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RESUMO

Cancer € um conjunto de doencas nas quais existe a multiplicacdo
desordenada de células. A quimioterapia esta entre os métodos convencionais de
tratamento do cancer na qual a Cisplatina € um dos farmacos que possuem alvo
terapéutico no DNA. Um dos métodos que estd sendo utilizado para o tratamento do
cancer € o sistema de liberacdo controlada de farmacos que apresenta biomateriais
como agentes facilitadores. A quitosana, por possuir grupamentos que podem sofrer
modificacdes, apresenta boa escolha para a liberacdo controlada de farmacos. Uma
alternativa para melhorar as propriedades mecéanicas e de degradacdo quimica da
quitosana é o PVA (Poli alcool vinilico). O objetivo desse trabalho € desenvolver
blenda polimérica a base de quitosana e PVA, para utilizagdo potencial como
biomaterial para liberacdo controlada de cisplatina. Para a producao das esferas de
quitosana/PVA foi feita a dissolucdo de quitosana em &cido acético. As esferas
ficaram imersas na solucdo e depois foram lavadas em agua destilada. Houve
adsorcao da Cisplatina nas esferas de quitosana/PVA em autoclave. As esferas de
quitosana/PVA foram caracterizadas por FTIR e microscopia eletrénica de varredura.
A avaliagéo da adsorcdo da Cisplatina em Quitosana/PVA foi realizada por ensaios
Microscopia Eletronica de Varredura, FTIR e UV-visivel. Observa-se o tamanho das
microesferas de Quitosana/PVA através da realizacdo do MEV e a presenca de
superficie regular com pouca porosidade, compativeis com microesferas de
quitosana reticuladas com PVA. Pode-se concluir que o complexo Quitosana/PVA
apresenta comportamento de veiculo para liberacdo de farmaco.

Palavras chave: Cancer, Cisplatina, Quitosana, PVA



ABSTRACT

Cancer is a group of diseases in which there is uncontrolled cell proliferation.
Chemotherapy is one of the conventional methods of cancer treatment in which
cisplatin is one of the drugs having therapeutic target DNA. One of methods being
used for the treatment of cancer is controlled drug release system which has
biomaterials as facilitating agents. Chitosan, by having groups which can undergo
modifications, shows good choice for the controlled release of drugs. An alternative
to improve the mechanical and chemical degradation of chitosan properties is PVA
(poly vinyl alcohol). The aim of this work is to develop polymer blends based on
chitosan and PVA, for potential use as biomaterials for controlled release of cisplatin.
For the production of spheres chitosan / PVA was made dissolving chitosan in acetic
acid. The beads were immersed in the solution and then washed with distilled water.
There was adsorption of Cisplatin in the spheres of chitosan / PVA in an autoclave.
Spheres of chitosan / PVA were characterized by FTIR and scanning electron
microscopy. The evaluation of adsorption of Cisplatin on Chitosan / PVA was
performed by testing scanning electron microscopy, FTIR and UV-visible. The size of
the microspheres Chitosan / PVA observed the presence of smooth surface with low
porosity, compatible with Chitosan microspheres crosslinked PVA. It can be
concluded that the complex chitosan / PVA presents the vehicle behavior for drug
delivery.

Keywords: Cancer, Cisplatin, Chitosan, PVA
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1. INTRODUCAO

O céancer € a segunda doenca ndo-transmissivel mais prevalente que
acomete o ser humano, perdendo apenas para a cardiopatia isquémica. Dentre 0s
tratamentos convencionais utilizados contra a doenca, citam-se: as incisdes
cirdrgicas que sédo as modalidades terapéuticas mais antigas, a quimioterapia que se
utiliza de drogas citotdxicas e a terapia com radiacdo que apresenta grande eficacia
no controle de diversos tipos de tumores malignos (VYAS et al, 2010). Os terriveis
efeitos colaterais e adversos causados nos pacientes, assim como a qualidade de
vida destes tém sido o grande alvo e desafio de médicos cientistas. Em varios casos
€ necessario que se combine mais de uma modalidade de terapia para que se
consiga combater o cancer (BELIZARIO, 2002).

Os agentes antineoplasicos para o tratamento do céancer incluem o0s
alquilantes polifuncionais, os antimetabdlitos, os antibiéticos antitumorais, 0s
inibidores mitoticos e outros. (BRASIL, 2014).

A Cisplatina é agente antineoplasico da familia dos alquilantes que sé&o
compostos capazes de substituir em outra molécula o atomo de hidrogénio pelo
radical alquil. Eles se ligam ao DNA impedindo a separacdo dos dois filamentos na
dupla hélice, impedindo assim a replicacdo. Os alquilantes afetam as células em
todas as fases do ciclo celular de modo inespecifico (BRASIL, 2014).

Biomateriais sdo materiais que possuem caracteristicas adequadas para a
substituicdo total ou parcial de tecidos presentes no corpo (SINHORETI, VITTI e
CORRER-SOBRINHO, 2013). O material escolhido para ser usado como biomaterial
deve possuir alguns requisitos como bioatividade, ndo possuir efeito carcinogénico,
ndo provocar reacbes alérgicas e possuir biocompatibilidade (PEREIRA,
VASCONCELOS e OREFICE, 1999). Um dos materiais utilizados para esse fim é o
biopolimero quitosana. A quitosana possui caracteristicas atdoxicas além de ser
biodegradavel e biocompativel sendo obtida a partir de fonte natural renovavel.
(AZEVEDO, 2007). E o principal derivado da quitina de custo relativamente baixo. A
quitina € um polissacarideo que pode ser extraido do exoesqueleto de crustaceos,
ou seja, presente de forma abundante na natureza. A quitosana possui propriedades
guimicas e bioldgicas distintas, devido aos seus grupos quimicos amino e hidroxila

que podem sofrer modificacbes (COSTA JUNIOR, 2008). Essas modificacbes
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podem conferir propriedades funcionais presentes no proprio polimero
(GONCALVES, 2011).

As aplicacbes da quitosana como biomaterial, tém crescido muito nos ultimos
anos, um dos seus usos é no sistema de liberacdo controlada de farmacos
(BEZERRA, 2011). O grau de desacetilacdo é uma caracteristica importante da
quitosana, ja que ele determina o contelddo de grupos aminicos livres no
polissacarideo diferenciando-o da quitina e influenciando principalmente a sua
solubilidade. A quitosana tem grupos amino e hidroxila reativos capazes de serem
submetidos a modificacbes quimicas. Essas modificacbes acontecem em meios
aquosos acidos de pH < 6,5 possui alta carga positiva sobre os grupos —NHs". Ja em
acidos diluidos (pH<5,5) os grupos aminos livres sdo protonados e as moléculas se
tornam sollveis (JIANG et al, 2014).

Estes sistemas de liberacdo utilizam os biomateriais como agentes
facilitadores na entrega de farmacos, capazes de proporcionar taxas de liberacdo
controlada e prolongada, de maneira a se obter resposta 6tima com o minimo de
efeitos colaterais (BEZERRA, 2011). A quitosana, por possuir grupamentos que
podem sofrer modificagcBes é uma alternativa de escolha para a liberagdo controlada
de farmacos no meio gastrointestinal, mucosa oral, canais radiculares, entre outros
(SPIN-NETO, 2008).

Na administracdo por via oral, a quitosana apresenta a vantagem de nao ser
absorvida pelo organismo. Esta também apresenta propriedade muco adesiva,
favorecendo sua utilizacdo para promover o transporte de farmacos através da
mucosa, tanto no estbmago, como no intestino (SPIN-NETO, 2008).

Para melhorar as propriedades mecéanicas da quitosana usa-se hidrogeis
poliméricos sintéticos como o poli(alcool vinilico) (PVA) . O hidrogel de PVA possui
como caracteristicas: transparéncia, consisténcia macia, quando na forma de
membrana, e apresenta alta resisténcia quimica sendo compativel e biodegradavel
(COSTA JUNIOR, 2008). A aplicacdo do gel de quitosana pode promover a longa
permanéncia de farmacos no organismo, sendo enviados para os tecidos aos quais
foram designados, aliados a alta eficacia e aceitabilidade (SPIN-NETO, 2008). O
grau de hidrdlise do PVA reduz a solubilidade deste na agua estabilizando
energeticamente as cadeias devido as ligacdes de hidrogénio aumentando assim, a

adesdo em superficies hidrofilicas, a viscosidade e a resisténcia a tragdo. A massa
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molar desse material em até 30kg/mol ndo apresenta toxicidade (COSTA JUNIOR,
2008).



14

2. JUSTIFICATIVA

Baseado em dados epidemiolégicos, sabe-se que o0 cancer € doenca
multifatorial e também considerada com alta taxa de mortalidade e morbidade que
leva a Obito mais de seis milhdes de pessoas, isso representa 12% de todas as
causas de morte do mundo e faz com que o cancer esteja entre um dos principais
problemas de saude publica mundial.

A busca por modalidades de tratamento cada vez mais especificas e com
menos efeitos colaterais tem sido alvo de muitas pesquisas. Varios estudos revelam
gue a quitosana possui a propriedade de agente de liberacéo controlada.

Com o intuito de criar mais uma alternativa no tratamento do cancer justifica-
se avaliar o comportamento da quitosana para o controle da liberagdo de Cisplatina

que é um quimioterapico com elevada toxicidade.
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3. OBJETIVOS DO PROJETO
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver estrutura polimérica a base de quitosana e PVA poli (alcool

vinilico), para utilizacéo potencial como biomaterial para incorporacéo da cisplatina.
3.2 Objetivos Especificos

1 — Caracterizar a quitosana e o PVA por Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR), Difratometria de Raio-X (DRX) e
Termogravimetria;

2 — Caracterizar a Cisplatina pelas técnicas de FTIR e UV-visivel;

3 — Promover a reticulacdo fisica da quitosana e do PVA através da mistura
dos polimeros na propor¢éao de 75/25% em massa;

4 — Produzir esferas de quitosana/PVA pela técnica de geleificacao;

5 — Verificar a compatibilidade do sistema quitosana/PVA com a cisplatina;

6 — Caracterizar os materiais obtidos através das técnicas de FTIR,
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), DRX, Raio-X de Energia Dispersiva
(EDX) e Fluorescéncia de Raio-X;

7 — Avaliar o perfil de liberacédo do farmaco em pH (7,00+0,05).
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1 O Cancer

O cancer é considerado doenca de alta complexidade com crescimento
desordenado de células que possui varios subtipos e pode afetar de diferentes
maneiras, os mais diversos tecidos do organismo (DALKIC, 2010). As células
neoplasicas conseguem crescer mesmo sem os fatores de crescimento tornando-se
indiferenciadas de forma descontrolada, o que determina a formacdo de tumores
malignos além disso, a doenca pode-se espalhar por outras regibes do corpo,
causando metastase (DALKIC, 2010).

A diferenca entre tumor benigno e maligno esta na capacidade deste Ultimo
em invadir outros tecidos e formar novos tumores. Assim, as células quando se
tornam malignas adquirem caracteristicas metabdlicas e biolégicas como:
proliferacdo descontrolada, capacidade de imortalizacdo da célula, devido a ativacao
da telomerase, perda da funcdo e capacidade de especializacdo e capacidade em
induzir metastases (BELIZARIO, 2002).

As causas de cancer podem ser externas como fatores ambientais, habitos e
costumes que estdo presentes na sociedade, até fatores genéticos que produzem
mutacOes no DNA e transmissao de informagdes aos genes tumorais. Quando estes
genes sao traduzidos, formam proteinas com perda ou ganho de funcao biol6gica
(BELIZARIO, 2002).

Dados dos anos de 2010 e 2011 apresentam 489.270 novos casos de cancer
no Brasil, sendo a distribuicdo destes novos casos de forma heterogénea entre os
Estados e capitais do pais. As maiores taxas estdo concentradas nas regifes Sul e
Sudeste, ja nas regides Norte e Nordeste concentram-se as menores taxas. Na
regido Centro-Oeste as taxas estdo dentro do padrdo intermediario de ocorréncia.
Esse cenario evidencia que a continuidade em investimentos de a¢cfes que sejam
abrangentes ao controle do cancer nos mais diferentes patamares de atuacao,
como: promocdo da saude, formacdo de recursos humanos, detecgcdo precoce,

assisténcia aos pacientes, sdo de extrema necessidade (DALKIC, 2010).
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4.2 A Quimioterapia e a Radioterapia

A quimioterapia e a radioterapia estdo entre os métodos convencionais de
tratamento contra o cancer que induzem as células neoplasicas, geralmente, a
apoptose com condensacédo e fragmentacdo nuclear. Por meio desses métodos de
tratamento, a sobrevida de muitos pacientes diagnosticados com neoplasias pode
ser estendida (SAFDIE, 2009).

O maior obstaculo dos antitumorais consiste em atingir somente as células
tumorais, sem trazer efeitos colaterais ao paciente (LEE e WONG, 2011). Portanto,
os efeitos colaterais causados as células normais e tecidos devido a alta toxicidade
das drogas, limitam-se a densidade e a intensidade da dosagem do quimioterapico
administrado, o que muitas vezes acaba comprometendo a eficacia do tratamento.
As drogas podem provocar cardiotoxicidade e nefrotoxicidade, restringindo a
atuacao do seu completo potencial terapéutico (SAFDIE, 2009).

Muitas das drogas quimioterapicas, como Taxol, Cisplatina, Anfotericina, e
Ramicin provocam nos pacientes em tratamento, notaveis efeitos colaterais
imunossupressores, paralisia, dor de cabeca, falta de apetite, dores abdominais,
gueda de pélos, elevacdo da temperatura corporea, xerostomia, vomitos, nauseas,
diarreia (LIU, ZHANG e YAN, 2011). Além de possuirem propriedades citotéxicas
diretas ao ataque as células tumorais, a irradiagdo medeia muitos efeitos em células
e tecidos, algumas das quais podem estimular resposta imunolégica (APETOH et al,
2008).

A radioterapia utiliza-se da radiacdo ionizante para o tratamento dos mais
diversos tipos de cancer como forma curativa, paliativa e profilatica. Uma vez que as
células cancerosas possuem natureza indiferenciada e se reproduzem com rapidez,
ha diminuicdo na capacidade de reparacdo da quebra do DNA. A radioterapia, por
sua vez, acumula prejuizos as células neoplasicas, fazendo com que essas se
reproduzam mais lentamente, o que leva a contracéo ou total destruicdo do tumor
(PRAETORIOUS e MANDAL, 2007).

As vias de administracdo predominantes de antineoplasicos na quimioterapia
€ a endovenosa que por sua vez, possui progresso de desenvolvimento limitado e

gue muitas vezes nao direciona o medicamento especificamente as células tumorais
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(HUGHES, 2004). Para que terapias com DNA e RNA obtenham sucesso é
necessaria a inovagao da técnica de administragéo.

Para o sucesso do tratamento do cancer é necessario que a concentracao do
quimioterapico/radioterapico seja apenas o suficiente para atuar efetivamente nas
células neopléasicas de forma que possa haver a reducéo na toxicidade indesejada,
melhorando assim, a qualidade de vida do paciente (SAFDIE, 2009)
(PRAETORIOUS e MANDAL, 2007).

4.2.2 Cisplatina

A Cisplatina é um farmaco antineoplasico alquilante que possui atomo central
de platina com dois &tomos de cloro e dois grupos ambnia como apresentado na
figura 1. Sua descoberta na década de 60 resultou em importante avanco medicinal
no que se refere ao combate ao cancer, como o de mama, pulmao, cabeca e
pescoco, ovario e testiculo (BRASIL, 2014; SIDDIK, 2003).

Figura 1 — Estrutura quimica da Cisplatina

Cl NH;

/
Pt
7N

Cl NH;

Adaptado: FORTES et al, 2006.

Cisplatina € complexo inorganico neutro planar que reage com o DNA para
induzir os seus efeitos bioldgicos que culminam em qualquer reparacdo de danos no
material genético e a sobrevivéncia celular ou a ativacdo do programa apoptotico
irreversivel. No entanto, para que ocorra interagdo com o DNA, a cisplatina neutra
tem que ser ativada através de uma série de reacdes espontaneas, as quais

envolvem a substituicdo sequencial dos cis-cloros ligados a cisplatina com
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moléculas de 4gua (FORTES, 2006). Essa forma ativa da Cisplatina € reconhecida
como espécie altamente reativa, mas a sua formacéo é limitante a taxa de interacao
com diversos nucleodfilos enddégenos, tais como a glutationa (GSH), metionina,
metalotioneina, e proteina. Assim, quando a cisplatina entra nas células, ocorre a
inativacao citoplasmatica por estes e outros componentes intracelulares (SIDDIK,
2003).

O farmaco possui alvo terapéutico no DNA, sendo capaz de se intercalar com
este formando ligacbes cruzadas com os filamentos de purina inibindo assim, a
replicacdo e transcricdo do material genético da célula, esse mecanismo € capaz de
levar a quebras, erros de codificacdo e apoptose (RANDON, 2006) (FORTES, 2006).

Em funcdo da sintese de compostos com estruturas analogas
a da Cisplatina e sua utilizacdo em testes bioldgicos, algumas caracteristicas gerais
entre estrutura e atividade tém sido delineadas (FONTES, ALMEIDA e NADER,
1996).

Essas caracteristicas sdo descritas a seguir:

(&) Os complexos de cisplatina devem ter configuragéao
cis, ou seja, apresentar dois grupos com configuracéo relativa
cis, ja que os correspondentes isdbmeros trans sao
considerados inativos;

(b) Os complexos devem ser eletricamente neutros,
embora a forma ativa possa ser carregada, apos a troca de
ligantes no meio bioldgico;

(c) Os ligantes que néo séo trocados devem ser aminas
relativamente inertes, preferencialmente com um atomo de

hidrogénio no grupo diretamente ligado a platina, ou o NHg;
(FONTES, ALMEIDA e NADER, 1996).

A cisplatina possui espectro de absorgéo no ultravioleta na faixa entre 230nm
a 350nm, para solucdo amostra a 0,1% (p/v) em agua ela exibe maximo em 300nm.
Seu pH esta entre faixa entre 3,5 a 6,5, contém, no minimo, 90,0% e, no maximo,
110,0% da quantidade declarada de Cl,HgN,Pt em sua solucdo injetavel (BRASIL,
2010).
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Pacientes em tratamento com Cisplatina devem ser cuidadosamente
observados quanto a possiveis reagfes do tipo anafilaticas. Equipamentos e terapia
de suporte devem estar disponiveis, caso ocorram estas reacdes. Antes e apos cada
tratamento, devem ser efetuados 0s seguintes exames laboratoriais: Ureia,
creatinina sérica e clearance de creatinina (NEVES e VARGAS, 2011; BRASIL,
2010; FADULCISPLA, 2014).

Apesar da alta eficacia da cisplatina, efeitos colaterais, como
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, além de resisténcia adquirida a droga
apos determinado tempo de administracdo, representam sua limitacdo a
utilizagdo. Muitos fatores tém sido atribuidos & resisténcia adquirida a
cisplatina, entre eles a desativacdo do farmaco por proteinas e peptideos
contendo enxofre no plasma, ocorréncia de reparo no DNA, diminuicdo do
acumulo na célula e aumento do efluxo (NEVES e VARGAS, 2011, p.200).

Além da neurotoxicidade e nefrotoxicidade foram relatados casos de
ototoxicidade (dano ao sistema coclear), como zumbido no ouvido e diminui¢do da
acuidade auditiva. A perda auditiva pode ser uni ou bilateral, reversivel ou ndo. As
nauseas e vomitos sdo provocados em quase todos 0s pacientes, que comecam
geralmente entre 1 a 4 horas apds o tratamento, podendo persistir por mais de uma
semana, outras reacOes observadas sao: diarreia, anorexia, solugos, alopecia,
astenia e mal estar (FADULCISPLA, 2014).

Devido aos efeitos colaterais da Cisplatina inUmeras pesquisas tém sido
desenvolvidas para propor novos meios de administracdo desse farmaco de modo a
tornar esse medicamento mais biodisponivel e menos téxico fazendo com que o

tratamento do cancer seja mais eficiente.

4.3 Liberacao controlada de farmacos

Os problemas mais comuns que os farmacos apresentam sdo sua rapida
metabolizacdo no organismo, os efeitos toxicos decorrentes de sua baixa
solubilidade plasmética e/ou sua acgdo indiscriminada sobre células sadias
(PRAETORIOUS e MANDAL, 2007). O farmaco potencialmente ativo deve

permanecer na circulacdo o tempo necessario para apresentar efeito terapéutico,



21

dentro de uma faixa segura de alta eficacia, combinada a baixa toxicidade e um
minimo de doses repetitivas (VYAS et al, 2010).

Um dos meétodos alternativo, interessante no tratamento do céncer € o
sistema de liberacdo controlada de farmacos que consiste em carrear pequenas
doses de agentes farmacoldgicos de forma efetiva e controlar a distribuicdo desse
medicamento dentro do corpo. O uso de sistemas de liberacdo controlada é hoje
tecnologia muito importante na terapia de diagndstico e tratamento de cancer, pois
fornece melhor penetracdo do medicamento dentro do corpo com reduzindo risco
quando comparado a terapia convencional. A distribuicdo mais eficiente do farmaco
usando liberagdo de forma controlada baseia-se em parametros como o tamanho
relativamente pequeno da substancia que resulta num tempo mais longo de
circulacdo do medicamento, uma vez que essas substancias possuem propriedades
vantajosas como a solubilidade e a biocompatibilidade aumentadas (JAIN, 2005).

Essa area tem despertado muito interesse nos pesquisadores por estar
potencialmente revolucionando a entrega de drogas as células-alvo, de forma a
preservar as células saudaveis e diminuindo os efeitos colaterais dos farmacos
(BERGMAN, 2008). Os principais sistemas de carreamento de drogas sé&o:
lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas, ciclodextrinas,
dendrimeros, estruturas de silicio, estruturas de carbono, estruturas de metal,
estruturas magnéticas, nanoestruturas de acidos nucléicos, nanoporos, fulerenos e
nanotubos (BERGMAN, 2008; SURENDIRAN et al, 2009; HUGUES, 2004).

Hughes (2005) complementa a ideia em que a eficiéncia na distribuicdo da
droga nas diversas partes do corpo esta diretamente relacionada ao tamanho da
particula em que a droga estd encapsulada, assim como a habilidade dos
carreadores em direcionar o farmaco as células-alvos sem afetar os tecidos
saudaveis, 0 que nao se percebe no tratamento convencional.

O sistema de carreamento de drogas para células tumorais tem vasta gama
de estratégias disponiveis para a liberacdo controlada do farmaco (JAIN, 2010).
Segundo Kim e Nie (2005), para o direcionamento das drogas de forma especifica,
deve-se levar em consideracdo as diferencas entre células cancerosas e células
normais que incluem: a proliferacdo descontrolada, insensibilidade a regulacdo do
crescimento e 0s sinais anticrescimento como inibidores farmacolbégicos da
apoptose, angiogénese e metastase podem ser muito exploradas. Enquanto Lyra e

colaboradores (2007) demonstram que se devem observar algumas caracteristicas
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dos farmacos, relativas a absorcédo: se é feita de maneira uniforme no trato
gastrointestinal; se é em doses pequenas; se ha existéncia de margem de
seguranca relativamente larga; se podem ser utilizados no tratamento de doencas
cronicas ao invés de agudas e as velocidades médias de absorcéo e excrecao.

Outras pesquisas apresentam resultados sobre o sistema de carreamento de
drogas comparando entre os diversos tipos de materiais que podem compor o
carreador (BERGMAN, 2008; YANG, PENG e WANG, 2009; COELHO, FERREIRA e
ALVES, 2009; ALLEN e CULLIS, 2004). Ainda mostram o uso de varios tipos de
carreadores que podem ser utilizadas simultaneamente formando carreadores
conjugados e dessa forma causar efeito mais eficaz sobre as células neoplasicas,
melhorando a cinética, biodistribuicdo e liberacdo do farmaco (CHRAI, MURARI e
AHMAD, 2002; ZHANG, YANG e GU, 2011; KHEMTONG, KESSINGER e GAO,
2009; PATRA, BHATTACHARYA e MUKHOPADHYAY, 2010).

Assim, os sistemas de liberacdo controlada de farmacos apresentam varias
vantagens quando comparados aos sistemas convencionais: maior controle da
liberacdo do principio ativo, diminuindo o aparecimento de doses toxicas e
subterapéuticas; utilizacdo de menor quantidade do principio ativo, resultando em
menor custo; maior intervalo de administracao; melhor aceitacdo do tratamento pelo
paciente; possibilidade de direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico
(BERGMANN, 2008).

4.4 Biomateirais

Os biomateriais podem ser entendidos como materiais utilizados como
dispositivos que substituem parte ou funcdo do corpo humano e que entram em
contato com tecidos vivos e devem ser seguros, econdmicos e fisiologicamente
aceitavel (OLIVEIRA, 2015). Os biomateriais se dividem em trés principais
subclasses: ceramicos, metalicos, poliméricos e compositos (LOURENCO, 2015).

A interagéo dos tecidos vivos com o biomaterial e a resposta do organismo a
presenca do material € um ponto desafiador no desenvolvimento de biomateriais
onde estes devem desempenhar sua funcéo com resposta adequada do hospedeiro
(RATNER et al, 2004).

A escolha do material para ser usado como biomaterial passa pela analise de

diversos requisitos como o efeito do ambiente organico no material (corroséo, forma
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e tipo de degradacdo) e o efeito do material no organismo (PEREIRA,
VASCONCELOS e OREFICE, 1999).

Como h& contato com os fluidos, é essencial que o material apresente
biocompatibilidade, ou seja, ndo produza resposta biolégica adversa, ndo induza
efeito sistémico, ndo seja toxico, carcinogénico, antigénico ou mutagénico (MORAIS,
GUIMARAES e ELIAS, 2007; PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015).

A biocompatibilidade pode ser entendida como a capacidade de determinado
material desempenhar a funcédo esperada sem produzir efeito indesejado local ou
sistémico e de gerar resposta tecidual ou celular benéfica e apropriada (OLIVEIRA,
2015).

Os biomateriais implantaveis podem ser classificados em quatro categorias de
acordo com o tipo de reacdo que acarretam nas células as quais entram em contato,
a saber: biotolerantes, ndo toxicos inertes (bioinertes), bioativos e ndo téxicos
degradaveis (bioreabsorviveis). Os toxicos sdo aqueles que resultam na morte das
células que circundam o implante se tornam biotolerantes devido a camada de
tecido mole ao longo da interface que evita seu contato direto com os tecidos
circundantes, ja 0s ndo toxicos ou bioinertes causam a formacao de tecido fibroso
em torno do implante. Biomateriais bioativos sdo aqueles reconhecidos
biologicamente por apresentarem em sua constituicdo fatores de adesdo, sitios
polianiénicos similares aos de polissacarideos regulatérios ou sitios para a clivagem
enzimatica envolvidos na migracao celular. Por fim, os biomateriais classificados
como ndo toxicos e degradaveis chamados de bioreabsorviveis, possibilitam que as
células saudaveis circundantes ou nele presentes crescam e substituam a matriz
que constitui o biomaterial (OREFICE, PEREIRA e MANSUR, 2006; PIRES,
BIERHALZ e MORAES, 2015).

Biomateriais naturais apresentam vantagem em relacdo a outros materiais ja
que possuem reconhecimento biologico favoravel pelo receptor e pela presenca de

moléculas estruturais e funcionais como é o caso da quitosana (OLIVEIRA, 2015).
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4.4.1 Quitina

4.4.1.1 Aspectos gerais

A quitina é biopolimero de abundante ocorréncia natural, sendo encontrado
no exoesqueleto de crustaceos, em paredes celulares de fungos e de outros
materiais biologicos (ARVANITOYANNIS, NAKAYAMA e AIBA, 1998).

As principais fontes para a obtenc&o de quitina sdo carapacas de crustaceos
que podem variar de 3 a 42%, dependendo da espécie, do seu estado nutricional e
do estagio do ciclo reprodutivo na qual a mesma se encontra (SANTOS, CIRILO e
NUNES, 2011).

A quitina é semicristalina com as cadeias lameladas paralelas. Nesses
dominios cristalinos o arranjo das cadeias nas folhas possui variagbes. A quitina
apresenta trés polimorfas, denominadas a, e y-quitina, que se diferenciam pela
disposicédo relativa das extremidades redutora e nao-redutora das cadeias nas
folhas. Essas variagdes nos dominios cristalinos atribuem as polimorfas diferentes
propriedades, devido as possibilidades de ligacdbes de hidrogénio intra e
intermoleculares (PAVINATTO, 2009; DIAS, 2013; PANGESTUTI e KIM, 2010).

Esta € um homopolissacaridio linear constituido exclusivamente por residuos
de N-acetil-D-glucosamina (GlcNac) ligados por ligagdo glicosidica B (—> 4)
como pode ser observado na figura 2 (MELO e CUAMATZI, 2007).

Outro homopolissacaridio em grande abundéancia na natureza é a celulose. A
quitina se diferencia da celulose (figura 2) em cada grupo OH de carbonos que é
substituido por um grupo acetamina. Na celulose a ligacdo se faz por hidroxila
(DALLAN, 2005; MELO e CUAMATZI, 2007).

Esse biopolimero supera a celulose em termos de taxa de reposi¢cdo, que
chega a ser duas vezes maior. A quitina e a celulose além de possuirem
caracteristicas estruturais semelhantes atuam como invélucros protetores e
materiais de suporte e defesa nos organismos em que estao presentes (CAMPANA-
FILHO et al, 2006).
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Figura 2 — Diferenca nas estruturas da Celulose e da Quitina
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4.4.1.2 Historico

Em torno de 1823, os pesquisadores Odier e Children isolaram a quitina
através de multiplos tratamentos com solucdes de hidroxido de potéassio concentrado
(BERGER, 2013). Entretanto, pode-se presumir que foi isolado quitosana ao inves
de quitina, uma vez que, a quitina em meio alcalino concentrado pode sofrer
desacetilagéo.

A quitina foi isolada por Braconnot em 1811 em fungos e denominada fungina
(CAMPANA-FILHO et al, 2006). Ja em 1823 ela foi isolada em insetos pelo professor
Odier e assim foi dado o nome de quitina (SANTOS, 2004). Odier também
relacionou a semelhanca entre as substancias presentes nos insetos e nos tecidos
vegetais (BERGER, 2013).

A descoberta de quitosana em 1859 por C. Rouget marcou o inicio de intensa
pesquisa sobre esses compostos (CAMPANA-FILHO et al, 2006). Essa
denominacéo foi proposta por Hoppe-Seyler porque a quitosana possui quantidade
de nitrogénio igual a quitina original (ROBERTS e DOMSZY, 1992). Atualmente, os
usos industriais e em larga escala de quitina ainda sdo muito menos importantes que
os de celulose, mas alguns importantes segmentos do mercado ja sdo ocupados por
derivados do polimero, como na industria cosmética e alimenticia (CAMPANA-
FILHO et al, 2006).
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4.4.2 Quitosana

A quitosana (Figura 3) é um biopolimero cujo grau de desacetilacdo, com
distribuicdo de massa molar e conteido de impurezas que dependem das fontes
naturais de matéria-prima e dos métodos de preparacdo (LARANJEIRA e FAVERE,
2009).

O biopolimero € derivado da quitina por desacetilacdo na presenca de agente
alcalino, como pode ser observado na figura 4, e onde o seu grau de desacetilacao
representa a porcentagem de grupos NH livres, e € geralmente representado como
um copolimero de 2-amino-2-desoxi-D-glicose (glicosamina) e 2-acetamido-2-desoxi-
D-glicose (N-acetilglicosamina). (ARVANITOYANNIS, NAKAYAMA e AIBA, 1998)
(LARANJEIRA e FAVERE, 2009).

A quitosana comercial possui, geralmente, grau de desacetilacdo (GD)
variando de 70 a 95%, com massa molar na faixa de 104 - 106 g.mol™ (CANELLA e
GARCIA, 2001).

Figura 3 — Estrutura quimica Quitosana
("H2OH
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Fonte: Produzido pela autora

As propriedades tanto da quitina quanto da quitosana estdo relacionados ao
GD das mesmas. O conhecimento preciso do teor de grupos N-desacetilados e,
consequentemente, de grupos NH; é importante para caracterizar qualquer processo
de desacetilacdo da quitina (CANELLA e GARCIA, 2001). A solubilidade da
qguitosana esta relacionada assim a quantidade de grupos NH, que podem ser

protonados em meio acido (SILVA, 2014).
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A quitosana pode ser preparada através de solugBes muito concentradas de
hidréxido de sodio (NaOH 40- 50%), o que promove a sua degradacdo. Nesta
reacdo de hidrolise sdo removidos todos ou somente alguns grupos acetila da
quitina, ocorrendo a liberacdo de grupos amino que ajudam na natureza catiénica da

quitosana resultante (DIAS et al, 2013).

4.4.1.4 Caracteristicas

Entre os varios polimeros renovaveis a quitosana é um dos mais importantes
em termos de biocompatibilidade (HE et al, 2016). Além dessa, o biopolimero possui
caracteristicas biofarmacéuticas como sensibilidade ao pH, e baixa toxicidade. A
quitosana pode ser metabolizada por certas enzimas humanas, especialmente a
lisozima, tornando-a biodegradavel (LARANJEIRA e FAVERE, 20009).

Suas estruturas, sejam elas porosas ou densas, exploram a natureza
policatibnica desse biopolimero, das quais sdo normalmente sintetizadas por
secagem ou coagulacédo de solucdes aquosas de guitosana levemente acidificadas.
A quitosana é composta de grupos aminos que se torna solivel em meios polares
com pH inferior a 6,5 (BEPPU, ARRUDA e SANTANA, 1999; GONSALVES, 2011).

A quitosana se refere a 60% de unidades desacetiladas, enquanto quitina
corresponde a produtos muito mais acetilados. Assim, por causa dos diferentes
conteudos de unidades acetiladas, quitina e quitosana possuem diferentes graus de
solubilidade, sendo que quitina é insolivel na maioria dos solventes, enquanto a
quitosana € soluvel em solu¢gbes aquosas de acidos organicos e inorganicos (GOY,
ASSIS e CAMPANA-FILHO, 2004).

4.4.1.5 Propriedades

Vérios fatores determinam as propriedades da quitosana, mas as principais
delas sé&o o peso molecular e o grau de desacetilacdo (RODRIGUES, 2006).

“A determinacgdo de sua massa molecular, que € comumente feito através da
viscosimetria (método relativo), sendo este o método mais rapido e simples”
(CATAO, 2012, p. 11).
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A gquitosana também age como quelante, pois ela pode se ligar seletivamente
a substancias como o colesterol, gorduras, proteinas, células tumorais, e também a
ions metélicos, 0 que tem originado sua exploracdo em diversas areas médicas.

Tratamentos sdo geralmente realizados de modo a tornar a quitosana mais
bacteriostatica, e para melhorar a sua resisténcia quimica e mecanica. Varios
trabalhos exploram a modificagdo de grupos funcionais da quitosana, principalmente
composta por grupos amino (BEPPU et al, 2007).

“‘Essa versatilidade da quitosana permite sua conformagcdo em formas tao
variadas, quanto sua aplicabilidade: fibras, glébulos, membranas, etc’” (BEPPU,
ARRUDA e SANTANA, 1999, p 163).

A cadeia polimérica da quitosana é do tipo ramificada e para determinadas
aplicacoes ela tem sido reticulada por agentes reticulantes como; acido sulfurico,
glutaraldeido, tripolifosfato, entre outros. Como a maioria dos polissacarideos e
proteinas, a quitosana é um material termoplastico constituida de cadeias
poliméricas individuais que sdo mantidas por ligacfes dipolo-dipolo e forcas de Van
der Waals (SILVA, FIDELES e FOOK, 2015).

O polimero quitosana em sua forma simples esté restrito a faixa de pH de
neutro e basico, pois nessa faixa a quitosana é insolluvel. A solubilidade da
quitosana em meios polares com valores baixos de pH é consequéncia dos grupos
amino protonaveis presentes na cadeia polimérica (CATAO, 2012).

Com a reticulacdo as cadeias de quitosana se mostram resistentes a valores
de pH baixos, ndo se solubilizando como mostra CATAO, 2012. Afim de melhorar a
solubilidade desse biopolimero e aumentar a adsorcao de outras substancias no
polimero é necesséario que os grupos amino permanecam livres (CATAO, 2012).
Contudo, o aumento no grau de reticulacdo pode ser prejudicial a capacidade
adsortiva do biomaterial, jA que as cadeias poliméricas se arranjam em rede
tridimensional impossibilitando a acessibilidade a grupos ativos do material e
diminuindo sua capacidade de expansao gerando um caréter hidrofébico (ROBERTS
e DOMSZY, 1982).

4.4.1.6 Esferas de quitosana

Quitosana no formato de esferas e microesferas tém sido produzidas e

amplamente empregadas em diversas areas de biotecnologia (GOY, ASSIS e
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CAMPANA-FILHO, 2004). SILVA (2014) descreve em seu estudo a adsorgéo do
Etinilestradiol em solucdo aquosa através de esferas de quitosana, observando o
potencial das esferas como adsorvente do horménio. TORRES, 2013 trabalha com
esferas de quitosana para imobilizacdo de enzimas.

Varios sistemas de producdo do biopolimero em esferas tém sido também
estudados. Diferentes métodos tém sido utilizados para preparar particulas de
quitosana dentre elas tem-se: separacdo de fase, técnica de evaporacao/extracao
de solventes, técnica emulsdo cross-linking, secagem por pulverizagdo e
geleificacdo ionotrdpica (SILVA, FIDELES e FOOK, 2015). O método de coagulagéo
€ uma das mais simples e consiste no gotejamento do biopolimero, anteriormente
dissolvido em solucao acida, em meio alcalino (CRUZ, VIEIRA e REIS, 2015; SILVA,
2014; SILVA, FIDELES e FOOK, 2015).

A forma esférica € desejada por apresentar vantagens como melhor
caracterizagdo superficial, permitindo parémetros uteis na reprodutibilidade dos
processos e comparacoes, além de otimizacdo do empacotamento em reatores e
dispositivo de filtracdo (GOY, ASSIS e CAMPANA-FILHO, 2004).

PBarros et al (2006) relata que a producéo de esferas de quitosana modificada
com 8-hidroxiquinolina e de reticulagdo das mesmas com epicloridrina permite a

obtencao de esferas resistentes a acao de solu¢cbes acidas.

4.4.1.7 Aplicacdes

Hidrogeis biocompativeis e biodegradaveis foram estudados usando
polimeros naturais que sao susceptiveis a degradacdo enzimatica, ou usando
polimeros sintéticos que possuem por¢des hidrolizaveis. Destes, hidrogeis usando a
quitosana tém recebido grande quantidade de atencdo devido a sua
biocompatibilidade, baixa toxicidade e degradabilidade por enzimas humanas
(BHATTARAI, GUN e ZHANG, 2010).

A quitosana tem sido pesquisada em varias aplicagbes, podendo ser
encontrada em varias formas no que se refere ao peso molecular médio e grau de
desacetilacéo (SILVA, FIDELES e FOOK, 2015). Devido as possiveis modificacbes
quimicas que o polimero pode sofrer, h4 otimizacdo de sua utilizacdo em diversas
areas de pesquisa, como na area farmacéutica, medicina, veterinaria, odontoldgica,

producdo de cosmeéticos, biotecnologia, engenharia genética, agricultura, industria
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alimenticia, controle de poluicdo, tratamento da agua, manufatura, fotogréafica entre
outras (CHEBA, 2011).

Membranas de quitosana tém sido explorada em diversos usos, tal como no
processo de evaporacdo de agua-etanol, imobilizador enzimatico e transporte de
espécime catibnico, separacdo e concentracdo de proteinas, gradiente de liberacdo
controlada, aplicacdes ambientais, entre outros (BEPPU, 2007).

Segundo PBarros et al (2006) a eficiéncia de adsorcdo da quitosana
funcionalizada foi testada em estudos de adsor¢cdo em batelada com solucdes de
concentragbes conhecidas do ion cadmio e observou aumento da adosrcdo desses
ions em esferas de quitosana.

A quitosana tem grande diversidade de aplicacbes na area biomédica. Este
biopolimero e seus derivados séo facilmente moldados em varias formas e podem
ser biodegradados pela lisozima. Assim, este biomaterial pode ser candidato muito
interessante para uso como sistema de liberacdo controlada para grande variedade
de farmacos (LARANJEIRA e FAVERE, 2009).

4.4.1.8 Aplicacoes na liberacdo controlada de fArmacos

BHATTARAI, GUN e ZHANG (2010) relatam que as propriedades da
quitosana a torna uma candidata ideal para a liberacdo controlada de farmacos. A
quitosana tem desempenhado um papel de lideranca em avancadas aplicacfes de
biomateriais, incluindo vetores néo virais para gene de DNA e entrega de farmacos.
Recentemente levantamento das centenas de papeis relacionados a sistemas de
distribuicdo de farmacos através da quitosana tem sido realizado.

A abordagem da utilizacdo do polimero em engenharia para a entrega de
farmacos localizados como forma terapéutica mostra grande notoriedade para o
tratamento de diversas doencas.

Recentemente, a estimulacdo ambiental tornou-se uma area de intensa
pesquisa para o desenvolvimento de materiais exclusivos, que podem atuar com
seguranca no interior do corpo contrapondo com a necessidade de cirurgia,
liberacdo de farmacos em sitios locais para prevenir a toxicidade sistémica e o
controle para liberacdo do farmaco em longo prazo de forma eficaz (TORRES,
2009). A flexibilidade da quitosana como um importante componente de material em

tais sistemas de entrega "inteligentes" é garantido por sua biocompatibilidade e
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biodegradabilidade in vivo. Na verdade, a quitosana tem recebido atencao
significativa no desenvolvimento de materiais injetaveis in situ, sistemas geleificantes
para fins de tratamento de tumores e de regeneracdo de tecidos e como veiculo em
sistemas de entrega orais e oftalmicas (BHATTARAI, GUN e ZHANG 2010).

4.5 Poli(Alcool Vinilico) — PVA

4.5.1 Aspectos Gerais

O PVA é um copolimero produzido com a polimerizacao do acetato de vinila e
sua reacao de hidrélise em poli(alcool vinilico) (COSTA JUNIOR, E. S., 2008).

O poli(alcool vinilico) (PVA) é resina sintética, solivel em agua e, produzida
em maior volume no mundo (CRUZ, CAMPOS e THIM, 2008). O grau de hidrélise
fornece a quantidade do poli(acetato de vinila) convertido em poli(alcool vinilico), que
pode ser baixa quando entorno de 70% ou alta até 100% (MARAGON, 2008)

O PVA é utilizado principalmente em solucéo, e é soluvel em solventes
altamente polares e hidréfilos. Sua solubilidade depende do grau de hidrélise, grau
de polimerizacédo e temperatura da solucdo. O PVA hidrolisado de forma completa
possui elevado niumero de hidroxilas que formam fortes ligacdes de hidrogénio entre
0s grupos de hidroxilas inter e intramoleculares e, impede sua solubilidade em agua
fria (MACEDO, 2013).

4.5.2 Grau de hidrdélise

As propriedades basicas do PVA dependem do grau de polimerizacdo (GP),
grau de hidrolise (GH) e massa molar (MM) (ARANHA e LUCAS, 2001). O grau de
hidrélise do PVA representa o numero inicial dos grupos acetila em relacdo ao
percentual de hidroxilas no copolimero final obtido através da reacdo de hidrélise,
sendo importante na caracterizacdo das propriedades deste polimero (MANSUR et
al, 2007). Com o aumento do grau de hidrélise ha reducdo da solubilidade na &gua,
devido as ligagbes de hidrogénio intra e intercadeias poliméricas, e no aumento da
adesao em superficies hidrofilicas, aumento da viscosidade e da resisténcia a tracao
(MANSUR, 2007).
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Industrialmente, sdo produzidos diversos tipos de PVA, possuindo diferentes
GH e diferentes GP (GUERRINI et al, 2006).

MORAES et al (2008) em seu estudo percebeu que o grau de hidrdlise do
PVA afetou a solubilidade, a opacidade, o brilho e a resisténcia mecanica dos filmes
de gelatina, ndo afetando a cor e nem a temperatura de transicdo vitrea. J4 as
propriedades viscoelasticas das solu¢fes formadoras de filmes ndo foram afetadas
pelo GH do PVA.

4.5.3 Obtencéao

O PVA foi obtido pela primeira vez em 1924, por Herrman e Haehnel, pela
hidrolise do poli(acetato de vinila), forma de obtencdo utilizada também nos dias
atuais (ARANHA e LUCAS, 2001).

Ja4 em 1926 o polimero foi produzido em escala industrial com diferentes
graus de hidrélise e diferentes propriedades. Nos dias atuais sdo produzidos tipos de
PVA com diferentes graus de hidrélise (GH) e diferentes graus de polimerizacdo
(GP) (OLIVEIRA et al, 2013).

4.5.4 Caracteristicas

O PVA é biocompativel, inofensivos ao organismo, estéril, transparente, e
acima de tudo capazes de absorver a 4gua de forma eficiente (STASKO et al, 2009).

Também é soluvel em &gua, forma filmes transparentes com facilidade, ndo
tem cheiro e nem sabor, atéxico, possui moléculas polihidroxiladas e uma variedade
de aplicacdes industriais (SILVA et al, 2016).

E um polimero semicristalino com boas caracteristicas interfaciais e
mecanicas (ARANHA e LUCAS, 2001). Este tem sido usado no processamento de
papel e fibras e como estabilizante de emulsdo com grande importancia como
matéria-prima para filmes.

E um 6timo adesivo, possuindo boa resisténcia a solventes, 6leos e graxas e
sua resisténcia a passagem de oxigénio é superior a de outros polimeros
(CHECCHINATO, 2007).

Devido a sua alta solubilidade em agua, o PVA deve ser reticulado

guimicamente e/ou fisicamente a fim de manter o material estruturalmente estavel
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apos intumescimento em agua ou em meio fisiolégico (LOURENCO, 2015). Como
mencionado anteriormente, diversos reticulantes como glutaraldeido e formaldeido
utilizado como agentes reticulantes possuem restricdo para aplicacdes médicas e
farmacéuticas. Esses agentes ndo sao aceitaveis devido a permanéncia de residuos
toxicos no material que podem ser posteriormente liberados no paciente gerando
efeitos danosos a saude (LOURENCO, 2015).

A reticulacéo fisica se da por formacédo de cristalitos entre as cadeias de
polimero. O PVA cristaliza através de ligacbes de hidrogénio inter e
intramoleculares. Para a cristalizacdo ocorrer, as cadeias devem ter mobilidade
suficiente para se alinhar e dobrar formando lamelas (LOURENCO, 2015).

“‘Estudos de obtengdo de PVA vém sendo desenvolvidos para controle da
cristalinidade e, pela introducdo de grupos funcionais, para melhorar ou conferir
propriedades especificas” (ARANHA e LUCAS, 2001).

4.5.5 Propriedades

As caracteristicas importantes do PVA que determinam uma série de
propriedades do material obtido sdo o grau de hidrélise e a massa molar (Tabela 1)
que influenciam: a solubilidade, a viscosidade, a resisténcia mecéanica, o poder de
disperséo, a adesdo em superficies, a flexibilidade entre outras (ARANHA e LUCAS,
2001; COSTA JUNIOR, 2008).

O PVA possui excelentes propriedades mecanicas, pois proporciona filmes
mais resistentes a perfuracdo e a tracao, biocompatibilidade além de ser atoxico. Ele
exibe adeséao celular minima e adsorcédo de proteinas (MORAES, et al, 2009; DON
et al, 2006).
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Tabela 1 — Influéncia da MM e do GH nas propriedades do PVA

AUMENTO DA MM AUMENTO DA GH
Reduz a solubilidade Reduz a Solubilidade
Aumento da resisténcia a agua Aumento da resisténcia a agua

Aumento da resisténcia a Aumenta a adesdo em superficies
aderéncia hidrofilicas
Aumento da viscosidade Aumento da viscosidade
Aumento da resisténcia a tragédo Aumento da resisténcia a tragéo
Aumento do poder de dispersao Reduz o poder de dispersao
Reduz a Flexibilidade Reduz a Flexibilidade

Aumento da cristalinidade

Fonte: (MANSUR et al, 2007) (COSTA JUNIOR, 2008).
4.5.6 Aplicagao

O PVA como polimero hidrofilico e semicristalino € observado que sua
elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade representam importantes
vantagens para aplicagcdes médicas (OLIVEIRA, MOURA e OLIVEIRA, 2013).

O PVA é um polimero com boas caracteristicas interfaciais e mecéanicas. Tem
sido usado em processamento de papel e fibras e como estabilizante de emulsdo
sendo importante também como matéria-prima para filmes (ARANHA e LUCAS,
2001).

Nas aplicacdes médicas o PVA esta associado a preparacdo de géis de facil
secagem em contato com a pele, cOrnea sintética, engenharia de tecido de
cartilagem, hidrogel mucoadesivo para liberacdo de farmacos (COSTA JUNIOR,
2008).

Lourenco (2015) utilizou membranas de PVA para liberacdo de Oxido Nitrico
e seus resultados indicaram que essas membranas possuem potencial de aplicacédo
na promog¢ado de vasodilatagdo dérmica local em pacientes com desordens

microcirculatorias de pele.
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4.5.7 Aplicagcdo em liberagdo controlada de farmacos

Uma caracteristica de maior relevancia das particulas de PVA é o fato de ser
possivel agregar outros componentes as particulas desse polimero, como farmacos
especificos ao tratamento de determinados tumores (BASSO, 2011).

BASSO (2011) relata as analises de citotoxicidade in vitro do PVA e PVACc poli
(acetato vinilico) demonstraram que as particulas sintetizadas ndo apresentaram
efeito toxico assim com caracteristicas necessérias para realizagdo da avaliagao in
vivo, para determinacéo da biocompatibilidade das particulas.

Nos sistemas de matrizes o farmaco pode estar homogeneamente disperso
na matriz polimérica, adsorvido em sua superficie ou dentro de um reservatoério. A
liberacdo do farmaco envolve processos fisicos e quimicos, tais como: penetracao
de agua na matriz, difusdo do farmaco pelos poros da matriz, degradacdo do
polimero ou por combinacgéo dos ultimos dois mecanismos (LYRA, 2007).

4.6 Blendas de quitosana e PVA

Um dos polimeros amplamente utilizados para ser incorporado ao poli(alcool
vinilico), PVA é a quitosana, Os hidrogeis s&o membranas com elasticidade elevada,
assemelhando-se aos tecidos macios do corpo humano (KOYANO, 2000).

Devido a boa atividade biolégica da quitosana com o PVA, a combinacéo
destes dois biopolimeros pode possuir efeitos benéficos sobre as caracteristicas
biolégicas de materiais compdsitos (HE e SHIONG, 2012).

A utilizacdo de sistemas de matrizes constituidos por polimeros é uma das
técnicas de liberacdo controlada mais utilizadas devido as suas vantagens, tais
como, versatilidade; eficacia; baixo custo; producdo que utiliza equipamentos e
técnicas convencionais (LYRA, 2007).

Interacdes entre os grupos hidroxila do PVA com as aminas e hidroxilas da
quitosana ocorrem por ligacdes de hidrogénio e melhoram as propriedades
mecanicas dessa blenda (DON et al, 2006)

As moléculas de PVA e quitosana podem se interpenetrar formando blendas
homogéneas (OLIVEIRA, 2015). Os hidrogeis podem ser preparados por reticulagdo

guimica e fisica como mencionado anteriormente.
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SAMBUDI, KIM e PARK (2016) observaram que fibras de quitosana/PVA
carregadas de carbonato de sodio possuem excelentes propriedades como suporte
em aplicacdo de engenharia de tecidos.

A quitosana e o PVA podem ser usados em diferentes concentracdes para a
formacao das blendas. COSTA JUNIOR (2008) em seus resultados observou que a
alteracdo das propor¢cdes de Quitosana e PVA, associadas a diferentes
concentracbes de agente reticulante modificam as propriedades dos filmes de
hidrogel no que diz respeito, principalmente, ao intumescimento, degradacéo,
propriedades mecanicas e bioldgicas.

Assim, pode-se observar que as blendas baseadas em Quitosana/PVA
oferecem ampla faixa de escolhas a serem usadas em aplicacbes biomédicas, tais
como, biomaterial, veiculo de liberacdo controlada de drogas, e engenharia de tecido
epitelial (COSTA JUNIOR, 2008).

4.7 METODOS DE CARACTERIZACAO

4.7.1 Difrag&o de Raio-x

Os métodos de difracdo possuem grande importancia para a analise
microestrutural, fornecendo informacdes sobre a natureza, parametros do reticulado,
tamanho, informacBes da perfeicdo e orientacdo dos cristais (PADILHA e FILHO,
2004).

A técnica de difracdo de raios X é a mais indicada na determinacado das fases
cristalinas presentes nos diversos tipos de materiais. A maior parte dos sélidos
(cristais), os atomos se ordenam em planos cristalinos separados entre si por
distancias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X
(ALBERS et al, 2002).

O feixe de raios X ao incidir no cristal interage com os atomos presentes,
originando o fenébmeno de difracdo. Os elétrons desses atomos sdo excitados e
vibrardo com a frequéncia do feixe incidente, os quais emitirdo raio-x em todas as
direcbes. No caso de atomos regularmente espalhados, como ocorre nos materiais
cristalinos, pode ocorrer interferéncia construtiva em algumas direcdes e destrutiva
em outras com relagdo a incidéncia do feixe (ALBERS et al, 2002; VAN VLACK,
2003).
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A difracdo de raios X ocorre segundo a Lei de Bragg (Equagéao 1), a qual
estabelece a relacdo entre o angulo de difracdo e a distancia entre o0s
planos que a originaram (ALBERS et al, 2002, OREFICE, PEFEIRA e MANSUR,
2012).

nA =2d sen 6 (1)

Onde:

n: nimero inteiro;

A: comprimento de onda dos raios X incidentes;
d: distancia interplanar;

8: angulo de difragéo.

Dentre as vantagens da técnica de difracdo de raios X para a caracterizacao
dos materiais, destacam-se a simplicidade e rapidez do método, a confiabilidade dos
resultados obtidos (pois o perfil de difracdo obtido é caracteristico para cada fase
cristalina), a partir disso existe a possibilidade de anélise de materiais compostos por

mistura de fases e analise quantitativa destas fases (ALBERS et al, 2002).

4.7.2 Espectroscopia Regido Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética na regiao
do infravermelho com a matéria, ou seja, da energia absorvida por atomos ou
moléculas. O numero onda de vibracbes das moléculas pode ser associado aos
grupos quimicos caracteristicos presentes e em cada tipo de espectroscopia
vibracional (infravermelho e Raman) podem ser identificadas a presenca de tais
grupos na molécula (HATANAKA, 2015).

A radiacdo da regido do infravermelho (V) do espectro eletromagnético faz
com que os atomos vibrem com amplitude aumentada ao redor das ligacdes
presentes no composto (SILVERSTEIN, 2007).

A absorcao da energia no IV pela molécula organica ocorrera em frequéncias
especificas, caracteristicas dos tipos de ligacbes e atomos presentes nos grupos
funcionais especificos daqguela molécula. Essas vibracbes sdo quantizadas e, a

medida que elas ocorrem, os compostos absorvem energia no IV em regides
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especificas da parte do espectro do IV (SOUZA et al, 2009; CANELLA e GACIA,
2001).

Os espectros dos compostos consistem numa série de picos e/ou bandas,
onde cada frequéncia vibracional € inerente a cada grupamento quimico especifico.
Assim, a espectroscopia na regiao do infravermelho tem extensa aplicacdo na
identificacdo/caracterizacdo dos compostos (SOUZA et al, 2009; CANELLA e
GACIA, 2001)

4.7.3 Espectroscopia de absorgéo naregiao do ultravioleta

A espectroscopia na regido ultravioleta — visivel (UV-Vis) € a técnica analitica
que é utilizada para a identificacdo e determinacdo quantitativa de espécies
moleculares organicas e inorganicas em diferentes tipos moleculares. Ela estuda a
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria (BRASIL, 2010).

A espectroscopia UV baseia-se em medidas de absorcdo da radiacdo nas
regides visivel e ultravioleta do espectro. A determinacdo do analito é obtido pela
quantidade de luz que € absorvida pela amostra (LUCAS, SOARES e MONTEIRO,
2001; NASCIMENTO, 2010).

Essa absorcéo ocorre devido a estimulacéo energética dos elétrons devido a
absorcdo da mesma. (OREFICE, PEREIRA e MANSUR, 2012).

Este ensaio tem como vantagens identificar substancias, identificar grupos

quimicos, identificar comprimentos de onda para a dosagem de substancias.

4.7.4 Analise termogravimétrica

As andlises térmicas possuem o objetivo de melhorar os processos de
moldagem, transporte e conservacdo e melhorar as aplicacdes de determinados
compostos e materiais (DENARI e CAVALHEIRO, 2012).

A Termogravimetria (TG) € a técnica na qual a massa da substancia é medida
em funcdo da temperatura, enquanto esta € submetida a variacdo controlada da
temperatura, baseando-se na variagdo da massa da referida amostra resultando de
transformacdes fisicas como sublimacéo, evaporagdo e condensacdo ou quimicas
como degradacédo, decomposicao e oxidacao (LEIVA, CRNKOVIC e SANTOS, 2006;
®BARROS et al, 2006).
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O instrumento utilizado nesse ensaio termodinamico é a balanca de precisédo
adaptada ao forno programado no qual a temperatura varie com o tempo. Os
resultados sédo expressos em forma de curva onde se registra a variacdo da massa
em funcdo do tempo ou em funcéo da temperatura (SILVA, 2014).

Os fatores que influenciam o aspecto da curva TG sdo devidos as
caracteristicas instrumentais e da amostra. Nos fatores instrumentais predominam a
razdo de aquecimento do forno, atmosfera do forno e geometria do suporte de
amostras, ja nas caracteristicas da amostra a influéncia é devido ao tamanho de
particulas, quantidade de amostra, solubilidade dos gases liberados na propria
amostra, calor de reagdo, compactacdo da amostra, natureza da amostra e

condutividade térmica da amostra como mostrado na figura 5 (LONASHIRO, 2005).

Figura 4 — Curva Termogravimétrica

>

Perda de massa (%)

Ti Tf
Temperatura (°C)

Fonte: adaptado de SANTANA, 2009

Pode-se observar:

- Xs é a massa inicial que é estavel entre os pontos 1 e 2;
- Ys a massa final que permanece estavel a partir do ponto 3;
- No ponto 2 inicia-se a decomposicédo térmica de Xs, liberando Zg.

- No ponto 3 acaba a decomposicdo térmica de Xs, restando Ys, termicamente

estavel.

- A linha T, extrapola a curva de reagéo, que ao ultrapassar as linhas de base e a

linha T, podemos obter os pontos de inicio e fim do evento térmico.

- Entre os patamares dos pontos 1, 2 e 3, 4 temos a quantidade de massa
desprendida da amostra n reagéo.
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4.7.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) é utilizada para a andlise
microestrutural, sendo esta muito importante para entender as correlacdes
microestruturais como defeitos e propriedades e, predizer as propriedades do
material quando estas estédo correlacionadas (DEDAVID, 2007).

Em relacdo ao microscopio 6ptico o microscopio eletrénico possui a vantagem
de utilizar feixes de elétrons no lugar de fétons o que permite solucionar os
problemas de resolucéo relacionado a fonte de luz branca (PADILHA e FILHO, 2004;
DEDAVID, 2007).

Segundo PADILHA e FILHO, 2004 a MEV permite a analise de superficies
irregulares e superficies de fratura por apresentar excelente profundidade de foco.

Nesse tipo de ensaio, um feixe colimado de elétrons varre a superficie da
amostra e, os elétrons espalhados sdo coletados, gerando um sinal que é
amplificado e usado para moldar o brilho de um tubo de raios catddicos que é
varrido simultaneamente ao feixe de elétrons. A imagem é gerada ponto a ponto
(SANTOS, 2009).

De acordo com MORAIS (2007) a amostra deve estar isenta de agua para
nao interferir na analise morfolégica da superficie da amostra, que deve ser

preparada a vacuo e revestida com ouro.

4.7.6 Fluorescéncia de Raio-x

A Fluorescéncia de Raio-x pode ser classificada como uma técnica de
emissdo atbmica, fundamentada no efeito fotoelétrico. Quando um atomo ¢é
submetido ao processo de radiacdo por fonte de raios-X, um elétron pode ser
ejetado das camadas eletrbnicas mais internas. Para estabilizacdo desta forma
excitada, elétrons das camadas eletrbnicas mais externas passam para as
vacancias geradas, liberando a diferenca de energia existente entre os dois niveis
energéticos envolvidos (PINTO, 2013; FRANCA, 2014).

Esse processo envolve niveis de energia caracteristicos de cada elemento
assim, a radiacdo emitida para cada transicdo também é caracteristica. Desta

maneira, a energia da radiacdo emitida pode ser diretamente utilizada na
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identificag8o da espécie em questéo. Por outro lado, como a intensidade da radiagéo
emitida € diretamente proporcional a concentracdo da espécie, a técnica também
fornece informacbes que podem ser utilizadas para fins quantitativos (NAGATA,
BUENO e PERALTA-ZAMORA, 2001)

Entre as vantagens da fluorescéncia de raios X para a analise quimica de
elementos destacam-se: adaptabilidade para automacdo, andlise rapida multi
elementar, preparacdo simplificada da amostra e limite de detectabilidade dentro do

exigido por muitas amostras biolégicas (FILHO, 1999).

4.7.7 Espectroscopia de Energia Dispersiva por Raio-X (EDX)

A espectrometria de energia dispersiva de raios-X é uma técnica de analise
qualitativa e quantitativa baseada na obtencao e estudo do espectro de emissao dos
elementos que compdem um material. E um método amplamente utilizado quando
Se procura caracterizar a composi¢ao quimica e andlise elementar de um material.
Esta tecnologia de microanalise é bastante eficiente, mesmo quando se possui
pequena quantidade de amostra. Os sistemas de EDX podem ser encontrados
isolados ou acoplados a microscopios eletrdnicos de varredura, sendo este ultimo
mais comumente observado (ANDRADE, 2010).

O principio da energia dispersiva é baseada num detector semicondutor que
emite sinal proporcional a energia do féton de raios-X incidente. Feixes de raios-X
atravessam o polimero (boa transparéncia aos raios-X) e produzem um par de
elétrons vazios em um cristal de silicio dopado com litio (CORBARI et al, 2008).

A corrente gerada é inicialmente amplificada, e processada em um sistema
eletrénico. Depois de amplificado, o sinal € encaminhado a um analisador, que pode
ser visualizado como um banco de dados, onde sdo acumuladas as contagens
correspondentes a energia de cada foton processado: esta contagem é
representativa da proporcao de cada elemento presente, e da origem a um espectro
(CORBARI et al, 2008; FRANCA, 2014).

A técnica possui vantagens como: baixos custos de analise, baixo consumo
de reagentes e vidraria, gera pouco ou nenhum residuo além de permitir a

montagem de um espectrémetro de baixo custo (SANTOS, et al, 2013).



5. METODOLOGIA

5.1 Desenvolvimento Experimental

A parte experimental foi desenvolvida a partir do fluxograma da Figura 5 em
que sao apresentadas as etapas dos experimentos e 0S respectivos ensaios

desenvolvidos em cada etapa.

Figura 5 — Fluxograma das Etapas do Experimento

ETAPA 1

Caracterizacao das Matérias
primas

ETAPA 2

Obtencdo das esferas de
quitosana’/PVA

ETAPA S
Estudo da liberacio

UV-VIS

Fonte: Elaborado pela autora

5.2 Matérias Primas

r
QUITOSANA
TG, DRX,FTIR
\
r
PVA
TG, DRX,FTIR
\
s
CISPLATINA
FTIR, UV-VISIVEL
L
(
ETAPA 3
Adsorcao de Cisplatina
\

|

ETAPA 4

Caracterizacao das esferas de
Quitosana/PVA/Cisplatina

Foi utilizada agua destilada no preparo das solucoes.

Todos os seguintes reagentes foram utilizados em grau analitico:
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1- Quitosana em pé de alta massa molar - CAS 9012-76-4, fornecedor
Sigma-Aldrich Chemical®, massa molar 340.000g/mol, GD 78%,
viscosidade 1218 cP solucdo 1% em acido acético 1%, lote MKBD 7240V;

2- Poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila) PVA (GH=80% e massa
molar(MW) de 9.000 a 10.000g.mol™?, Sigma-Aldrich, Cat.#360627);

3- Acido acético glacial - CAS 64-19-7, fornecedor Cinética®, massa molar =
60,04g/mol, lote 17655;

4- Hidroxido de sodio — CAS 1310-73-2, fornecedor Vetec®, massa molar
39.99g/mol, lote 1203202 solugao tampé&o pH 4 e pH 7,

5- Fadulcispla® (Cisplatina) 50mg, fornecedor LIBBS Farmacéutica Ltda,
Lote 14a0852.

5.3 Etapa 1 — Caracterizacdo das Matérias Primas

As matérias primas quitosana e PVA foram caracterizadas pelas técnicas,
espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho (FTIR — Fourier Transform
Infrared Spectroscopy), difragdo de Raios X (XRD- X Ray Diffraction) e
Termogravimetria em atmosfera de No.

A matéria prima Cisplatina foi caracterizada pela técnica espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho (FTIR — Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) e ultravioleta visivel.

A espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada no modo de
transmitancia e as medidas foram realizadas em espectrofotdometro Shimadzu,
modelo IRPrestige-21, e acessorio de ATR. Os espectros foram obtidos com 40
varreduras entre 4000cm™ e 400cm™ com resolucéo de 4cm™ e intervalos 2cm™.

O grau de cristalinidade da quitosana em p6 e do PVA foi analisado pela
técnica de difracdo de raios-X, em aparelho Shimadzu XRD 7000, no intervalo
5°<20<80°, com passo de 0,02° e velocidade de varredura de 2°mint. O grau de
cristalinidade das amostras (GC) foi estimado pelo calculo das areas do difratograma
identificada como fracéo cristalina (Ac) e fragdo amorfa (Aa) conforme, utilizando-se
a equacao 2.

Ge (ActA4y)

x 100 )
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A termogravimetria foi realizada com o objetivo de avaliar o comportamento ,
a estabilidade térmica das matérias-primas e as etapas do processo de degradacao
das amostras. O aquecimento foi realizado em razéo inicial de 5°C/min até 900°C e
sob atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 100mL/min. As medidas
termogravimétricas foram efetuadas utilizando-se suporte de amostra de alumina em
analisador termografico DTG-60H, Shimadzu.

Foi realizada a avaliacdo qualitativa da Cisplatina por espectroscopia ha
regido do ultravioleta — visivel (UV-Vis), em um intervalo de 230 a 400nm em
adaptacdo a Farmacopeia Brasileira v.2, 2010. O espectro foi obtido empregando
uma solucdo aquosa com concentracdo de 1,6mg/L, obtida a partir da solucdo de
Cisplatina. As andlises foram realizadas em equipamento Cary 50 Scan UV/Vis
Spectrophotometer com correcdo da linha de base. Foi utilizada célula de quartzo de

caminho 6tico de 1 cm.
5.4 Etapa 2 — Obtencéo das esferas de quitosana/PVA

Para a producdo das esferas de quitosana/PVA foi utilizado método de
coagulacao, ou seja, no gotejamento de solugédo acida de quitosana produzida pela
dissolucéo de 2,7g de quitosana em 100mL de acido acético 5% ml/v.

O PVA seré preparado pela dissolucdo de 5,0g do pé do polimero em 100mL
de agua destilada, sob agitacdo magnética a temperatura 70+2°C. Serd entio,
realizada a mistura de Quitosana/PVA na proporgéo 75/25.

A solucéo obtida serd gotejada empregando uma bureta de 25mL sobre a
solucédo de hidréxido de sodio 2,5M submetida a agitacdo de 375rpm. As esferas
ficaram imersas na solucdo de NaOH por 18 horas e depois serdo lavadas em agua
destilada até que a 4gua de lavagem possa atingir pH (7,0 £ 0,1).

5.5 Etapa 3 — Adsorcao de Cisplatina
100mg de microesferas produzidas e geleificadas foram colocadas em

solucdo de 2mL de acido acético e 50mg de Cisplatina para reagir em autoclave na

temperatura 100°C por 2 hora. Apés o periodo de autoclave foi realizado a correcao
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da solugéo para pH (7,00£0,05) utilizando NaOH (Hidroxido de Sédio). As amostras
foram entdo secas em estufa de secagem a 45° C durante 24 horas.

5.6 Etapa 4 — Caracterizacao das esferas de quitosana/PVA

As esferas de quitosana foram avaliadas morfologicamente e
dimensionalmente através de imagens obtidas com camera Canon Power Shot
SX50HS e tratadas com AutoCad10®. Também foram caracterizadas por FTIR nas
mesmas condigcbes anteriormente descritas para caracterizacdo das matérias
primas, MEV, EDS e Fluorescéncia de RX.

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi realizada em equipamento
da marca Shimadzu Corporation, modelo SSX-550 com fina camada de cobertura de
ouro, tensao de 15,0kV, magnitudes de 40,400,1800 e 4000 vezes e posicionadas a
maéaxima distancia do alvo, para impedir danos as amostras. O EDS foi realizado a
partir de imagens das microesferas no equipamento da marca Shimadzu
Corporation, modelo SSX-550 com fina camada de cobertura de ouro, tensdo de
15,0kV.

A fluorescéncia de Raio-x foi realizada em instrumento de EDX-720.

5.7 Etapa 5 — Estudo da Liberacéao

Foi realizado o estudo da liberacdo através de uv-vis em equipamento Cary
50 Scan UV/Vis Spectrophotometer com correcado da linha de base. Foi utilizada
célula de quartzo de caminho 6tico de 1cm.

A banda da Cisplatina foi obtida através de 0,1% m/v da solucdo base do
farmaco de acordo com o descrito pela Farmacopeia Brasileira, 2010 v.2.

As esferas de quitosana/PVA adsorvidas anteriormente em na solugdo de
Cisplatina tiveram seu pH corrigido para pH (7,00£0,05).

As bandas das esferas de quitosana/PVA/Cisplatina foram obtidas no
aparelho uv-vis em diferentes tempos (30 minutos, 1 hora, 2 horas e 4 horas) para
avaliacdo da liberagéo do farmaco.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencéo das Esferas de Quitosana/PVA e Quitosana/PVA/Cisplatina

As figuras 6A e 6B apresentam as esferas de quitosana/PVA e
quitosana/PVA/Cisplatina antes da secagem. J& as figuras 7A e 7B apresentam as
esferas de Quitosana/PVA e Quitosana/PVA com adsorcdo de Cisplatina, apos
secagem, respectivamente. Foram obtidas esferas de quitosana/PVA e
guitosana/PVA com adsorc¢éo de Cisplatina com dimensdes médias de (1,0+0,2)mm.
As esferas com a adsorgéo de cisplatina apresentaram coloracdo mais amarelada e
formas menos arredondadas o que pode ter sido devido a lixiviagdo de parte do PVA
durante o processo de adsorgcdo. As superficies apresentam-se regulares e sem
porosidade aparente. J4 as figuras 8A e 8B representam as esferas antes da
secagem.

Figura 6 - (A) Esferas de Quitosana/PVA, (B) Esferas de
Quitosana/PVA/Cisplatina antes da secagem

Figura 7 - (A) Esferas de Quitosana/PVA, (B) Esferas de
Quitosana/PVA/Cisplatina antes da secagem
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6.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A figura 8 apresenta as imagens da superficie das esferas de quitosana/PVA
antes da adsorcao da cisplatina.

Através das imagens de MEV observou-se a morfologia esférica, a ordem de
grandeza dimensional e o aspecto superficial das esferas as quais revelaram
superficie regular com pouca porosidade tanto para as esferas de quitosana/PVA
quanto para as de quitosana/PVA/Cisplatina, o0 mesmo foi observado por SILVA,
2014.

Figura 8 — Imagem de MEV de microesferas de Quitosana/PVA (a) 40x; (b)
detalhe destacado em “a” 400x; (c) detalhe de “b” 1800x; (d) detalhe destacado
em “c” 4000x.

AccV Prob Meg WV Det AccV Prob Meg WV Det
150Ky 40 x000 16 SE 150Kk 40 x1800 16 SE

Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 9 apresenta a superficie da Quitosana/PVA ap0s a adsorcdo de
Cisplatina e observa-se que ndo ha modificagdo significativa na superficie apdés o
processo. As esferas mantiveram sua integridade durante o processo. A superficie

das esferas apresenta-se pouco porosa antes e ap0s 0 processo de adsor¢cado como
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se pode observar nas imagens 9C e 9D. Caracteristicas superficiais semelhantes
para esferas de quitosana foram encontradas por SILVA, 2014; ABREU, 2008.

ApOs a secagem o material apresentou formato oval e ao mesmo tempo
irregular tanto com e sem a presenca da Cisplatina, como observou "BARROS, et al
(2006) e ABREU (2008).

Figura 9 — Imagem de MEV de microesferas de Quitosana/PVA/ Cisplatina (a)
40x; (b) detalhe destacado em “a” 400x; (c) detalhe de “b” 1800x; (d) detalhe

destacado em “c” 4000x.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os cristais observados nas imagens 9C e 9D se devem a presenca de sais de
cloreto de sodio conforme verificado pelo EDX. O hidroxido de sédio foi usado para
correcdo do pH das esferas para estudo da liberacao controlada do farmaco e este
pode ter se associado aos ions cloro presente na Cisplatina formando Cloreto de
Saodio.
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6.1 Difragcdo de raio-x

O ensaio de difracdo de Raio-x refere-se ao p6 de Quitosana e do PVA. A
quitosana (fig.10) apresenta pico de alta intensidade em 19,9° (d=0,448nm) atribuido
ao plano de difracdo (200) e um pico discreto em 37,7° relativo ao plano de difracao
(124). Os dois picos representam a fase cristalina e logo abaixo destes pode-se
observar uma ampla faixa que caracteriza a fase amorfa do material (SILVA, 2014)
(COSTA JR e MANSUR, 2008) (RODRIGUES, 2006).

Figura 10- Difratograma da Quitosana
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando software Origin verséo 8.0

O PVA (Fig. 11) apresenta pico de alta intensidade em 19,7° (d=0,448nm)
atribuido ao plano de difracdo (101), um pico pouco definido em 22,7° relativo ao
plano de difracdo (200) e um pico discreto em 40,7° relativo ao plano de difragao
(202). Os trés picos representam a fase cristalina e logo abaixo destes pode-se
observar ampla faixa que caracteriza a fase amorfa do material, semelhante aos
resultados obtidos por COSTA JR e MANSUR, 2008.
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Figura 11 - Difratograma do PVA
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando software Origin versao 8.0

A partir dos difratogramas obtidos foi possivel estimar sua cristalinidade em
24% e do PVA 23% compativeis com os planos de difracdo de (200) e (101)
respectivamente como observado por GOMES, 2008.

Apoés a producédo das esferas de Quitosana e PVA (fig. 12) foi realizado um
novo difratograma que apresentou picos bem definidos caracteristicos da Quitosana
referente ao plano de difragéo (200) e do PVA o plano (101), concluindo assim que a
blenda polimérica foi realizada conforme COSTA JR e MANSUR, 2008.

Na matéria prima nao foi evidenciada nenhuma contaminacdo a partir da
andlise realizada por Fluorescéncia de Raio-x realizadas por Silva (2014) e Oliveira
(2015) com a mesma matéria-prima utilizada na parte experimental desse trabalho.
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Figura 12- Difratograma Quitosana/PVA
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando software Origin versao 8.0

6.1.2 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

A técnica de FTIR foi realizada para identificar os grupos funcionais presentes
nas amostras e as possiveis alteracdes nestes grupos.

6.1.2.1 Quitosana

No espectro da quitosana (fig. 13) observou-se as bandas de absorcdo em
3292cm™ caracteristicas das ligacées N-H e 3356cm™ presente no estiramento O-H.
As bandas em 2947cm™ e 2902cm™ s&o caracteristicas do estiramento assimétrico e
do estiramento simétrico do grupo C-H, respectivamente. H4 também a deformacao
angular do grupo CH, em 1430cm™ também apresentado por CANELLA e GARCIA,
2001; RODRIGUES, 2006;SILVA, 2014).
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Figura 13 - Espectro FTIR da Quitosana
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando software Origin versao 8.0

Tabela 2 - Grupos Quimicos da Quitosana
COMPRIMENTO DE GRUPOS QUIMICOS
ONDA (CM 1
i DO Estiramento O-H
29552845 Estiramento C-H
aseimético
Deformacao axial N-H

1570-1515 Deformacao axial N-H
1560 secundaria

Deformacdo angular CH,
R
1340-1250 Deformacdo axial C-N
(amina terciria)
Deformacdo axial C-N
(amina primaria)

(amina secundaria)

1154 Estiramento COC

896 (estrutura sacaridea f—1-
4)

1070 Estiramento C-0O (ciclico)

1030

Fonte: Produzido pela autora
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Ja as bandas 1303cm™, 1265cm™ e 1375cm™, s&o caracteristicas das aminas
primérias, secundarias e terciarias respectivamente nas vibracdes de ligacdes C-N.
As vibracdes fora do plano do grupo C-H da estrutura sacaridea em 1139cm™ e da
banda em 895cm™ estdo associadas ao grupo COC. Pode-se também observar em
1067cm™ e 1030cm™ bandas correspondentes ao estiramento do grupo C-O ciclico.
Os resultados encontrados estédo resumidos na tabela 2 e estdo em conformidade
com SILVA, 2014 e COSTA JR e MANSUR, 2008.

6.1.2.2 PVA

O espectro do PVA (fig 14) apresenta bandas de adsorcdo associadas aos
principais grupamentos quimicos presentes na cadeia polimérica. As bandas entre
3355-3209cm™ representa vibragdes do tipo estiramento das hidroxilas (O-H). A
banda observada entre 2947-2902cm™ é referente ao estiramento das ligaces C-
H,, bandas & 1721cm™ referem-se aos estiramentos das ligagdes C=0 e C-O dos
grupos acetatos do polimero (MORAES et al, 2008; COSTA JR e MANSUR, 2008;
RODRIGUES, 2006).

Figura 14- Espectro FTIR da PVA
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando software Origin verséo 8.0
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Tabela 3 - Grupos quimicos do PVA

COMPRIMENTO DE GRUPOS QUIMICOS
ONDA (CM™) ASSOCIADOS

Estiramento O-H

2937-2870 Estiramento C-H

1650-1630 Deformaciao O-H
1461-1417 Deformag¢do CH-CH,

“ Deformacdo CH _R-CH;
“ Deformac¢ido OH_C-OH
“ Estiramento (=CO-C)
Estiramento (C-0O)-C-OH
“ Deformacido CH-CH,
e

Estiramento C-C

Fonte: Produzido pela autora

Os resultados encontrados estdo resumidos na tabela 3 (acima) e estdo de
acordo com COSTA JR e MANSUR, 2008; RODRIGUES, 2006.

6.1.2.3 Cisplatina

No espectro da Cisplatina (fig. 15) observou-se as bandas de absorcao
caracteristicas em 3440cm™ e 1657cm™ caracteristicas das aminas secundaria e

primaria respectivamente e 2085cm™ cuja banda é caracteristico do fon aménio.

Figura 15- Espectro FTIR da Cisplatina
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando software Origin verséo 8.0
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Tabela 4 - Grupos quimicos do PVA

Comprimento de onda (cm™) | Grupos quimicos associados

3285 Deformacgéo axial N-H secundaria

3204

1461-1417 Deformacdao angular simétrica
CH;

Fonte: Produzido pela autora

6.1.2.4 Caracterizagao esferas poliméricas Quitosana/PVA e

Quitosana/PVA/Cisplatina

Figura 16 - Espectro FTIR Quitosana/PVA
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando software Origin versao 8.0

Os espectros de FTIR as esferas de quitosana/PVA (fig. 16) mostram
claramente o pico a 1575cm™ corresponde & vibracdo do grupo amino protonado
com &cido acético. A apresentacdo desse pico se deve ao fato da interacdo da
Quitosana com o PVA e a interacdo destes com o acido acético como relatado por
RODRIGUES, 2006.
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Apbs a complexacdo da Cisplatina as esferas de Quitosana/PVA pode-se
observar (fig. 17) aumento nas bandas 1375cm™ que corresponde ao grupamento
hidroxila, e 1557cm™ correspondendo ao grupamento amina. As alteracbes na
estrutura quimica das microsferas podem ser reveladas pelo desvio do pico atribuido
a vibracdo do grupo carbonilo, dos grupos amida presentes nas unidades acetiladas
da Quitosana (MARTINS, 2013).

Figura 17- Espectro FTIR Quitosana/PVA/Cisplatina
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando software Origin versao 8.0

As figuras 18 A e 18 B representam os graficos das esferas de quitosana/PVA
e Quitosana/PVA/Cisplatina sem a presenca dos grupamentos quimicos. Como
pode-se observar na banda representada pelo nimero 1 houve aumento das bandas
de O-H e N-H, no nimero 2 discreto aumento de C-H, no 3 aumento da banda de
deformacgéo da N-H ().

Na banda 4 houve um aumento discreto da deformacdo C-N (II), aumento
discreto também na banda de deformacdo C-N (lll) representada pelo nimero 5,
Estiramento COC representada pelo niumero 6, no niamero 7 discreto aumento no

estiramento C-C e no niumero 6 aumento da banda de estiramento C-O (ciclico).
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Figura 18- (a) Espectro FTIR Quitosana/PVA (b) Espectro FTIR
Quitosana/PVA/Cisplatina
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6.1.3 — Termogravimetria

6.1.3.1 — Analise TG da Quitosana

A Fig 19 representa a curva de analise termogravimétrica (TG) da amostra de
quitosana pura. Podem ser observados 3 eventos no perfil de degradacdo do
material. Segundo Beppu et al (2007) e Oliveira (2015) esses estdgios se devem a

perda de massa do material que estao relacionados a degradacéo térmica.

Figura 19 - Curva TG da Quitosana em atmosfera de N,
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Fonte: Produzido pela autora utilizando software Origin 8

No primeiro estagio, foram observados perda de massa de 10,66% que foi
realizado entre as temperaturas de 21°C a 228°C. Esta associado a perda de agua
residual como relatam SILVA (2014) e OLIVEIRA (2015).

No segundo estagio observado entre as temperaturas de 228°C a 350°C
houve perda de massa da matéria-prima e se devem a degradacdo térmica e
decomposicdo do polimero em fragmentos menores (SILVA, 2014; OLIVEIRA,
2015).
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Na segunda etapa as perdas de amostra é de 42,16% e alcanca perda
acumulada do valor total de 52,82% em rela¢ao ao valor inicial.

Na terceira etapa foi possivel observar uma perda de massa de 31,83% que
esta relacionado a temperatura final de 1070°C.

A tabela 5 apresenta de forma resumida os valores da perda de massa do

polimero encontrados durante o ensaio.

Tabela 5 - Perda de massa da Quitosana em funcéo dos estagios térmicos

Estagios 1 2 3 Residuo

Faixa de
Temperatura 21-228 228-350 350-1070 1070
(°C)

Perda de
massa parcial 10,66 42,16 31,83 15,35
(%)

Perda de
massa 10,66 52,82 84,65 -
acumulada (%)

Eventos Desidratacdo | Decomposicdo | Decomposi¢cdo -

Fonte: Produzido pela autora

6.1.3.2 — Andlise TG do PVA

A Fig 20 representa a curva de analise termogravimétrica (TG) da amostra da
blenda polimérica de quitosana e PVA. Sdo observados 3 eventos no perfil de
degradacédo do material. Segundo Arvaniyannis et al (1997) e Oliveira (2015) esses
estagios se devem a perda de massa do material e degradacdo das cadeias
relacionados a degradacao térmica.

O primeiro estagio, a perda de massa apresentada foi de 5,33% que foi
realizado entre as temperaturas de 10°C a 289°C. Os valores encontrados estdo de
acordo com os apresentados por YANG et al, 2004.

No segundo estagio as temperaturas foram de 289°C a 466°C com perda de
massa de 73,69% sendo estes resultados semelhantes aos encontrados por
OLIVIERA, 2015.
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Figura 20 - Curva TG do PVA em atmosfera de N,
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Fonte: Produzido pela autora utilizando software Origin 8.0

No terceiro estagio foi observado perda de massa de 11,54% cujo valor
acumulado em relagéao ao inicial foi de 90,56%. O valor residual de 0,69mg o qual
esta relacionado a temperatura final 1084°C.

A tabela 6 apresenta de forma resumida os valores da perda de massa do

polimero encontrados durante o ensaio.



Tabela 6 - Perda de massa do PVA em funcao dos estagios térmicos
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Estagios 1 2 3 Residuo
Faixa de

Temperatura 10-289 289-466 350-1070 1084
(°C)

Perda de

massa parcial 5,33 73,69 11,54 9,44
(%)

Perda de

massa 5,33 79,02 90,56 -
acumulada (%)

Eventos Desidratacdo | Decomposi¢do | Decomposicao -

Fonte: Produzido pela autora
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6.1.4 Raio —X da Energia Dispersiva (EDX)

No espectro de raios-X de energia dispersiva (EDX) das amostras preparadas
pelo método de incorporacdo do farmaco, mostrado na figura 21, as linhas Ka de
oxigénio e carbono dominam o quadro, além dessas linhas estdo presentes as linhas
de Ka com a presenca de picos de cloro, substancia usada na corre¢ao do pH. Picos

assinalados por Pt representam a presenca do elemento platina no material.

Figura 21 — Espectro de Raio-X da Energia Dispersiva da cisplatina nas esferas
de quitosana/PVA/Cisplatina
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Fonte: Elaborada pela autora
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6.1.5 — Fluorescéncia de Raio —X
Pode-se observar, na tabela 8, a presenca dos elementos da Cisplatina pela
presenca do Cloro em 84,83% e a presenca do atomo central de Platina com 6,49%

em microesferas de quitosana/PVA apés adsorcao.

Tabela 7 — Resultado quantitativo da Fluorescéncia de Raio-x por Energia

Dispersiva
RESULTADO QUANTITATIVO
ELEMENTO RESULTADO Line
Cl 84,831% Cl Ka
Pt 6,494% Pt La

Fonte: Elaborado pela autora

O peso inicial da amostra era de 0,0730g e o peso final foi de 0,0698g assim,
na fig 21 € possivel estimar a quantidade do elemento da Platina em 2x10“g em
0,0032g de microesferas de quitosana/PVA/Cisplatina.

Ja o elemento Cl, que faz parte da estrutura da cisplatina apresentada na fig
1, possui quantidade de 0,0027g em 0,0032g de microesferas de
quitosana/PVA/Cisplatina.
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6.1.6 — Estudo da liberacdo do farmaco

No estudo da liberacdo controlada da Cisplatina foram obtidos os espectros
de UV-Vis de acordo com as figuras 22 e 23. A fig 22 apresenta o espectro da
Cisplatina apresentando pico de intensidade a 300nm como apresentado em
BRASIL, 2014.

Figura 22 — Espectro uv-visivel da Cisplatina a 0,1% m/v
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando software Origin versao 8.0

A fig 23 apresenta o espectro de UV-Vis das esferas de quitosana/PVA
geleificadas em pH 7,0 durante os tempos de liberacdo de 30 minutos, 1 hora, 2
horas e 4 horas. Como pode-se observar o grafico possui pico maximo em 300 nm
de acordo com o apresentado na fig. 22 mostrando a presenca de Cisplatina nas

esferas.
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Figura 23 — Espectro UV-Visivel de liberacdo da Cisplatina em pH 7,0 em 30
minutos, 1 hora, 2 horas e 4 horas.
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando software Origin verséo 8.0

Como pode-se observar na figura 23 houve primeiro a liberacdo da Cisplatina
em 7,0 no tempo de 30 minutos e apés foram observados que ndo houve variacao
na liberacdo nos periodos de 1 hora, 2 horas e 4 horas sendo representado no
grafico com linhas sobrepostas.

Na fig 24 pode-se observar o grafico da concentracdo de Cisplatina em
funcdo do tempo em pH 7,0 que aos 30 minutos a concentracao foi de 0,065 a partir
de 1h n&o houve variacdo da concentracao de 0,1.

Foram também realizado o estudo em pHs 3,0; 5,0; 9,0 e 11,0 (figuras nao
apresentadas) porém ndo houve variagdo do pico maximo em 300nm com a mesma
concentracdo de 0,065 em 30 minutos e 0,1 nos demais periodos de tempo. Os
mesmos apresentam comportamento idéntico ao pH 7,0.



Figura 24 — Espectro de concentracao X tempo em pH 7,0
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SUMARIO DE RESULTADOS

Esferas de quitosana/PVA foram produzidas segundo o método de
coagulacéo.

Os polimeros quitosana e PVA formaram blendas a partir da dissolu¢cdo em
acido acetico.

Os resultados de sua caracterizacdo dimensional e morfolégica evidenciaram
esferas com superficie pouco porosa e irregular, além de se apresentarem estaveis
durante o processo de adsorcéo.

Pode-se observar a presenca da cisplatina dentro das esferas de
quitosana/PVA, interagindo quimicamente com 0s mesmos pela presenca do
grupamento amina na estrutura do farmaco como foi apresentado pelo grafico de
FTIR das esferas de Quitosana/PVA incorporadas com Cisplatina.

O farmaco apresentou concentracdo constante a partir de 1h no estudo da

liberacdo controlada.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que esferas de quitosana/PVA
podem, através da adsorcdo, se tornar um veiculo de liberacdo controlada da
Cisplatina e, para melhorar os indices de adsorgéo, sugere-se que seja reduzido o
tamanho das esferas obtendo-se esferas menores, aumentando a sua area
superficial.

Tendo como referéncia os resultados obtidos observa-se o potencial do
material quitosana/PVA como veiculo para liberagéo controlada de Cisplatina.

Espera-se que os resultados apresentados contribuam em estudos futuros em
liberacdo controlada de Cisplatina, melhorando dessa forma o tratamento do cancer,
tornando-o mais especifico e com menor efeito colateral e tdéxico durante o

tratamento.
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TRABALHOS FUTUROS

Promover a liofilizacdo das esferas para aumentar sua porosidade e
consequentemente também a area superficial.

Alterar a forma de incorporacao do farmaco para modular sua liberacéo.

Substituir o PVA com grau de hidrolise de 80% para o de 99% melhorando a

reticulacédo fisica da blenda.
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