente com
novas modificacdes quimicas e fisicas. Estas estratégias também tém envolvido uma
combinacdo da quitosana com outros polimeros. Publica¢des cientificas utilizando a
quitosana e suas modificacées estruturais tém discutido varios aspectos das
aplicacbes biomédicas deste polimero, principalmente na engenharia de tecidos,
biossensores para diagnosticos clinicos e liberacado de farmacos (AYALA et al.,
2008).

3.3 Liberacao Controlada de Farmacos

Na terapia medicamentosa convencional o farmaco € administrado através de
uma forma farmacéutica e produz um nivel tecidual (geralmente sanguineo) do
farmaco que ndao se mantém dentro da faixa terapéutica por um periodo prolongado
de tempo. Desta forma, o éxito do tratamento vai depender de varios fatores como
dosagens precisas e frequentes em horarios especificos pré-determinados e adesao
do paciente a terapéutica de modo que, a ndo obediéncia ao esquema terapéutico,
pode resultar em utilizagdo do farmaco em faixa ndo efetiva ou em niveis toxicos
(LEE, ROBINSON, 2004).

A importancia dos sistemas de liberacdo de principios ativos advém do fato
que raramente um farmaco veiculado em solucdo aquosa, ou numa forma
convencional, consegue atingir um alvo especifico no organismo em concentragbes
adequadas para provocar o efeito terapéutico esperado. Isso pode ser facilmente
entendido quando verificamos que entre o local de administracdo do farmaco e o
orgdo ou tecido alvo, se interpée uma série de obstaculos de naturezas diversas
(anatdmicos, quimicos e bioldgicos), que devem ser vencidos para que se obtenha o

efeito desejado. Somente uma parte em dez mil de um farmaco injetado



20

intravenosamente alcanga seu alvo celular final, quando o alvo esta localizado em
sitios profundos (DRUMMOND, 1999).

A liberacdo controlada de farmacos proporciona algumas vantagens em
relacdo aos sistemas convencionais de multidosagem, como: melhora da eficacia,
diminuicdo da toxicidade, liberacdo do farmaco no local especifico de acéo
(direcionamento de farmacos), mascaramento do sabor/odor desagradavel de
alguns farmacos, diminuicao do niumero de doses diarias, tratamento continuo (sem
administragdes noturnas), protecao do farmaco de uma eventual degradacao pelos
componentes dos fluidos biolégicos, diminuicdo ou mesmo desaparecimento dos
picos plasmaticos, diminuicdo ou eliminacao dos efeitos locais e sistémicos além de
otimizacdo da administracdo de produtos oriundos da biotecnologia, tais como
vacinas, peptideos e proteinas, entre outras (AZEVEDO, 2002).

A duracdo da atividade dos medicamentos é bastante variada, sendo, em
geral, de alguns minutos a algumas horas (VOIGHT, 1982). Em formas
farmacéuticas convencionais, ou também chamadas de sistemas de liberacao
imediata, o sistema farmacéutico serve apenas de suporte para a substancia ativa,
pouco interferindo nas caracteristicas de liberacdo. Logo depois da administracao
dessas formas farmacéuticas (nebulizagdo ou “spray”, inje¢do e comprimidos), a
maioria do contetudo do farmaco é liberada e o efeito terapéutico se manifesta mais
ou menos rapidamente e de forma indiscriminada (ANSEL, 2000; MOURA, 2012).
Depois de atingir o pico de concentracdo maxima de farmaco no sangue, o efeito
terapéutico comega a diminuir. Para assegurar um efeito terapéutico continuo, cada
nova dose deve ser administrada enquanto o nivel sanguineo do farmaco ainda se
encontra acima do limite minimo necessario para que haja efeito terapéutico. Deste
modo, se os intervalos de tempo forem excessivamente curtos, cada concentracao
maxima é mais elevada que a anterior e podera ultrapassar o efeito terapéutico e
atingir o nivel téxico. Ao contrario, se as doses individuais forem excessivamente
espagadas, entdo o problema adquire o aspecto inverso e ao fim de pouco tempo as
concentracbes minimas sao insuficientes para conseguir o nivel terapéutico
aceitavel. Portanto, a solucdo consiste em estabelecer um plano de tratamento no
qual a dose maxima nao ultrapasse a necesséria para o efeito terapéutico, com o
objetivo de ndo provocar fendmenos de intoxicagéo, e a dose minima ndo se reduza
a valores que fagam com que o doente fique privado por um certo tempo da agao
efetiva do farmaco, como pode ser vista na Figura 03 (MOURA, 2012).
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Figura 03 - Comparacao das variacdes de concentragao de farmacos administrados por (a) métodos
convencionais de multidosagem e (b) sistemas de liberacdo controlada. A = dose do farmaco.

()

Nivril 1oxico

Nivel Plasmatico

MNivel inefetivo

+ + + + Tempo (dia)

Al A2 A3 A4

Fonte - Adaptado de Vulcani (2004).

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

Em geral, a liberacdo controlada de farmaco utiliza como métodos de
liberacao a difusdo, a dissolucdo e a osmose, nos quais quase sempre € possivel
utilizar o sistema de reservatorio e o sistema matricial. Na Figura 04 constam os
principais itens de classificacao da Liberacao Controlada de Farmacos (FELDMAN et
al., 2003).
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Figura 04 - Classificacdo da liberagao controlada de farmaco e suas principais vias de administracéo.
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Fonte — Adaptado de Lima, (2010).

Estudos vém sendo direcionados para a obtencao de sistemas de liberagao
controlada de opidides para utilizacdo no tratamento da dor proveniente do pés-
operatoria.

3.4 Opiodides

Os opidides sdo medicamentos que originalmente eram derivados do suco
desidratado das sementes maduras da papoula (Papaver somniferum) denominado
de 6pio. Sao tradicionalmente recomendados para o controle da dor aguda e dor
crénica oncolodgica, de moderada a intensa, entretanto, recentemente, em algumas
situacdes, observa-se maior indicagdo para o controle da dor crénica ndo-oncoldgica
(MOREIRA, 2001; FANTONI, MASTROCINQUE, 2002; GUTSTEIN, AKILL, 2003).

Dentre os analgésicos s&o os opidides os mais velhos farmacos conhecidos,
pois sua utilizacdo € descrita ha mais de 2300 anos. Em 1806, o farmacéutico
alemé&o Frederick Serturner, isolou e descreveu uma substancia pura no 6pio e em
homenagem ao deus grego do sono Morfeu, a denominou morfina (WERNER,
TABOADA, 1994; GORNIAK, 1996; SACKMAN, 1997; MOREIRA, 2001).
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O termo opidide é utilizado para denominar um grupo de drogas com
propriedades semelhantes ao 6pio. Denomina-se opiaceo os derivados naturais e
alguns congéneres semi-sintéticos; e os sintéticos, de opidides. No entanto, ha a
tendéncia de se generalizar o termo opidide para todas as substancias que atuam
por meio da interacdo com receptores opidides. A denominagdo "narcoéticos" deve
ser preterida para dissociar-se da idéia de sono e torpor, pois a principal agdo dos
opidides € a analgesia (GUTSTEIN, AKILL, 2003).

Dentre os opiddes esta pesquisa explora os potenciais do fentanil em
sistemas de liberacao controlada de farmaco incorporado as matrizes poliméricas de

quitosana.
3.4.1 Fentanil

O citrato de fentanil (Figura 05) é um opidide, derivado sintético da morfina,
agonista de receptores opidides do tipo Y, com poténcia analgésica cerca de 100
vezes maior que a da morfina. Quando administrado pela via intravenosa, seus
efeitos tém inicio em 1 a 5 minutos apresentando pico de efeito entre 3 e 5 minutos e
meia-vida plasmatica de cerca de 45 minutos. Este farmaco possui propriedades
lipofilicas, atingindo rapidamente o sistema nervoso central (SNC) e sua meia-vida
de eliminagéo é de 3 a 12 horas, sendo biotransformado no figado e eliminado pelos
rins (BODNAR, KLEIN, 2004; BRANSON, GROSS, 2001; NIEMEGEERS et al.,
1976; BOVILL et al., 1984; THURMON et al., 1996; PASERO, 2005).

Figura 05 — Estrutura quimica do citrato de fentanil.
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Fonte — Yaqui et al. (2004).

O fentanil é muito eficiente no tratamento de dores cronicas ou agudas. A

dose bolus empregada em cées varia de 2 a 40 ug/Kg e, em infusdo continua, pode
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variar de 0,1 a 5 pg/Kg/min. Seus efeitos podem ser antagonizados pela naloxona
(PASERO, 2005; VALADAO et al., 1982; KOIZUMI et al., 1998; CAFIERO,
MASTRONARDI, 2000; MASSONE, 2003).

Em associacdao com halogenados, como o isofluorano, em cées, o fentanil, na
taxa de 0,2 pg/Kg/min, possibilita reduzir em até 42% a concentracdo alveolar
minima (CAM) do anestésico sem causar instabilidade cardiovascular, mas pode
produzir depressao respiratoria, devido a inibicdo dos neurbnios do bulbo
respiratorio, alterando o volume corrente (BODNAR, KLEIN, 2004). Apesar de seu
curto periodo de acao, apnéia ocasional pode ocorrer durante a recuperacao, devido
a redistribuicdo do farmaco presente no tecido adiposo. MANZKE et al. (2003)
relataram que a estimulagdo dos receptores de 5-HT revertem a depresséao
respiratéria causada pelo fentanil, sem interferir no seu efeito analgésico, sugerindo
que os receptores opidides-u ndo estejam diretamente relacionados a depressao
dessa funcdo. A severidade desses efeitos esta relacionada a concentracao
plasmatica do farmaco e sua velocidade de administracao, particularmente, pela via
intravenosa (PASERO, 2005).

Sobre o sistema cardiovascular, o fentanil produz redugdo da frequéncia
cardiaca (FC) (BOVILL et al., 1984), além de propiciar o aparecimento de arritmias
em conseqUéncia do aumento da atividade vagal, como bloqueios atrioventriculares
de 2° grau, contragdes ventriculares e supraventriculares caracteristicas de ritmo de
escape. Contudo, a administracao prévia de sulfato de atropina, por via subcutanea,
na dose de 0,044 mg/Kg, pode evitar estes efeitos. Este opidide exerce pouca acéao
sobre a pressdo arterial (PA), mesmo quando associado ao propofol em
procedimentos cirdrgicos (KADOI et al., 2005).

Em cées anestesiados com propofol ou isofluorano, ha boa correlagcao entre
as alteracdes nos valores de BIS e a probabilidade de resposta a incisdao de pele.
Entretanto, quando analgésicos opidides sao utilizados em adi¢cdo aos anestésicos,
previamente ao estimulo, esta correlagdo torna-se menos significativa (SEBEL et al.,
1997). Em contrapartida, Conceicdao (2006) associou ao propofol fentanil ou
sufentanil, durante procedimento cirdrgico em cadelas, concluindo que estes
opidides, nas doses de 0,5 pg/Kg/min e 0,1ug/Kg/min, respectivamente, nao
prejudicam a avaliacdo do indice biespectral.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

e Quitosana (Ci2H24N2Og), médio peso molecular, 75 — 85% desacetilada com
massa molar de aproximadamente (190.000 — 310.000 daltons), da Sigma
Aldrich;

e Ampolas de citrato de fentanila (CF), cada mL da solugdo da ampola contém
78,5 mcg de CF e cada 1,57 mcg de CF equivale a 1 mcg de fentanil base (F);

e Acido Acético P.A., da Nuclear;

e Hidréxido de Sodio P.A., da Nuclear.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacado da solucao de quitosana e membranas porosas de quitosana

Foram preparadas solu¢des de quitosana com concentragdes de 0,5, 1,0 e
2,0% (m/v) por dissolucao do pd de quitosana em solucao de acido acético 1% (v/v)
por um periodo de 24 horas sob agitacdo mecanica e temperatura ambiente. Apds
completa dissolugdo a solugdo obtida foi vertida em placas petri de 5 cm de
didmetro, congeladas em congelador convencional a -16 °C durante um periodo de
24 horas e em seguida liofilizadas durante 24 horas. Apéds a liofilizacdo o contetdo
das placas petri foi neutralizado com solucao de hidroxido de s6dio 1 M por um
periodo de 1 h seguida de lavagem com agua destilada para retirada do excesso de
hidroxido de sodio. O conteudo das placas petri foi novamente congelado em
congelador convencional a -16 °C durante um periodo de 24 horas e em seguida
liofilizadas durante 24 horas, obtendo assim as membranas porosas de quitosana

nas concentracoes de 0,5, 1,0, e 2,0% (m/v) de quitosana.
4.2.2 Preparacao da solucéo de quitosana/F e membranas de quitosana/F
A solugéo de quitosana pura foi preparada conforme descrito no item 4.2.1, a

solucdo de quitosana foi adicionada solucdo de CF necessaria para obtencao da

concentracéo de 0,5 mg de F por ml de solucao de quitosana, esta concentracéo de
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farmaco foi adotada para todas as concentragées de quitosana (0,5, 1,0 e 2,0%
(m/v)). A homogeneizagédo da solugédo de quitosana com a solu¢ao de farmaco foi a
principio realizada com o auxilio de um bastdo de vidro, em seguida as solugéao
foram homogeneizadas em ultra som por um periodo de 1 h para completa
dispersdao do farmaco na solucdo de quitosana. ApOs incorporacdo do F nas
solugdes de quitosana as mesmas foram vertidas em placas petri de 5 cm de
diametro e todos os demais passos para obtencdo das membranas porosas de
quitosana/F foram idénticos aos descritos no item 4.2.1 para obtencdo das

membranas de quitosana pura.
4.2.3 Caracterizacdes

Foi utilizado planejamento experimental one-way, com intervalo de confianca de
95,0% (0=0,05), para verificar a relacdo entre a concentracdo de quitosana e as
propriedades da matriz. As matrizes obtidas foram caracterizadas por: Microscopia
Optica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia
Dispersiva de raios X (EDS), Espectroscopia na Regido de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difragéo de raios-X (DRX), Ensaio de Intumescimento,

Ensaio de Biodegradacao e Ensaio de Citotoxicidade.
4.2.3.1 Microscopia Otica (MO)

A caracterizagdo por microscopia oOtica foi realizada em um Microscopio
Optico HIROX, com resolugdo maxima de 3500X, por luz transmitida, acoplado a
uma estacdo de Captura e Analise de Imagens com Software especializado. As
amostras utilizadas na analise consistiam em um corpo de prova quadrado 2x2 cm,

0os aumentos utilizados foram de 20x, 80x e 100x.
4.2.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para realizagdo das analises de microscopia eletrbnica de varredura foi
utilizado microscopio eletrénico de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca
Hitachi, com aumento de 5000x, profundidade de foco de 1 mm, resolucdo de 30
nm, 15KV, baixo vacuo e pressao variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico,
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mesmo em amostras ndo condutoras. As amostras utilizadas na analise consistiam
em um corpo de prova quadrado 2x2 cm, os aumentos utilizados foram de 1000x,
2000x e 3000x.

4.2.3.3 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDS)

As andlises por espectroscopia por energia dispersiva de raios X foram
realizadas no equipamento TM-1000, marca Hitachi, acoplado ao MEV TM-1000, marca
Hitachi. Um detector instalado na camara de vacuo do MEV mede a energia associada
aos elétrons da amostra, como os elétrons de um determinado atomo possuem
energias distintas, € possivel determinar quais elementos quimicos estao presentes na
amostra. As amostras utilizadas para a andlise de EDS foram as mesmas utilizadas na
analise de MEV.

4.2.3.4 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As analises utilizando a técnica de espectroscopia na regidao de infravermelho
com transformada de Fourier das membranas foram realizadas em temperatura
ambiente e o equipamento utilizado sera um Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica
FTIR sera utilizada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais
presentes nas membranas sintetizadas nesta pesquisa utilizando a faixa de varredura
de 4000 a 650 cm™. As amostras utilizadas na andlise consistiam em um corpo de

prova quadrado 2x2 cm.
4.2.3.5 Difragdo de raios X (DRX)

As andlises de difracéo de raios X foram conduzidas a temperatura ambiente em
aparelho XRD-6000 Shimadzu, utilizando radiagdo Ko do cobre (1,5418 A), tensdo de
40 kV e corrente 30 mA. As membranas foram examinadas em um intervalo de 20 entre
5 e 40 © a uma velocidade de 1°/min. As amostras utilizadas na analise consistiam em

um corpo de prova quadrado 2x2 cm.
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4.2.3.6 Ensaio de Intumescimento

As membranas sintetizadas foram submersas em solucéao tampao de PBS por
diferentes periodos de tempo até que a quantidade de solugcédo absorvida se tornou
constante, o ensaio foi realizado em triplicata com amostras de formato quadratico
de 2x2 cm. O grau de intumescimento (Q) foi obtido pela relacdo entre a massa da
membrana com solugdo absorvida (M) pela massa da membrana seca (M;) como
apresentado na Equacéao 1:

Q = 1)

4.2.3.7 Ensaio de Biodegradacéo Enzimatica

O Ensaio de Biodegradacdo enzimatica foi realizado para verificar as taxas de
degradacdo, em solucdo tampdo e na presenca de enzimas lisozima, das
membranas sintetizadas por um periodo de 7 dias. O ensaio foi realizado em
triplicata para ambas as variagcbes com amostras de formato quadratico 2x2 cm.
Para a metodologia empregada neste ensaio foi utilizado como base as normas
ASTM F1635-04 Standard teste Method for in vitro Degradation Testing of
Hydrolytically Degradable Polymer Resins and Fabricated Forms for Surgical
Implants (2010) e a ASTM F2103-01 Stamdard Guide for Characterization and
Testing of Chitosan Salts as Starting Materials Intended for Use in Biomedical and
Tissue-Engeneered Medical Products Applications (2007), a concentracdo de
lisozima utilizada sera de 0,1 g/L, concentragdo esta semelhante a encontrada na

pele humana.

4.2.1.8 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado em todas as membranas sintetizadas
neste trabalho com o objetivo de avaliar sua toxicidade em meio biolégico. Tal
ensaio foi realizado pelo teste de avaliagdo da viabilidade celular dos macréfagos
por MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio) de acordo com a
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ISO 10993 de 2009 com fibroblastos L 929 adquiridos no Banco de Célula do Rio de
Janeiro (BCRJ).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Microscopia Otica (MO)

A andlise por MO foi realizada com o interesse de analisar a morfologia das
membranas de quitosana com e sem a presencga do farmaco.

Na Figura 06, 07 e 08 observam-se as microscopias das membranas de
quitosana pura nas concentracdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v) respectivamente.

Figura 06 — MO da membrana porosa de quitosana na concentragéao de 0,5% (m/v) nos aumentos de
a) 20x, b) 80x e c) 160x.

Fonte — Préprio autor.

Figura 07 — MO da membrana porosa de quitosana na concentracao de 1,0% (m/v) nos aumentos de
a) 20x, b) 80x e ¢) 160x.

Fonte — Préprio autor.
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Figura 08 — MO da membrana porosa de quitosana na concentra¢ao de 2,0% (m/v) nos aumentos de
a) 20x, b) 80x e c) 160x.
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Fonte — Préprio autor.

Observam-se nas microscopias das Figuras 06, 07 e 08 superficies
semelhantes a tufos de algoddo, porosas e com poros aparentemente
interconectados, resultados semelhantes para membranas porosas de quitosana
foram observados por Freitas e Barbosa (2014). Verifica-se aparente aumento da
densidade das membranas de acordo com os aumentos da concentracdo de
quitosana na membrana porosa, levando a formacao de membranas mais densas de
acordo com o aumento da concentragdo de quitosana.

Para avaliar as possiveis diferengcas ocorridas na morfologia da membrana
decorrente da incorporacdo do fa&rmaco foram realizadas andlises por microscopia
6tica nas membranas de quitosana/F sintetizadas.

Nas Figuras 09, 10 e 11 observam-se os resultados de MO para as
membranas de quitosana/F nas concentragbes de 0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v) de

quitosana respectivamente.

Figura 09 — MO da membrana porosa de quitosana/F na concentragao de 0,5% (m/v) de quitosana
nos aumentos de a) 20x, b) 80x e c) 160x.

Fonte — Préprio autor.
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Figura 10 — MO da membrana porosa de quitosana/F na concentragdo de 1,0% (m/v) de quitosana

nos aumentos de a) 20x, b) 80x e ¢) 160x.

ocmmg P

Fonte — Préprio autor.

Figura 11 — MO da membrana porosa de quitosana/F na concentragao de 2,0% (m/v) de quitosana
nos aumentos de a) 20x, b) 80x e c) 160x.

i

Fonte — Préprio autor.

Observam-se nas Figuras 09, 10 e 11 superficies semelhantes as
apresentadas pelas membranas de quitosana sem a presenga do farmaco,
superficies estas também semelhantes a tufos de algoddo e com a presenca de
poros aparentemente interconectados distribuidos por toda sua extensdo. O
aparente aumento da densidade da membrana também pode ser observado. Isto
indica que a incorporagao do farmaco nao ocasionou modificagdes na morfologia da
membrana que pudessem ser percebidas por MO.
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5.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Dando continuidade a analise morfologica das membranas sintetizadas foi
realizada a andlise por MEV.

Observam-se nas Figuras 12, 13 e 14 as micrografias das membranas de
quitosana pura nas concentragdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v) respectivamente.

Figura 12 — MEV da membrana porosa de quitosana na concentragao de 0,5% (m/v) nos aumentos
de a) 1000x, b) 2000x e c) 3000x.

Fonte — Préprio autor.

Figura 13 — MEV da membrana porosa de quitosana na concentragdo de 1,0% (m/v) nos aumentos
de a) 1000x, b) 2000x e c) 3000x.

Fonte — Préprio autor.
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Figura 14 — MEV da membrana porosa de quitosana na concentragao de 1,0% (m/v) nos aumentos
de a) 1000x, b) 2000x e c) 3000x.

Fonte — Préprio autor.

Os resultados observados nas Figuras 12, 13 e 14 para as micrografias das
membranas de quitosana pura nas concentracdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v)
respectivamente, corroboram com os observados na analise por MO, onde pode-se
verificar a presengca de uma superficie porosa, com poros estes aparentemente
interligados. Resultados semelhantes de morfologia também foram observados por
Freitas e Barbosa (2014) para membranas porosas de quitosana pura. A superficie
da membrana de quitosana pura com concentracdo de 1,0% (Figura 13) difere das
demais por apresentar maior nimero de poros superficiais, este acontecimento pode
estar relacionado ao fato que a regido analisada tratava-se do verso da membrana,
0 que fica em contato com a placa petri durante seu processamento. Freitas e
Barbosa (2014) observaram alteracdes entre as morfologias da superficie livre e a
superficie fixa na placa petri da membrana semelhantes as observados neste
trabalho.

Pode ser verificada a presenca de alguns fragmentos dispersos na superficie
das membranas porosas de quitosana, por analise pontual de EDS pode-se
comprovar que estes fragmentos correspondem majoritariamente a sédio, elementos
este oriundo de acetato de sédio ndo retirado durante o processo de lavagem apos a
neutralizacao.

Para avaliar as possiveis diferencas ocorridas na morfologia da membrana
decorrente da incorporacdo do farmaco foram realizadas andlises por microscopia

eletrbnica de varredura nas membranas de quitosana/F sintetizadas.
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Nas Figuras 15, 16 e 17 observam-se os resultados de MEV para as
membranas de quitosana/F nas concentragbes de 0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v) de
quitosana, respectivamente.

Figura 15 — MEV da membrana porosa de quitosana/F na concentracdo de 0,5% (m/v) de quitosana
nos aumentos de a) 1000x, b) 2000x e ¢) 3000x.

Fonte — Préprio autor.

Figura 16 — MEV da membrana porosa de quitosana/F na concentracdo de 1,0% (m/v) de quitosana
nos aumentos de a) 1000x, b) 2000x e c) 3000x.

Fonte — Préprio autor.
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Figura 17 — MEV da membrana porosa de quitosana/F na concentracdo de 2,0% (m/v) de quitosana
nos aumentos de a) 1000x, b) 2000x e ¢) 3000x.

Fonte — Préprio autor.

Observam-se morfologias semelhantes entre as amostras de quitosana pura e
quitosana/F das Figuras 15, 16 e 17, corroborando assim com os resultados
observados nas microscopias Oticas. Verificam-se fragmentos dispersos na
superficie da membrana de quitosana/F 0,5% (Figura 15), fragmentos que por
andlise de EDS apresentaram como elementos formadores carbono, oxigénio e
nitrogénio, o que nos leva a crer que se tratam do farmaco incorporado. Esta
presenca de fragmentos acentua-se nas membranas de quitosana/F com
concentragéo de 1,0% e 2,0%, onde observam-se aglomerados de fragmentos. Por
EDS pode-se comprovar que estes aglomerados também sdo constituidos de
carbono, oxigénio e nitrogénio, o que também nos leva a crer que se tratam do
farmaco incorporado. O aumento da concentracado de quitosana pode ter dificultado
a homogeneizacao do farmaco na solugao matriz formando aglomerados de farmaco

pela superficie da membrana porosa.

5.3 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

A anadlise por EDS foi realizada para identificar os elementos que compdem
as membranas de quitosana e quitosana/F em todas as concentracdes estudadas.

Na Figura 18 observam-se os resultados de EDS para as membranas de
quitosana pura nas concentragdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v) de quitosana.
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Figura 18 — EDS das membranas de quitosana pura nas concentracdes de a) 0,5%, b) 1,0% e c)

2,0%.
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Fonte — Préprio autor.

Observa-se na Figura 18 a) para a membrana de quitosana pura com
concentracdo de 0,5% (m/v) a presenca dos elementos carbono, oxigénio e
nitrogénio, elementos estes constituintes da estrutura quimica da quitosana. Para a
membrana de quitosana pura 1,0% (m/v) (Figura 18 b)), verifica-se a presenca do
elemento sodio que nao corresponde a estrutura quimica da quitosana, a presencga
deste elemento esta relacionado ao acetato de sddio nao retirado pelo processo de
lavagem ap6s a neutralizacao com hidroxido de sédio. Na Figura 18 c) observam-se
os elementos constituintes da membrana de quitosana pura 2,0% (m/v), verifica-se
também para esta membrana a presenca do elementos sédio de origem semelhante
a descrita anteriormente. Nota-se também a presenca do elemento magnésio,
elemento este considerado uma contaminagao laboratorial.

Na Figura 19 observam-se o0s resultados da analise de EDS para as
membranas de quitosana/F nas concentracbes de 0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v) de

quitosana.
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Figura 19 — EDS das membranas de quitosana/F nas concentra¢des de a) 0,5%, b) 1,0% e c) 2,0%
(m/v) de quitosana.
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Fonte — Préprio autor.

Os resultados obtidos para as membranas de quitosana/F sdo semelhantes
aos observados para as membranas de quitosana pura, excetuando-se pela
presenca do elemento silicio (Figura 19 a)), que assim como o elemento magnésio

observado no resultado anterior, foi considerado uma contaminagéo laboratorial.

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

A andlise por FTIR foi realizada para verificar os grupos funcionais presentes
nas membranas porosas de quitosana pura e as possiveis alteragdes nas vibracoes
caracteristicas dos grupos funcionais da quitosana decorrentes da incorporagéo do
farmaco fentanil.

Na Figura 20 observam-se os resultados de FTIR da solugédo de citrato de
fentanila puro, das membranas porosas de quitosana pura e das membranas
porosas de quitosana/F.
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Figura 20 — FTIR do citrato de fentanila puro, das membranas de quitosana pura nas concentragbes
de 0,5%, 1,0% e 2,0% e das membranas de quitosana/F nas concentragdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% de
quitosana.
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Fonte — Préprio autor.

O espectro de infravermelho da quitosana obtido para todas as concentracdes
(Figura 20) esta de acordo com os resultados apresentados por Ponciano, (2010)
onde também foi observada a presenca das bandas consequentes das vibragcdes
dos grupos funcionais correspondentes a O-H da hidroxila em ~3400-~2995 cm™, C-
H do CH, e CH3 em ~2995-~2873 cm™’, do RHN-C=0 da amida em ~1650 cm™’, do
N-H da amina em ~1560 cm™, novamente do O-H da hidroxila e do C-H do anel
glicosidico em ~1423 cm™ e ~1319 cm™ respectivamente, do C-H do CHz em ~1377
cm' e do C-O-C da ligagéo éter em ~1150 cm™, ~1062 cm™ e ~1020 cm™.

A partir do espectograma da solugao de citrato de fentanila pode-se obter
poucas informagdes do farmaco dissolvido devido a grade concentragdo de solugéo
aquosa em relacdo a concentracdo de farmaco. Verifica-se esta elevada
concentracao de solugao diluente a partir da banda localizada em aproximadamente
~3400-~2995 cm’' correspondente a O-H da hidroxila. Observa-se em
aproximadamente 1650 cm™ uma banda correspondente a vibragées do grupo
amida da estrutura quimica do fentanil.

Verifica-se nos espectros de infravermelho para as membranas de
quitosana/F em todas as concentragdes de quitosana estudadas (0,5%, 1,0% e 2,0%

(m/v)), que ndo ocorreu modificagdo no espectro tipico de quitosana, indicando que
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o farmaco, ao ser incorporado, ndo reagiu com as cadeias de quitosana originando
novos radicais a estrutura, ou seja, ocorreu apenas a mistura do fentanil com a

solucéo de quitosana.
5.5 Difracao de Raios X (DRX)

A analise por DRX foi realizada para avaliar possiveis alteragdes ocorridas na
estrutura cristalina da membrana porosa de quitosana decorrentes da incorporagao
de citrato de fentanila a solugao formadora das membranas.

Na Figura 21 observam-se os difratogramas de DRX de todas as membranas
sintetizadas neste trabalho. As intensidades dos difratogramas das membranas de
quitosana e quitosana/F nas concentragcées de 1,0% e 2,0% (m/v) de quitosana
estéo acrescidas dos valores de 100 e 200 para melhor visualizagao dos resultados.

Figura 21 — DRX das membranas porosas de quitosana pura e quitosana/F nas concentragdes de
0,5%, 1,0% e 2,0% (m/v).
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Fonte — Préprio autor.

Verifica-se na Figura 21 para os difratograma da quitosana pura um perfil
tipico de um material semicristalino com a presenca de dois picos de base larga
localizados e aproximadamente 20=10° e 20=20°, que segundo Urugami, Tokuro

(2006), corresponde a um difratograma tipico de quitosana.
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Observa-se a partir da Figura 21 que a incorporacdes do farmaco, em todas
as concentragbes de quitosana estudada, ndo modificou o perfil semicristalino da
quitosana e nem proporcionou 0 surgimento de novos picos no difratograma.
Indicando assim que nao ocorreu modificacdo na membrana de quitosana

decorrente da incorporacao do farmaco a solugdo matriz da membrana.

5.6 Ensaio de Intumescimento

O ensaio de intumescimento foi realizado para verificar quantas vezes o
volume da membrana é acrescido quando o0 mesmo € submerso em solugdes
aquosas, assim como observar se ocorre ou ndo variagdo neste volume de solugéo
absorvida/adsorvida decorrente da incorporacao do farmaco a solucado matriz
formadora da membrana porosa de quitosana/F.

Na Figura 22 observam-se os resultados obtidos a partir do ensaio de

intumescimento de todas as membranas sintetizadas neste trabalho.

Figura 22 — Resultados do ensaio de intumescimento das membranas sintetizadas neste trabalho.
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Fonte — Préprio autor.

Nota-se na Figura 22 que todos os perfis de intumescimento apresentam
valores de raz&do de intumescimento muito proximos, e que os valores com e sem a
adicao de farmaco nao diferem, indicando que o farmaco incorporado na membrana

néo interfere no grau de intumescimento da matriz polimérica. Todas as membranas
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apresentarao estabilizacdo de intumescimento em aproximadamente 70 h de ensaio
com uma razédo de Q entre 5,5 e 5,8. Como era esperando, de acordo com o
aumento da concentragcdo de quitosana verifica-se certo retardo na absorcdo de
solucdes, este fato esta ligado a uma maior densidade de membrana como
observado na analise de MO, dificultando a entrada de agua na matriz polimérica.

5.7 Ensaio Biodegradacao Enzimatica

O ensaio de biodegradacdo enzimatica foi realizado para verificar a
degradacdo das matrizes poliméricas de todas as concentracdes submetidas a
solucao tampéo e solugcéo tampéo contendo enzimas lisozima.

Nas Figuras 23 e 24 observam-se os resultados obtidos para o ensaio de
biodegradacdo em solucdo tampao de PBS e em solucao tampao de PBS+enzima

lisozima.

Figura 23 — Ensaio de biodegradacdo das membranas porosas sintetizadas submetidas a solucao
tampao de PBS.
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Figura 24 — Ensaio de biodegradacdo das membranas porosas sintetizadas submetidas a solugéo

tampao de PBS+enzima lisozima.
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Observa-se na Figura 23 e 24 que a adicdo do farmaco a membrana de
quitosana nao influencia significativamente na degradagcdo da membrana, tanto em
PBS como em PBS+enzima lisozima. A significancia da variacao foi analisada por
planejamento one-way utilizando o teste t (a=0,05), onde verificou-se que a
diferenca entre os valores de degradacdo de membranas com incorporagdo de
farmaco nao diferem estatisticamente dos valores de degradacao das membranas
de quitosana pura.

Com relacdao a concentracao das solugdes de quitosana, verifica-se que
guanto maior a concentracao de quitosana menor a degradacao da membrana, este
fato esta ligado a uma maior densidade da membrana, o que dificulta a entrada de
fluidos na matriz polimérica diminuindo a taxa de degradacéo, ja que a degradacao
da quitosana se da por quebra hidrolitica. O que corrobora com os resultados
observados no ensaio de intumescimento.

Observa-se que a adicdo de enzima acelera o processo de degradacéo,
chegando a valores percentualmente maiores com relacdo as membranas
submetidas apenas a PBS de 40% para a amostra com concentracdo de 0,5% de
quitosana, de 50% para a amostra com concentracdao de 1,0% de quitosana e de

100% para a amostra com concentragéo de 2,0% de quitosana no 7° dia.
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5.8 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizando visando avaliar a toxicidade das
membranas sintetizadas, assim como verificar possiveis modificacbes nesta
toxicidade decorrente da adicao do farmaco a solucdo matriz da quitosana.

Na Figura 25 observam-se os resultados obtidos para o ensaio de
citotoxicidade.

Figura 25 — Resultados do ensaio de citotoxicidade para todas as membranas sintetizadas neste
trabalho.
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Fonte — Proprio autor.

Observa-se que todas as membranas porosas apresentaram viabilidade celular
superior a 70%, segundo a NBR ISO 10993-5:2009 (2009) viabilidades celulares
maiores ou iguais a 70% indicam um material nao citotéxico, o0 que comprova que

nenhuma das membranas sintetizadas neste trabalho apresentou-se citotéxica.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que é possivel sintetizar
uma matriz polimérica a base de quitosana em formato de membrana porosa, que
apresenta poros aparentemente interconectados e que € capaz de carrear citrato de
fentanila na forma de sistema matricial de carreamento de farmaco, sem que o
processo de incorporacdo do farmaco a solugdo matriz de quitosana provoque
alteracdes na estrutura, tanto da quitosana como do farmaco. Estrutura esta que
exclusivamente a partir da variagao da concentracdo de quitosana, consegue-se
controlar variaveis como grau de intumescimento e taxa de biodegradacao, que sédo
variaveis de extrema importancia quando o interesse é produzir um sistema matricial
de liberacdao controlada de farmaco. Verificou-se também que a incorporacdo do
farmaco a membrana porosa ndo torna a mesma citotdxica, o que torna este

material promissor para testes in vivo.
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