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RESUMO

A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina que vem despertando grande interesse
na area de regeneracdo tecidual, principalmente devido as suas caracteristicas de
biodegrabilidade, biocompatibilidade e atividade antimicrobiana. Também vem sendo
bastante utilizada em sistemas para libera¢do controlada de farmacos, sobretudo para os de
baixa solubilidade aquosa. A sinvastatina, estatina redutora de colesterol, tem exibido em
diversos estudos uma interessante atividade anti-inflamatéria por uma via independente do
seu mecanismo de acdo principal. Contudo, as formas farmacéuticas nas quais esse
farmaco esta disponibilizado no mercado inviabilizam seu uso em casos de lesdes cutaneas.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar filmes poliméricos para a
liberacdo controlada de sinvastatina para uso topico em eventos inflamatorios. A quitosana,
proveniente de dois fornecedores, foi utilizada para preparar filmes brancos e filmes
contendo duas concentracdes de sinvastatina (10 e 20 mg) pelo método sol-gel. Para
caracterizacdo fisico-quimica, técnicas como infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), difracdo de raios-X (DRX) e analise térmica foram utilizadas. Além disso, foi
realizado o estudo de liberacéo in vitro utilizando o aparato de Franz. Para o ensaio in vivo,
foi realizada a determinacdo da area residual da ferida e contagem de leucécitos totais,
analisando-se estatisticamente os dados obtidos. Nos resultados do FTIR pode-se inferir
que ocorreram varias interacdes intermoleculares entre a quitosana e sinvastatina, enquanto
a DRX e andlise térmica indicaram a presenca do farmaco na forma amorfa no reticulo
polimérico. Os filmes apresentaram perfis de liberagcdo semelhantes, regidos por um
transporte anémalo, descrito no modelo de Korsmeyer-Peppas e na avaliacdo in vivo da
atividade anti-inflamatéria e cicatrizante, os grupos que receberam o tratamento com filmes
com 20 mg de sinvastatina reduziram significativamente (p<0,05) a reposta leucocitaria e

apresentaram uma cicatrizagdo mais eficiente que os grupos com o filme branco e SALINA.

Evidenciando assim, que os filmes desenvolvidos sdo promissores para a administracédo

controlada, via topica de sinvastatina em inflamacdes cutaneas.

Palavras-chave: Atividade anti-inflamatdria, Biopolimero, Caracterizagéo Fisico-Quimica,

Estatina, Liberagdo in vitro



ABSTRACT

Chitosan is a polysaccharide derived from chitin has been arousing great interest in the
tissue regeneration area, especially because of its biodegradability characteristics,
biocompatibility and antimicrobial activity. It has also been frequently used in systems for
controlled drug release, especially for the low aqueous solubility, such as simvastatin.
Simvastatin, statin with hypolipidemic activity, in several studies have been show an
interesting anti-inflammatory activity by an independent primary mechanism of action.
However, those pharmaceutical forms in which this drug is available, unfeasible its use in
cutaneous lesions. Therefore, the aim of this work was to develop and evaluate polymerics
films for topical delivery of simvastatin. Chitosan, coming from two suppliers, was utilized to
prepare films containing two concentrations of simvastatin (10 and 20 mg) for Sol-gel
method. Fourier-transform infrared spectroscopy, X-ray diffraction and Thermal analysis
were used to structural characterization. Additionally, in vitro release study using the Franz
apparatus was realized. To in vivo testing, determination of residual wound area and total
leukocyte count was conducted by analyzing statistically the data collected. In the infrared
spectrum can be inferred that there were several intermolecular interactions between
chitosan and simvastatin, while the X-ray diffraction and Thermal analysis, indicated the
presence of the drug in amorphous form in the polymeric film. The films displayed similar
release profiles, with its release governed by an anomalous transport, described in the
Korsmeyer-Peppas model and in vivo evaluation of anti-inflammatory and wound healing
activity, the groups receiving treatment with films with simvastatin 20 mg significantly
reduced (p<0.05) the leukocyte response and had the most efficient cicatrization that groups
with white film and SALINA. Evidencing, the developed films are promising for the controlled

administration of simvastatin topically in skin inflammation.

Keywords: Anti-inflammatory activity; Biopolymer, Characterization, in vitro release, Statin.
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1 INTRODUCAO

O corpo humano é recoberto por aproximadamente dois metros quadrados de
pele, que, além de desempenhar o papel de barreira aos ataques externos, ainda é
responsavel pela regulacdo da temperatura corpérea e pela remogdo de impurezas
(DALLAN, 2005). Em casos de lesdes cutaneas, os curativos sdo umas das
tentativas humanas de intervir no processo de cicatrizacdo das feridas que
remontam a Antiguidade, demonstrando que desde entdo ja se reconhecia a
importancia de protegé-las de forma a evitar que se complicassem e repercutissem
em danos locais ou gerais para o paciente (PANOBIANCO et al., 2012).

Curativos formam um importante segmento do mercado mundial de produtos
meédicos e farmacéuticos. No passado, sua funcdo primaria era a de permitir a
evaporacdo dos exsudatos e prevenir a entrada de bactérias na ferida. Contudo,
percebeu-se o ambiente anaerébio causado por esses curativos propiciava infeccdo
por diversos tipos de patdégenos, além de introduzir corpos estranhos na ferida
causando respostas inflamatorias, atrasando a cura e, algumas vezes, levando a
formacéo de granulomas ou abscessos (BOATENG et al., 2008; LIMA et al., 2012).

Curativos modernos, por outro lado, baseiam-se no conceito de criar um
ambiente 6timo para a movimentacdo das ceélulas epiteliais, para promover o
fechamento da ferida. Tais condi¢Bes 6timas incluem um ambiente Umido ao redor
da leséo, circulacéo efetiva de oxigénio para ajudar na regeneracao das células, dos
tecidos e reduzir a quantidade de bactérias (BOATENG et al., 2008). Outras
caracteristicas importantes e que devem ser consideradas sdo a aderéncia a ferida,
a porosidade, a macroestrutura e as dimens@es do curativo, suas propriedades
mecanicas, a taxa de biodegradacdo e a auséncia de antigenicidade (RATNER et
al., 2004; PANOBIANCO et al., 2012).

A quitosana (QTS) € um biopolimero conhecida por sua biocompatibilidade e
biodegrabilidade, ndo apresentando efeitos alérgicos e irritantes em tecidos
saudaveis ou infectados, permitindo seu uso em varias aplicacbes médicas, tais
como aplicacao tépica, implantes e injetaveis (FELT, 1999; ZHANG et al., 2010;
LIMA, 2010; VAN DEN BROEK et al., 2015).

Muitos estudos ja avaliaram a resposta de tecidos quando em contato com a

QTS. Foi descoberto que ela provocava minima reacdo de corpo estranho, com
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pouco ou nenhum encapsulamento fibroso (Di MARTINO et al., 2005; UENO et al.,
2001). Seu uso como biomaterial ja foi explorado para a restauracdo de varios tipos
de tecido, como pele, osso, cartilagem, de 6rgdos como figado, vasos sanguineos e
até mesmo de componentes do sistema nervoso (KIM et al., 2008; ; CARVALHO et
al., 2011).

Ha algum tempo, filmes finos de QTS tem sido submetidos a avaliacbes
praticas, sobretudo em decorréncia de suas caracteristicas fisico-quimicas, que
resultam em propriedades como facil formacédo de géis e capacidade de formacao
de filmes com boas propriedades mecéanicas (VAN DEN BROEK et al., 2015).

Adicionalmente, apresenta capacidade de melhorar propriedades de
dissolucéo e biodisponibilidade de farmacos fracamente sollveis em agua, como a
sinvastatina (SAKKINEN et al., 2004).

A sinvastatina (SINV), é uma estatina inibidora da hidroximetilglutaril-
coenzima A redutase (HMGCOoA), que catalisa a reacdo de producédo do colesterol
endoégeno, sendo amplamente utiizada na clinica como agentes
hipocolesterolémicos principalmente em pacientes cardiacos. Entretanto, recentes
estudos tém demonstrado propriedades farmacoldgicas pleiotropicas desses
agentes, incluindo atividade anti-inflamatéria, antioxidante, anti-trombogénica e
funcao restauradora (BONETTI et.al., 2003; OTUKI; PIETROVSKI; CABRINI, 2006;
(McGOWN; BROOKES, 2007; MIRANDA et al., 2011). De modo que suas
atividades, em sinergismos com as propriedades da QTS, convergem a um sistema
promissor, na forma de filme, para tratamento de inflamag¢des cutédneas. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar filmes poliméricos de
quitosana para a liberacdo controlada de sinvastatina para uso tépico em eventos

inflamatorios.
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2 RERERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamacéo e cicatrizacao

A pele é tida como a primeira barreira de prote¢cdo do organismo contra
agentes externos e por isso esta sujeita a constantes agressdes, tornando sua
capacidade de reparacdo muito importante para a sobrevivéncia (NOGUEIRA et al.,
2005). A cura de uma lesdo cutanea é bastante complicada, incluindo uma vasta
gama de processos celulares, moleculares, fisiolégicos e bioldgicos (KIM et al.,
2008).

O conhecimento a respeito de tal processo é relevante para que se possa
intervir no mesmo para auxiliar e acelerar a cicatrizacdo além de promover
homeostasia do organismo e bem-estar ao paciente.

Com o rompimento tecidual, logo se inicia 0 processo de reparo, que
compreende uma sequéncia de eventos moleculares, objetivando a restauracao do
tecido lesado (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). A cicatrizacdo é o
processo pelo qual um tecido lesado € substituido por tecido conjuntivo
vascularizado, na lesdo trauméatica ou na necrética (PANOBIANCO et al., 2012).
Desta forma, o processo de cicatrizagdo tem como finalidade restabelecer a
homeostasia tecidual (CAVALCANTE et al., 2012).

ApoOs uma lesdo, um conjunto de eventos bioquimicos se estabelece para
reparar o dano e promover a cicatrizacdo (PAGANELA et al., 2009). Os eventos que
desencadeiam a cicatrizacdo sao intercedidos e sustentados por mediadores
bioquimicos, descritos em diferentes fases, que correspondem aos principais
episodios observados em determinado periodo de tempo (LIMA et al.,, 2012). O
processo de reparacao tecidual € dividido em fases, de limites ndo muito distintos,
mas sobrepostas no tempo: hemostasia, fase inflamatoria, formacéo do tecido de
granulacao e remodelacao (SHIMIZU, 2005).

A fase inflamatéria € a etapa crucial da cicatrizacdo, sendo caracterizada
basicamente pela presenca de células inflamatorias no tecido cicatricial. A
inflamagédo depende, além de inumeros mediadores quimicos, das células
inflamatorias, como leucécitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfécitos
(MANDELBAUM et al., 2003).
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A resposta inflamatoria, que perdura cerca de trés dias, e na qual ocorre a
migracdo sequencial das células para a ferida é facilitada por mediadores
bioquimicos que aumentam a permeabilidade vascular, favorecendo a exsudacgao
plasmatica e a passagem de elementos celulares para a area da ferida. Os
mediadores bioquimicos de acdo curta sdo a histamina e serotonina e as mais
duradouras sé@o a leucotaxina, bradicinina e prostaglandina. A prostaglandina é um
dos mediadores mais importantes no processo de cicatrizacdo, pois além de
favorecer a exsudacdo vascular, estimula a mitose celular e a quimiotaxia de
leucécitos (LIMA et al., 2012).

O processo inflamatério caracteriza-se por migracéo celular intensificada e
extravasamento de moléculas séricas, anticorpos, complemento e proteinas pelos
capilares. Estes eventos sédo controlados pelo aumento do suprimento sanguineo e
da permeabilidade capilar além de vasodilatagcdo (CARVALHO, 2002). Os principais
componentes celulares de uma ferida séo os leucécitos polimorfonucleares (PMN) e
0s macrofagos que aparecem proporcionalmente a sua quantidade presente na
circulacao.

Inicialmente, o tipo de célula predominante, o PMN, tem vida breve e atua
principalmente com funcéo fagocitica, surge durante a injdria tissular e permanece
por periodo que varia de trés a cinco dias, sendo responsaveis pela fagocitose de
bactérias. O pico de atividade dos PMN ocorre nas primeiras 48 horas apds o
trauma, seguindo-se de um maior aporte de macréfagos durante os dois a trés dias
seguintes. O macréfago, também ativa os elementos celulares das fases
subsequentes da cicatrizacdo tais como fibroblastos e células endoteliais
(MANDELBAUM et al., 2003).

No local da inflamacdo, os mondcitos se diferenciam em macréfagos sob
influéncia do fator estimulador de colénias de macréfagos, enquanto o interferon
induz a ativacdo das células T. Essa ativacdo dos linfocitos T gera amplificacao
significativa da resposta imunolégica, de modo que numerosas citocinas sao
produzidas. Essas citocinas podem ter efeito pré-inflamatério, como no caso da
interleucina 1 (IL-1) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF- a) que servem para
induzir maior adesdo dos monocitos e linfécitos T ao endotélio. Podem funcionar
ainda como mensageiros, caso da interleucina 6 (IL-6), capaz de induzir a expressao

de genes hepaticos que codificam elementos de fase aguda que podem ser
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detectados no sangue, entre estes, a proteina C reativa (PCR), considerada
marcador de inflamacg&o (PLANA, 2001).

Além do efeito na reducao do colesterol plasmatico, a SINV pode apresentar
melhora no estado inflamatério da parede do vaso, diminuindo os valores da PCR.
Também inibe a ativacdo das células T induzida pelo interferon gama por moléculas
de complexo principal de histocompatibilidade de classe 1144. Com o bloqueio da
célula T, aumenta-se a sintese de colageno pelas células do musculo liso e ocorre
diminuicAio da producdo de colagenases pelos macrofagos fortalecendo o
revestimento fibroso das placas, estabilizando-as, facilitando assim a cicatrizagao
(KWAK et al., 2000).

Associada a SINV, a quitosana também possui propriedades cicatrizantes,
tornando ideal para a confec¢cdo de curativos de lesGes de pele, devido a
capacidade de acelerar a coagulacdo sanguinea, promovendo a agregacao
plaquetaria e formacgdo de trombo. Com isso, vem sendo utilizada na producédo de
curativos e agentes hemostaticos (COSTA SILVA et al., 2006).

Esse fato se deve a capacidade da QTS em agregar tanto as plaquetas, como
os eritrécitos pela interacdo entre as cargas positivas dos grupos aminicos livres
com as cargas negativas dos receptores das hemacias. A acdo da QTS sobre as
plaguetas produz mais um efeito benéfico, que é a liberacéo de fator de crescimento
derivado de plaquetas AB e fator de transformagdao do crescimento (1, que
desempenham papel importante na cicatrizacdo (COSTA SILVA et al., 2006). Além
disso, é impermeéavel a bactérias, previne infeccdes, devido as propriedades
antimicrobianas da QTS, e a superficie externa permanece seca, ao contrario de
muitas ataduras saturaveis (VALENTA; AUNER, 2004).

Também possui propriedade imunomoduladora, que é devida a sua
capacidade de ativar quase gque exclusivamente os macréfagos. Isso explica ndo s6
seu papel na aceleracdo da cicatrizacdo de lesbes, mas também a degradacao
desse polimero no organismo (MARTINEZ CAMACHO, 2010).

Os macréfagos, ativados pelos oligbmeros de QTS, liberam interleucina 1,
que estimula a proliferacdo de fibroblastos e influencia a estrutura do colageno.
Liberam, também, N-acetilglicosaminidase, que hidrolisa a QTS a mondmeros de N-
acetilglicosamina e glicosamina, unidades de acucares necessarias a biossintese de

acido hialurénico e outros componentes da matriz extracelular dos fibroblastos. Eles
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promovem a migragdo de neutrofilos, facilitando a resolucdo da resposta
inflamatodria. As atividades bactericidas e bacteriostaticas sugerem que este
polimero pode prevenir infec¢des, quando aplicado diretamente no local da leséao
(COSTA SILVA et al., 2006).

As lesdes de pele representam um grande desafio para os profissionais da
saude, sendo que os curativos mais modernos disponiveis atualmente sdo, em sua
maioria, importados e de alto custo. Desta forma, existe a necessidade de criar
recursos mais acessiveis a populacao, os quais utilizem matérias-primas renovaveis
e que sejam produzidos através de tecnologias simples e de baixo custo (LIMA et
al., 2012).

2.2 Sistemas carreadores de farmacos

A acdo biologica produzida por um medicamento ndo € simplesmente
funcdo da atividade intrinseca do farmaco que ele veicula. Inameros fenédmenos,
mais ou menos complexos, se manifestam a partir do momento da administracao, os
quais dependem nao s6 dos principios ativos e do organismo ao qual eles séo
administrados, mas ainda, em larga escala, da forma e formulacdo farmacéutica
utilizadas (PANDIT, 2008).

Para que um farmaco seja eficaz, € necessario que uma quantidade
satisfatoria 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 € administrado e da velocidade com que é liberado (PANDIT,
2008).

A matriz ideal para liberacdo de farmacos deve ser inerte, biocompativel,
confortavel para o paciente, capaz de carregar altas cargas de farmacos, simples
para administracdo e remocéao, facil de fabricar e esterilizar e de baixo custo. O
modelo e material adequado para a sele¢do da matriz em cada aplicacdo especifica
dependem de diversas variaveis, incluindo propriedades fisicas (mecanica,
degradacéo, formacao do gel), propriedades do transporte (difuséo) e propriedades
bioldgicas (adeséo celular e sinalizacdo) (DRURY; MOONEY, 2003).

Polimeros biorreabsorviveis tém sido muito usados na area médica em

decorréncia das inUmeras vantagens apresentadas por essa classe (ESPOSITO et
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al., 2011), sendo a principal delas o fato de degradarem por hidrélise de suas
ligacBes ésteres, em contato com os fluidos corpéreos, originando produtos na forma
de oligbmeros sollveis e ndo toxicos que, apOs sofrerem a acdo metabdlica do
organismo sdo transformados em CO; e H,O (AMBROSE; CLANTON, 2004).

Neste sentido, matrizes poliméricas tém-se mostrado ideais, pois apresentam
as caracteristicas adequadas para a aplicacdo em questao, oferecendo flexibilidade
na dosagem, cinética de liberacdo e marcacdo de receptores para liberacdo de
farmacos ou genes (YUN et al., 2004)

Os polimeros constituem a classe de materiais mais versatil e tém mudado o
nosso dia-a-dia no decorrer de véarias décadas. Ha muitos anos os farmacéuticos
tém utilizado polimeros em varios campos de seu trabalho. Inicialmente seu uso
ficou restrito aos materiais de embalagem e excipientes de formas farmacéuticas,
servindo como suporte mecéanico para liberacdo de farmacos. Nessas Ultimas
décadas, a unido entre ciéncias de polimeros e ciéncias farmacéuticas levou a uma
inovacdo no proposito e desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos
(LIU, 2009). Estes sistemas poliméricos sao destinados, principalmente, a alcancar a
liberac@o modificada de farmacos.

Dentre as principais caracteristicas que o polimero a ser utilizado nesses
sistemas deve apresentar é ser biocompativel, isto €, ndo produzir reacéo adversa e
ter habilidade de desencadear em um organismo a resposta apropriada para uma
aplicacao especifica, e ser, de preferéncia, biodegradavel (FOURNIER, 2003).

Os materiais biodegradaveis degradam dentro do organismo como resultado
de processos biolégicos naturais, eliminando a necessidade de remocao do sistema
de liberacdo de farmaco apds a completa eliminacdo do principio ativo (JONES,
2004).

Os sistemas poliméricos de liberagdo modificada de farmacos podem ser
agrupados, de acordo com a sua estrutura, em sistemas matriciais e em sistemas
com uma barreira, também chamados de reservatérios (DUMITRIU, 1993). Nos
sistemas matriciais o farmaco é adsorvido ou solubilizado no interior de uma matriz
polimérica. Enquanto que nos sistemas reservatorios, a substancia ativa se encontra
envolvida por uma membrana polimérica, isolando o nucleo do meio externo,
retardando a liberacdo do farmaco (SCHAFFAZICK et al., 2003)
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Vérios polimeros tém sido usados nessa area de pesquisa, sendo que 0s
biodegradaveis tém atraido um maior interesse. Dentre estes, a QTS, um polimero
obtido através de recursos naturais renovaveis, tem sido destacado, devido as suas

interessantes propriedades.

2.3 Quitosana

A QTS é um polissacarideo derivado da quitina (copolimero de B-(1—4)-D-
glucosamina e [(-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina), encontrada em abundancia na
natureza, principalmente em carapaca de crustaceos. Devido ao carater basico,
atribuido a presenca do grupamento amina nas unidades repetidas e a sua
biodegradabilidade, esses dois polimeros vem despertando bastante interesse de
cientistas e tecndlogos, que tém descoberto diversas aplicacfes, especialmente na
area farmacéutica (CARVALHO et al., 2011).

O polimero é registrado no Ministério da Saude como alimento, sendo
comercializado como redutor de peso e de colesterol (SANTOS, 2004). Todavia, a
QTS atualmente esta sendo utilizada em diversas areas, como na tecnologia
farmacéutica, agricultura, biotecnologia, industria de cosméticos, produtos
alimenticios e, como adsorvente na remocdo de corantes e espécies metalicas
(JANEGITZ et al., 2007).

Historicamente, em 1811, o professor Henri Braconnot, isolou substancias
fibrosas de cogumelo e achou insolivel em solugdo aquosa acida. Uma década
depois, em 1823, Ojer chamou de quitina do grego khiton (envelope) presentes em
determinados insetos. Em 1894, Seyle Esperanca nomeou-o como “quitosana’.
Entre 1930 a 1940, este biopolimero de glucosamina adquiriu muito interesse no
campo da medicina (SHAJI, 2010).

O termo quitosana (Figura 1) refere-se a uma familia de copolimeros com
véarias fragdes de unidades acetiladas. E constituida por dois tipos de monémeros;
mondmeros de quitina e mondmeros de QTS. A quitina € um polissacarideo linear
constituido por ligacdes (1-4) 2-acetamido-2-desoxi-BD-glicopiranose. A QTS é um
polissacarideo linear constituido por ligagbes (1-4) 2-amino-2-desoxi-BD-

glicopiranose, sendo composta também por [(-(1-4)-D-glucosamina (unidade
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desacetilada), as quais sdo distribuidas aleatoriamente e ligadas a N-acetil-D-
glucosamina (unidade acetilada) (SHAJI, 2010).

HOH_C HOH, &
R o [ ]
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HO HO
HH'ﬁCH:F MHL,
L

Figura 1: Estrutura quimica da quitosana
Fonte: Shaji, 2010.

A execucgdo da reacdo quimica de N-desacetilacdo da quitina (Figura 2),
através do emprego de solugBes concentradas de hidroxido de sodio e de
temperaturas elevadas, para a producdo de QTS, é considerada um aspecto
importante na utilizacdo comercial deste polimero. Esse processamento deve ser
realizado de maneira adequada, a fim de garantir que, ao final do processo, a
obtencdo de QTS com alto grau de pureza, sobretudo isenta de contaminantes,
como proteinas, endotoxinas e metais toxicos. As condicBes utilizadas, como
concentracdo de hidréxido de sédio, temperatura e tempo de reacéo, determinam a

massa molar média e o grau de desacetilagdo médio na QTS obtida (WU, 2008).

NaOH
desacetilaciio

Figura 2: Reacao de desacetilacdo da quitina formando quitosana
Fonte: Wu, 2008.

De acordo com o grau médio de acetilacdo (GA), parametro empregado para
caracterizar o conteido médio de unidades N-acetil-D-glicosamina de quitina e QTS,
podem-se obter diversas QTS variando-se, assim, suas propriedades fisico-

guimicas, como solubilidade, pKa e viscosidade. Geralmente, é dificil de obter QTS
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com elevado grau de desacetilagdo, pois, a medida que este aumenta a
possibilidade de degradacdo do polimero também aumenta (SILVA et al., 2006).

2.3.1 Caracteristicas fisico- quimicas da quitosana

A molécula de QTS apresenta trés tipos de grupos funcionais reativos: um
grupo amino e dois grupos hidroxila, um primario e um secundario, nas posicoes
C(2), C(3) e C(6), respectivamente (KIM et al., 2008).

E uma base fraca com valor de pKa do residuo D-glicosamina em torno de
6,5, sendo, portanto, insolivel em meios neutro e alcalino. Vale ressaltar que, por
ser um polieletrdlito catidnico, o seu valor de pKa dependera da massa molar e da
densidade de carga do polimero e, portanto, dependerd da extensdo de
neutralizacdo dos grupos carregados e do grau de desacetilagdo médio da amostra
(JJANG, 2003; VAN DEN BROEK et al., 2015).

Em meio neutro e alcalino, a QTS se apresenta estavel devido ao fato de
seus grupamentos reativos hidroxilas e amino poderem formar fortes ligacbes de
hidrogénio intra e intermoleculares levando a cristalizacdo e, com isso, a
precipitacdo desse polimero. Ja em meio acido, a estrutura cristalina é destruida,
devido a protonacdo dos grupamentos amino e, consequentemente, uma repulsédo
entre esses grupos tornando a macromolécula soltvel (KIM et al., 2008; VAN DEN
BROEK et al., 2015).

Neste caso, a conformacdo da cadeia polimérica dependerd do grau de
desacetilagdo médio. Quanto maior for este valor, a cadeia polimérica se
apresentara mais estendida e flexivel, devido a uma maior repulsédo entre as cargas.
Entretanto, quanto menor for o valor, a cadeia polimérica apresentard& uma
conformacdo quase esférica, devido a uma menor densidade de cargas, e seré
estabilizada por vastas ligagcbes de hidrogénio intra e intermoleculares (GUPTA,
JABRAIL, 2006).

Esse biopolimero é insolivel em agua, bases, éalcool e acetona, sendo
completamente soluvel em solu¢cdes de alguns acidos organicos, como, acido
acético em pH menor que 6,0 (JANEGITZ et al., 2007).

No estado solido, a QTS é um polimero semicristalino. Através de

experimentos de difragdo de raios-X, foram encontradas quatro polimorfas do
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polimero, sendo trés formas hidratadas e uma anidra (VINSOVA; VAVRIKOVA,
2008). Os primeiros dados de difragdo de raios-X da QTS, preparada a partir de
tendBes de lagosta por desacetilagdo no estado solido, foram obtidos por Clark e
Smith em 1937.

2.3.2 Obtencao da quitosana

A QTS é obtida a partir de desacetilacdo parcial da quitina, que € um
polissacarideo compreendendo copolimeros de glucosamina e N-acetilglucosamina.
A QTS estad comercialmente disponivel em varios tipos e graus que variam em peso
molecular entre 10.000 e 1.000.000 e variam em grau de desacetilacdo e
viscosidade. Tecnicamente, QTS é uma substancia que ocorre naturalmente, sendo
quimicamente semelhante a celulose (SHAJI, 2010).

O processo de desacetilagdo consiste na remoc¢do da maioria dos radicais
acetilas da estrutura e substituicdo dos mesmos por um atomo de hidrogénio,
resultando em um radical amino. Entdo, os polimeros desacetilados, com grau de
desacetilagdo acima de 50%, podem ser considerados QTS. As quitosanas obtidas
pela reacdo de estado sdélido tem uma distribuicdo heterogénea de grupos acetil ao
longo de suas cadeias, provavelmente devido a morfologia semicristalina da quitina.
(LIMA, 2006).

Usualmente, a QTS € preparada utilizando-se solu¢des extremamente
concentradas de hidroxido de sédio de 40 a 50%, o que costuma promover reacdes
de degradacao do polimero. Esta reacao de hidrolise pode remover alguns ou todos
0s grupos acetila da quitina, liberando grupos amino que impdem a natureza
catibnica da QTS resultante, que consiste de uma mistura de polimeros de
diferentes tamanhos (CANELA; GARCIA, 2001).

2.3.3 Usos e atividades da quitosana

Na literatura, pode-se encontrar uma ampla variedade de propriedades
bioldgicas da QTS, as quais sdo relatadas em varios estudos de diversos autores.
Como exemplo as propriedades citadas por Silva, Santos e Ferreira, (2006) e

Cleasen, Whilhelms e Kulicke, (2006), relatam a atividade antimicrobiana, efeito
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coagulante, efeito analgésico, aceleracdo da cicatrizagdo, tratamento da osteoartrite,
efeito hipocolesterolémico e hipolipidémico e reducao de peso.

A atividade da QTS sobre as biomoléculas é facilitada pela diferenca de
cargas elétricas que ocorre na superficie das duas estruturas. Enquanto que
proteinas, polissacarideos anibnicos, &cidos nucléicos e &cidos graxos, dentre
outros, apresentam cargas negativas em suas superficies, se comportando como um
polieletrolito, ou seja, apresenta uma alta densidade de carga - uma carga positiva
por unidade de glicosamina (DALLAN, 2005).

A QTS é um biopolimero que apresenta importantes propriedades bioldgicas
tais como baixa toxicidade, ndo causa alergia, pode ser empregado como
anticoagulante, € biodegradavel, biocompativel e possui propriedades
antibacterianas (JANEGITZ et al., 2007; CARVALHO et al.,, 2011). Fraga et al.
(2006) atribui sua biodegrabilidade ao fato de ser metabolizada por enzimas
humanas, principalmente a lisozima.

Além dos estudos de biodegradacdo, estudos de biodistribuicdo e de
toxicidade celular, ambos in vivo e in vitro tem sido publicados (KEAN; THANOU,
2010). Desta maneira, a QTS é apontada como um GRAS (Generally Regard As
Safed), ou seja, uma substancia cujo uso € geralmente considerado seguro
(BANGYEKAN et al., 2006; KEAN; THANOU, 2010).

E promissora para a indudstria farmacéutica por sua diversificada aplicacao,
por exemplo, pasta de dente, lagrimas artificiais e filmes para curativo (CARVALHO
et al., 2011; TAN et al., 2011). Além das propriedades filmogénicas, também possui
atividade antimicrobiana (MARTINEZ CAMACHO, 2010; CARVALHO et al., 2011).

A atividade antimicrobiana esta relacionada a presenca de grupos aminicos
gue, uma vez em contato com os fluidos fisiol6gicos, provavelmente sdo protonados
e se ligam a grupos anionicos dos microrganismos, resultando na aglutinacdo das
células microbianas e inibicdo do crescimento (CLEASEN; WHILHELMS; KULICKE,
2006).

Trés mecanismos tém sido propostos como uma explicagdo para essas
propriedades antimicrobianas. No primeiro, as cargas positivas presentes na cadeia
polimérica de QTS, devido a seu grupo amino, interagem com as cargas negativas
dos residuos de macromoléculas (lipopolissacarideos e proteinas) has membranas

de células microbianas, interferindo com a troca de nutrientes entre o exterior e o
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interior da célula. O segundo mecanismo propfe que a QTS atua como um agente
quelante, criando compostos com vestigios de metais essenciais para a célula,
enguanto que o terceiro mecanismo estabelece que a QTS de baixo peso molecular
€ capaz de entrar o nucleo da célula em si, interagindo com o DNA, interferindo com
a sintese de RNA mensageiro, afetando a sintese de proteinas e inibir a acdo de
véarias enzimas (MARTINEZ CAMACHO, 2010).

O biopolimero QTS pode ser modificado fisicamente, sendo uma das
vantagens mais interessantes a sua grande versatilidade em ser preparado em
diferentes formas, tais como pés, flocos, microesferas, nanoparticulas, membranas
ou filmes. Devido as caracteristicas citadas e outras tantas, a QTS é amplamente
utilizado como excipiente farmacéutico, principalmente em sistemas de liberacdo de
farmacos e foi incluida na quarta edicdo da European Pharmacopoeia em 2002, sob

a forma de sal cloridrato de quitosana.

2.3.4 Filmes de quitosana

Polissacarideos e seus derivados representam um grupo de polimeros
naturais largamente utilizados em formas farmacéuticas, sendo preferidos, em
detrimento de polimeros sintéticos, devido a baixa toxicidade, baixo custo e
disponibilidade. Aliado a isto, a biodegradabilidade, caracteristicas filmogénicas e
sua versatilidade tém constituido um elemento de elevado interesse e destaque no
grupo de excipientes farmacéuticos (GOY, 2004; MATET et al., 2015; VAN DEN
BROEK et al., 2015).

De uma maneira geral, pode-se definir uma membrana como uma barreira
fina, com propriedade seletiva ao transporte de matéria e energia entre duas fases.
Uma técnica simples para o preparo de membrana de QTS € a simples evaporacao
do solvente de uma solucdo desse polimero sobre uma placa de vidro, produzindo,
geralmente, filmes flexiveis e resistentes. A presenca de ligacdes de hidrogénio inter
e intramoleculares sdo responséaveis pelas propriedades de formacdo dos filmes
(TRINDADE NETO, 2008; LIMA, 2010; VAN DEN BROEK et al., 2015).

Filmes de QTS com potencial para utilizacdo em técnicas de regeneracéo
tecidual guiada e a possibilidade de associacdo de outras substancias a QTS nos
filmes, tém sido estudadas (ZHANG et al., 2010).
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Além disso, a resposta tecidual inflamatéria ante a implantacdo desses filmes
em tecido subcutaneo de ratos foi muito satisfatéria. Sua prépria estrutura quimica,
similar a estrutura do acido hialurénico, reforca a indicacao do uso deste biopolimero
como agente cicatrizador e reparador, pois a QTS é capaz de aumentar as funcdes
de células inflamatdrias como os leucécitos polimorfonucleares (PMN) e macréfagos,
promovendo organizagdo celular e atuando no reparo de diversas feridas (UENO et
al., 2001; CARVALHO et al., 2011).

Além dessas propriedades, uma tem atraido a atencdo de cientistas
farmacéuticos, a bio/mucoadesividade. Devido a sua protonacdo em certos pH
fisiologicos, a QTS pode interagir eletrostaticamente com as cargas negativas de
superficies celulares, abrindo junc¢des, resultando em uma reorganizacdo estrutural
das proteinas associadas as juncdes oclusivas (HE, et al., 1998), caracterizando o
mecanismo de bioadesividade. Mais especificamente, quando a interacao é restrita a
camada mucosa, o termo mucoadesividade € empregado.

O muco contém mucina, que apresenta uma variedade de constituintes
guimicos, dentre eles o acido sialico. Em pH fisiolégico, o acido sialico apresenta
carga negativa e, como consequéncia, mucina e QTS podem apresentar fortes
interacdes eletrostaticas. Quando a QTS estd exercendo a funcdo de sistema
carreador de algum farmaco, essas interacfes podem resultar em um tempo de
permanéncia prolongada desse sistema no sitio de absorcao do farmaco, liberando-
o sustentadamente, e melhorando a sua biodisponibilidade (LEHR et al.,1992).

Este potencial para a aplicacdo bio/mucoadesiva tem sido adicionalmente
reforgado por sua capacidade de abrir transitoriamente as jungdes oclusivas entre as
células epiteliais, permitindo o transporte intercelular de farmacos, peptideos,
proteinas, vacinas e DNA, sendo, portanto, considerada um promotor de absorcéo
(MARTINEZ CAMACHO, 2010).

Adicionalmente, caracteriza-se por ativar a proliferacao celular e estimular o
processo de cicatrizagcdo de feridas e queimaduras. Nesse caso, sdo utilizadas
ataduras de QTS, principalmente na forma de filme, também chamados de peles
artificiais, uma vez que mantém umidade alta na interface da atadura, remove o
excesso de exsudato, permite trocas gasosas e fornece isolamento. Seu uso como

biomaterial tem sido amplamente elucidado, associado a restauracéo de varios tipos
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de tecido, como pele, osso, cartilagem, de 6rgaos como figado, vasos sanguineos e
até mesmo de componentes do sistema nervoso (KIM et al., 2008).

Ao associarmos as caracteristicas que fazem da QTS um potencial agente
liberador de farmacos e aquelas relacionadas as suas propriedades reparadoras
teciduais, vislumbra-se os biomateriais dela obtidos para reparacdo tecidual.
Sistemas formados com farmacos que ajam em sinergismo com a QTS e se
mostrem compativeis, surgem como oportunidades de pesquisas nessa area (ISSA
et al., 2006).

2.4 Estatinas

As estatinas tém sua origem em culturas de fungos, tendo sido realizado, no
ano de 1976, o primeiro isolamento de uma substancia desta classe, a compactina.
Isolada a partir de uma cultura de Penicillium citrinum e apresentou excelente
inibicdo na sintese do colesterol, porém sua elevada toxicidade impediu seu uso
clinico. A partir de entdo, produziram-se diversas substancias com estruturas
semelhantes a compactina que também possuiam a capacidade de inibir a sintese
do colesterol, surgindo entdo as estatinas modernas (ENDO, 2010; BHALLA et al.,
2014; SIRTORI, 2014).

Quimicamente, as estatinas possuem um anel hexaidronaftlénico ligado a um
éster metilbutirato e um hidroxiacido que forma um anel lactbnico. As diferencas
estruturais existentes entre as estatinas determinam sua lipofilicidade, meia-vida e
poténcia (RODRIGUEZ YANEZ et al., 2008).

Podem ser consideradas produtos naturais, como as estatinas isoladas a
partir do metabolismo de fungos, a mevastatina, a lovastatina, a pravastatina e a
sinvastatina (derivado semi-sintético), ou as estatinas completamente sintéticas
como a atorvastatina e a fluvastatina (BASTARDA et al., 2005). Os cinco agentes
hipolipémicos mais importantes, clinicamente, dentro desse grupo sao a
atorvastatina, a fluvastatina, a lovastatina, a pravastatina e a sinvastatina
(CARVALHO; CAMPO, 2007).

Existem varias estatinas sendo utilizadas clinicamente, algumas naturais

como a lovastatina (Mevacor) e a pravastatina (Pravachol), a sinvastatina (Zocor). A
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fluvastatina (Lescol) € uma forma racémica sintética, cujos enantibmeros puros sao
atorvastatina (Lipitor) e rosuvastina (Crestor) (KATZUNG, 2013).

Agem Inibindo competitivamente, de forma potente, a 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima responsavel pela sintese do acido
mevalbnico, um importante precursor na sintese de colesterol, por meio de reducéo
do substrato HMG-CoA (Figura 3). A afinidade das estatinas pela enzima esta na
faixa hanomolar, enquanto que a afinidade do substrato natural, o HMG-Co0A, esta
na faixa micromolar, ou seja, 3 ordens de magnitude menor (CARVALHO; CAMPO,
2007). As estatinas inibem a sintese do colesterol endégeno e aumentam a
expressdo dos receptores para LDL nos hepatécitos, promovendo uma maior

captacao das lipoproteinas circulantes (RANG et al., 2012).

Figura 3: Reagéo de sintese do mevalonato, precusor do colesterol, por acdo da enzima
HMG-CoA redutase
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Fonte: Lehninger; Nelson; Cox, 2006

Acredita-se que o mecanismo de acdo destes farmacos esteja relacionado a
sua similaridade com o mevalonato (Figura 4), fato que justifica a estrutura geral das
estatinas (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006; BHALLA et al., 2014). Da mesma
maneira, a atividade destes compostos € sensivel a estereoquimica do anel lactona,
a habilidade deste anel ser hidrolisado e ao comprimento da ponte conectando o
sistema anel lacténico e o sistema anel biciclico. Substituicdes no anel biciclico com
grupos lipofilicos promovem um incremento na atividade da molécula (MOFFAT et
al., 2004).
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Figura 4: Estrutura geral de algumas estatinas destacando-se a similaridade dos farmacos
com o mevalonato
Fonte: Lehninger, Nelson; Cox, 2006.

Além disso, elas apresentaram uma série de outros efeitos, como
vasodilatacdo mediada pelo 6xido nitrico (NO), estimulo de formacdo Ossea,
protecdo contra eventos oxidativos nas lipoproteinas de baixa densidade,
modificagcdo da resposta imune em diversos niveis e o0 estimulo da
reendotelializacdo, bem como efeito anti-inflamatério e reducdo nos niveis da
proteina C reativa (FUKUDA et al., 2009). Diversos estudos em animais mostraram
efeitos independentes da reducédo do colesterol, que sao conhecidos como efeitos
pleiotropicos deste farmaco, entre eles uma potente ac¢do anti-inflamatéria (REGO
et al. 2007; CHEN et al., 2013).

Mesmo possuindo 0 mesmo mecanismo de agao, as estatinas diferem entre si
pelas suas estruturas quimicas e, farmacocinética. Em recentes resumos e meta-
analises jA se determinou que as propriedades anti-inflamatérias ocorrem
independentemente de sua atividade hipocolesterolémica (KONES, 2010).

A lovastatina e a SINV sao administradas na forma inativa, lactona, e no
figado sdo hidrolisadas para a forma ativa, o a-hidroxiacido correspondente. As
demais estatinas sado administradas na forma ativa. A lipofilicidade dos pro-
farmacos, lovastatina e sinvastatina, conferindo maior seletividade pelo figado, o
maior sitio de sintese de colesterol, em comparagcdo com as demais estatinas
administradas na forma ativa (MOGHADASIAN, 1999).
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Esses farmacos estdo sujeitos a extenso metabolismo de primeira passagem
pelo figado. Mais de 95% das estatinas (formas lactonas e ativas) estéo ligadas as
proteinas plasmaticas, com excec¢do da pravastatina que apresenta taxa de ligacao
mais baixa, cerca de 50%. Sao excretadas nas fezes por meio da bile e uma
pequena proporcdo é excretada na urina (GOODMAN; GILMAN, 2012; SIRTORI,
2014).

2.4.1 Sinvastatina

Na classe das estatinas inclui-se a SINV, foco desse trabalho, sendo
classificada como hipolipemiante para o tratamento de cardiopatia isquémica e de
hipercolesterolemia estabelecida pela politica nacional de medicamentos do governo
brasileiro na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais - RENAME, distribuido
na forma de comprimido nas dosagens de 10, 20 e 40 mg (BRASIL, 2013). A
RENAME contempla a lista de medicamentos e insumos distribuidos pelo SUS a
toda a rede publica no pais.

Apbs a ingestdo oral, SINV, que € uma lactona inativa (Figura 5), é hidrolisada
no trato gastrointestinal ao seu correspondente [3-hidroxiacido. Essa hidrélise ocorre
em valores de pH entre 4,5 e 6,8 sendo um processo reversivel onde normalmente
coexistem em equilibrio no organismo as formas lactona e hidroxiacido (UNGARO et
al, 2011).
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Figura 5: Conversao da lactona inativa a ao [3-hidroxiacido ativo da SINV
Fonte: Cejka et. al., 2003

A forma hidrolisada de SINV (hidroxiacido) é o metabdlito inibidor da HMG-
CoA, que age por um processo de mimetismo, o qual bloqueia a conversédo do
substrato HMGCoA em acido mevalbnico, inibindo os primeiros passos da
biossintese de colesterol. Sua biodisponibilidade € baixa, ou seja, apenas 5% da
dose oral possui exposicao sistémica, sendo que 95% do farmaco se ligam as
proteinas plasmaticas (RANG et al, 2012). O mecanismo de transporte de
membrana de SINV ocorre por difusdo passiva, estando entdo diretamente
relacionada a concentracédo (SANTIAGO, 2011).

A SINV apresenta féormula molecular CysH330s; na nomenclatura IUPAC
(Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada) € o 1S,3R,7S,8S,8aR)-8-[2-
[(2R,4R)-4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H-pyran-2-ljethyl]-3,7-dimethyl-1,2,3,7,8,8  a-
hexahydro naphthalen-1-yl 2,2-dimethylbutanoate. E um composto sintético derivado
da lovastatina, a qual € o produto da fermentacdo do fungo Aspergillus terreus
(PEREIRA et al., 2003).

E a segunda estatina mais potente e a mais prescrita no Brasil,
caracterizando-se com um po6 branco, cristalino, ndo higroscopico, com ponto de
fusdo na faixa de 135 a 138 °C, insoluvel em agua (0,03 g/L) e acido cloridrico 0,1 M
(0,06 g/L) e solavel em cloroférmio (610 g/L), metanol (200 g/L), etanol (160 g/L),
polietilenoglicol (70 g/L) e hidroxido de sodio 0,1 M (70 g/L). Possui poder rotatorio,

la®>pl, igual a + 292 (0,51% em acetonitrila), coeficiente de particdo (octanol/agua),
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log P, igual a 4,68 e maximos de absorcdo na regido do ultravioleta (UVmax, em
acetonitrila) em A 231, 238 e 247 nm (BUDAVARI, 2006) e pKa=4,18, estando a
molécula quase completamente dissociada em pH 6,8 (YOSHINARI et al, 2007).

Em solucdo aquosa forma pontes de hidrogénio intermoleculares entre a
hidroxila do oxigénio 3 de uma molécula com o oxigénio 5 do éster de outra
molécula, tornando a hidroxila comprometida e com isso o farmaco apresenta-se
insolivel em agua (Figura 6) (CEJKA et al, 2003).
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Figura 6: Pontes de hidrogénio formadas pela SINV
Fonte: Adaptado de Cejka et al., 2003.

Possui monografias em alguns compéndios estrangeiros, por exemplo as
Farmacopéia Americana, Britdnica e Européia, com diferentes doseamentos por
espectrofotometria utilizando deteccédo na regido do ultravioleta (UV) em A 238 nm
(BRITISH, 2007; USP, 2008; EUROPEAN, 2009;).

Devido a essas propriedades fisico-quimicas, faz parte da classe Il do sistema
de classificacao biofarmacéutica (SCB), ou seja, € um farmaco de baixa solubilidade
e alta permeabilidade (AMIDON, 1995; GRAESER et al.,, 2008). Assim, pelo
aumento da velocidade de dissolucdo desse farmaco € possivel aumentar sua
biodisponibilidade e eficacia terapéutica (PATEL; PATEL, 2008). Para essa classe
de farmacos a dissolucdo € o passo limitante da velocidade de absor¢cdo e uma
correlacao in vivo-in vitro pode ser esperada. (KASIM et al., 2004).

Existem varios recursos técnicos que podem ser utilizados na tentativa de
melhorar a solubilidade e, portanto, aumentar a biodisponibilidade de farmacos de
baixa solubilidade agquosa como a SINV, como exemplo, tem-se a utilizacdo de
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excipientes que ajudam na solubilizacdo, a inclusdo em sistemas poliméricos, como
filmes de QTS e/ou modificacbes nas caracteristicas de cristalinidade e, por
conseguinte, melhorar a dissolucdo desse farmaco e assim facilitar sua liberacéo
(CHEN et al., 2009).

2411 Atividade anti-inflamatéria

Varios estudos relatam beneficios clinicos associados a terapia com a SINV
que sao independentes da reducdo de colesterol, sdo os chamados efeitos
pleiotrépicos. Esses efeitos incluem promocao de sintese de 6xido nitrico endotelial,
reducdo na producdo de espécies reativas de oxigénio, estabilizacdo das placas
ateroscleroticas, redugéo no crescimento de células musculares lisas que ocorre no
processo aterosclerotico. Ha ainda efeitos relacionados com atividade anti-
inflamatoria local, como reducéo na liberacéo de citocinas inflamatorias, reducdo na
adesao leucocitaria e reducao na proliferacdo de macrofagos (CHOPRA et al., 2007;
CHU et al., 2012; XAVIER et al., 2012; CHEN et al., 2013; BHALLA et al., 2014).

Estudos clinicos mostram que a SINV apresenta propriedades anti-
inflamatorias, pela reducédo dos niveis de alguns mediadores inflamatérios como a
proteina C-reativa, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral a (TNF-a), proteina
quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e a interacdo leucécito-endotélio (ADAMI et al.,
2012; JAISWAL; SONTAKKE, 2012; ZHAO et al.,, 2014). Embora a acédo anti-
inflamatoria ainda ndo seja completamente entendida, pode ocorrer uma inibicdo de
uma variedade de substancias inflamatérias chamadas isoprendides, 0s quais sao
formados durante a biossintese enddégena do colesterol (KIM et al., 2007; CHU et al.,
2012).

Nessa mesma linha, foi estudado o efeito local da SINV em um modelo de
inflamacéo de pele de camundongo. A aplicacéo topica resultou em uma inibicdo da
resposta inflamatoria, podendo ser explicada pela resposta negativa da expresséo
de moléculas de adesédo ou pela inibicdo da secrecéo de citocinas pro-inflamatorias
gue ocorre durante um evento inflamatério (OTUKI; PIETROVSKI; CABRINI, 2006).

Associados a esses efeitos, também foi avaliada a acdo antinociceptiva das
estatinas. Alguns trabalhos sugerem que a acgdo antinociceptiva possa estar
relacionada com a atividade direta anti-inflamatéria através da inibicdo de citocinas
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pro-inflamatodrias e quimiocinas (SANTODOMINGO GARZON et al., 2006; CHU et
al., 2012; XAVIER et al., 2012; CHEN et al., 2013; BHALLA et al., 2014). Recentes
estudos relataram o efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio da sinvastatina em
modelos de dor. Foi encontrada uma correlagcdo positiva entre os efeitos e a
atividade da SINV, possivelmente relacionada a inibicdo da liberacdo de citocinas e
prostandides com possivel estimulacdo da modulacdo de oxido nitrico (MIRANDA et
al., 2011; CHEN et al., 2013; BHALLA et al., 2014).

Um grande problema com relacdo a SINV é que este farmaco esta
disponibilizado no mercado apenas na sua forma soélida (cdpsulas e comprimidos)
dificultando o seu uso local com efeito anti-inflamatério. Nos Gltimos anos a procura
por novos sistemas carreadores de farmacos tem sido muito relevante no sentido de
se estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes, que possibilitem administrar
os farmacos com mais seguranca e com efeitos colaterais minimizados, como 0s
sistemas de liberagédo controlada (OTUKI; PIETROVSKI; CABRINI, 2006; CHOPRA
et al., 2007; KIM, et al., 2007; MIRANDA et al., 2011; ADAMI et al., 2012).

2.5 Modelos cinéticos de liberacdo de farmacos em sistemas poliméricos

A etapa de liberacdo de farmacos a partir de sistemas poliméricos resulta da
influéncia entre mecanismos de dissolucéo, difusdo e erosdo do polimero. Esse
complexo mecanismo de liberacéo resulta, em parte, do fato das moléculas de QTS,
guando em contato com a agua, devido ao processo de transicdo do estado seco
para o estado maleavel, adquirindo micro e macroestrutura, cujas conformacoes,
dependem do tempo desta exposicdo. Consequentemente, o0 tratamento
matematico, envolvendo estes fatores, torna-se muito capcioso (COSTA; LOBO,
2001).

Na literatura, encontram-se diversos trabalhos experimentais com o intuito de
elucidar modelos de transporte do farmaco, identificando quais os mecanismos de
liberacdo do farmaco a partir de sistemas matriciais (COLOMBO et al., 2000;
FERRERO et al., 2000; KIIL; DAM; JOHANSEN, 2003). Em 2001, Siepmann e
Peppas publicaram uma compilacdo de vérios tipos de modelos matematicos

desenvolvidos para o0s sistemas poliméricos. Abrangendo desde correlagdes
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empiricas e semi-empiricas simples, até formulas complexas que analisam fatores
como tamanho e a geometria das matrizes poliméricas.

Caracteristicas fisicas do farmaco em uma matriz de QTS (como a
solubilidade aquosa, diferenca de densidade e a porosidade da matriz) comumente
sdo desvalidas nos modelos desenvolvidos e, propriedades de dissolucéo
(solubilidade e velocidade de dissolugao) devem ser tomadas em atencado no caso
de farmacos fracamente sollveis em agua, como a SINV (SIEPMANN; PEPPAS,
2000). Pois, caso a concentracdo de farmaco exceda sua solubilidade, coexistindo
na matriz o farmaco dissolvido e ndo dissolvido, estando apenas a forma dissolvida
disponivel para a difusdo. De modo que, os modelos devem satisfazer as condi¢oes
experimentais ideais e serem aplicados em situacdes especificas.

Apesar da complexidade dos fenbmenos envolvidos na liberacdo de farmacos
a partir de sistemas poliméricos, determinados modelos sdo bastante utilizados na
analise da liberacdo de farmacos a partir destas matrizes (COSTA; LOBO, 2001).

O modelo cinético de ordem zero fundamenta-se na liberacdo lenta do
farmaco a partir de formas farmacéuticas que ndo se desagregam. Expresso pela

Equacéo 1:

Q: = Qo + kot (Equacao 1)

Onde, Q; € a quantidade de farmaco dissolvido ao tempo t, Qg é a quantidade inicial
de farmaco dissolvido na solucdo (Qo = 0, geralmente) e ko € a constante de
liberacdo de ordem zero.

Este modelo é geralmente utilizado para descrever a liberacdo por varios tipos
de formas farmacéuticas de liberacdo controlada, como € o caso dos comprimidos
matriciais, dos sistemas osmaticos e das formas revestidas (VARELAS et al., 1995).

Formulacbes destinadas a carrear ativos para liberagdo prolongada
apresentam um perfil de liberacdo de ordem zero, verificando-se que a velocidade
de difusdo do farmaco, do interior para o exterior da matriz, € menor que a
respectiva velocidade de dissolucéo, formando uma solucédo saturada, causando a
cedéncia constante do farmaco. Essa forma de liberagcdo é muito dificil de obter na
pratica e o emprego deste modelo apresenta muitas limitacdes devido aos poucos

fatores de ajuste ao modelo.
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Outro modelo, o de primeira ordem, teve sua aplicacdo nos estudos de
dissolucéo proposta pela primeira vez por Gibaldi e Feldman (1967) e mais tarde por

Wagner (1969) ao aplicar a seguinte sentenca:
LogQi= LogQo + kit (Equacao 2)

Em que, Q; é a quantidade de farmaco liberado no tempo t, Qo é a quantidade inicial
de farmaco na solucdo e k; € a constante de liberacdo de primeira ordem. Desta
forma, o gréfico do logaritmo decimal da quantidade liberada do farmaco versus
tempo sera linear. As formas farmacéuticas que seguem este perfil de dissolucao,
comumente contém farmacos hidrossoliveis em matrizes porosas que agem
liberando o farmaco de forma proporcional a quantidade restante no seu interior, de
tal modo que a quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo tende a
decrescer (MULYE; TURCO, 1995).

Higuchi em 1961 desenvolveu um modelo cinético frequentemente utilizado
para descrever a velocidade de liberacdo controlada do farmaco a partir de um
sistema matricial. A Equacéo 3 representa a Equacédo de Higuchi expressa como

fracdo de massa liberada:
Q. = ky t¥? (Equacao 3)

Onde, ky é a constante de dissolucdo de Higuchi, que descreve a liberacdo do
farmaco como um processo de difusdo baseado na lei de Fick. Este modelo pode
ser usado para descrever a dissolucdo de farmacos a partir de varias formas
farmacéuticas, tais como alguns sistemas transdérmicos, e comprimidos matriciais
com farmacos hidrossoluveis (COSTA; LOBO, 2001).

Higuchi descreve o mecanismo de liberagdo dos farmacos como um processo
de difuséo baseado na lei de Fick, dependente da raiz quadrada do tempo. Todavia,
0 uso desta relacdo em sistemas que intumescem pode ser insuficiente, visto que,
esses sistemas podem sofrer processo de erosdo, devendo-se atender a
propriedade de relaxamento de cadeias poliméricas, uma vez que esse fendbmeno
interfere no transporte do farmaco. De tal modo, a equacdo de Higuchi apresenta

fortes limitagbes na interpretacdo dos mecanismos de liberacdo controlada para
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essas condicdes. No entanto, apresenta-se mais realista para mecanismos que
ocorrem nos sistemas matriciais que o modelo de ordem zero. O modelo de Higuchi
pode ser aplicado com maior confiabilidade em matrizes unidimensionais pouco
sollveis, que ndo apresentem capacidade de intumescimento, como 0 acetato de
celulose, com farmacos muito soltuveis (TAHARA et al.,1996).

O modelo de Korsmeyer-Peppas (KORSMEYER; PEPPAS, 1981;
KORSMEYER et al., 1983), geralmente € usado para andlise de mecanismos de
liberacdo ndo muito bem estabelecidos ou quando ha mais de um fenémeno
envolvido, leva em consideracdo mecanismos de liberacdo de farmacos que nédo
seguem a lei de Fick, seguindo um comportamento anémalo (DE MELO et al., 2010),

descrito pela Equacéo 4.

Qi/Qo=kt" (Equacéo 4)

Em que, Q; é a quantidade de farmaco liberado no tempo t, Qo é a quantidade inicial
de farmaco na solucéo, k € a constante cinética e n é a exponencial de liberacao.

Os valores de n sdo empregados para interpretar e caracterizar o mecanismo
de liberacdo. Quando n é igual a 0,45, o mecanismo principal, que controla a
liberacdo do farmaco no sistema € a difusdo pura (difusdo Fickiana classica).
Valores de n igual a 0,89 obedecem ao modelo de ordem zero, com a liberacéo
regida por um mecanismo de transporte denominado Caso IlI, de modo que, pelo
intumescimento da matriz polimérica (relaxamento do reticulo polimérico ou
liberagdo mediante erosdo). Quando n assume valores entre 0,45 e 0,89 o
transporte anébmalo é observado na cinética, havendo assim combinacdo dos dois

mecanismos de difusdo Fickiana e de transporte de Caso Il (HAYASHI et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Produzir filmes de quitosana com sinvastatina para uso topico em

inflamagdes cutaneas.

3.2 Objetivos Especificos

. Desenvolver filmes poliméricos de QTS;

o Incorporar a SINV nos filmes poliméricos de QTS (FPQ);

o Caracterizar fisico-quimicamente os filmes produzidos;

. Validar uma metodologia espectrofotométrica de quantificacdo de
SINV;

. Realizar estudo de liberacao in vitro da SINV em células tipo Franz;

. Avaliar in vivo a acao anti-inflamatdria e cicatrizante dos FPQ utilizando
camundongos.
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Capitulo | — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM
METODO DE QUANTIFICACAO DE SINVASTATINA EM
FILMES DE QUITOSANA

(Artigo a ser submetido ao periddico Boletim Informativo GEUM)
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RESUMO

O ensaio de validagcédo tem por objetivo demonstrar que o método analitico esta apto
para quantificar a substancia em analise o mais proximo possivel do real. Neste
trabalho, objetivou-se desenvolver e validar um método de quantificacdo para a
sinvastatina em tampao fosfato por espectrofotometria de absorcdo no
ultravioleta/visivel (UV/VIS) para o doseamento da sinvastatina (1S,3R,7S,8S,8aR)-
8-[2-[(2R,4R)-4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H-pyran-2-lJethyl]-3,7-dimethyl-1,2,3,7,8,8
a-hexahydro naphthalen-1-yl 2,2-dimethylbutanoate) em filmes poliméricos de
quitosana. O meétodo proposto foi validado conforme a Resolugdo 899/2003 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Para tanto, parametros como
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatidao e especificidade
foram avaliados. Os resultados demonstraram que o método de quantificacdo esta
em apto para o doseamento da sinvastatina, satisfazendo todos os parametros de
orgaos reguladores. Portanto, a metodologia proposta pode ser seguramente

aplicada para quantificagéo da sinvastatina em filmes de quitosana.

Palavras chave: Doseamento; Espectrofotometria; Exatidao; Linearidade; Preciséo.
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1. INTRODUCAO

A sinvastatina (SINV) apresenta férmula molecular C,5H330s; na nomenclatura
IUPAC (Uniado Internacional de Quimica Pura e Aplicada) € o 1S,3R,7S,8S,8aR)-8-
[2-[(2R,4R)-4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H-pyran-2-llethyl]-3,7-dimethyl-1,2,3,7,8,8 a-
hexahydro naphthalen-1-yl 2,2-dimethylbutanoate. E um composto sintético derivado
da lovastatina, a qual € o produto da fermentacdo do fungo Aspergillus terreus
(PEREIRA et al., 2003).

E a segunda estatina mais potente e a mais prescrita no Brasil,
caracterizando-se com um pé branco, cristalino, ndo higroscépico, com ponto de
fusdo na faixa de 135 a 138 °C, insoluvel em &gua (0,03 g/L) e soluvel em
cloroférmio (610 g/L), metanol (200 g/L) e etanol (160 g/L). Possui coeficiente de
particdo (octanol/agua), log P, igual a 4,68, maximos de absor¢cdo na regido do
ultravioleta (UVmax, em acetonitrila) em comprimento de onda () de 231, 238 e 247
nm (BUDAVARI, 2006 USP, 2008; EUROPEAN, 2009) e pKa de 4,18, estando a
molécula quase completamente dissociada em pH 6,8 (YOSHINARI et al, 2007).

O ensaio de validacdo tem por objetivo demonstrar que o método analitico
estd apto para quantificar o teor, ou seja, que ele capaz de quantificar a substancia
em andalise o mais proximo possivel do real. Desta forma, a uniformizacdo dos
procedimentos e das condi¢gdes dos ensaios sdo atualmente uma das principais
preocupacdes com as entidades reguladoras, pretendendo-se, assim, aumentar a
credibilidade e a validade dos resultados obtidos nos ensaios de quantificacédo
corretamente delineados e executados. (BRASIL, 2003).

Nesse sentido, pode-se afirmar que o desenvolvimento de metodologias
analiticas é fundamental na avaliacdo quantitativa de um farmaco em uma
formulacdo. Para que os resultados obtidos por um método possam ser
considerados confiaveis e reprodutiveis, faz-se necessaria a determinacao
experimental de alguns parametros, sendo este processo conhecido como validacao
(SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2013). Esses parametros devem comprovar, por
exemplo, que o método demonstre especificidade, linearidade, precisdo e exatidao
adequadas para a analise proposta (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar metodologia

analitica para a SINV por espectrofotometria de absor¢cdo no ultravioleta/visivel
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(UVIVIS) para quantificacdo desta molécula em um filme polimérico de quitosana

para aplicagdo topica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Quitosana Sigma-Aldrich® (Baixa densidade e Grau de desacetilacdo-GD de
85%), Missouri, EUA; Quitosana Phytomare® (Alta densidade e GD de 75%), Santa
Catarina, Brasil; Alcool etilico absoluto, acido acético e hidréxido de sédio com grau

analitico: O farmaco utilizado, sinvastatina Viafarma®, Santa Catarina, Brasil.

2.2 Meétodos

2.2.1 Desenvolvimento e validacéao do método analitico

espectrofotométrico para doseamento da SINV

O método foi validado de acordo com a RE n. 899, de 29 de maio de 2003,
que dispde sobre o Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos
(BRASIL, 2003). Contemplando parametros como: especificidade, linearidade, limite
de deteccéo e de quantificacdo, precisdo, exatidao e robustez.

Utilizou-se neste estudo um espectrofotdmetro com detector UV-VIS, modelo
UV MINI - 1240 (Shimadzu, Quioto, Kansai, Japdo). Inicialmente realizou-se uma
varredura espectrofotométrica de solucdes da SINV na faixa de comprimentos de
onda (1) de 200 a 300 nm. Em seguida, determinou-se o valor de A onde a solucéo
apresentou maior absorbancia, sendo entdo considerado como comprimento de
onda adequado para quantificagdo da SINV.

Para isso, foi realizada a dissolucdo da SINV em tampéo fosfato 0,01M e pH
7,0 formando a solugdo padrdo (SP) com concentracdo de 1 mg/mL. Partindo-se
dessa solucao, foi realizada uma diluicdo, no mesmo tampéao, formando a solucéo 1
(S1) na concentracdo de 100 pg/mL. Diluiu-se a S1 até 16 pg/mL formando a
solucédo 2 (S2) e, a partir desta solucao, foi determinada o valor maximo nas bandas
de absorbancia da SINV. Todas as andlises foram realizadas em triplicata, com

excecdo da precisao que foi feita em sextuplicata.
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2.2.1.1 Especificidade

A especificidade e a seletividade estéo relacionadas ao evento da deteccao.
Um meétodo que produz resposta para apenas um analito € chamado especifico.
Enquanto um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode
distinguir a resposta de um analito da resposta de outros, € chamado seletivo.
(BRASIL, 2003).

Para avaliar a especificidade do método foram utilizados os FPQ sem e com
SINV de modo a avaliar a influéncia do filme no pico de absorbéncia caracteristico

do farmaco.

22.1.2 Linearidade

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em uma determinada
faixa de concentracdo. (BRASIL, 2003). A partir da S1, foram preparadas trés curvas
de calibracdo com 10 niveis de concentracdes: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22
pug/mL diluidas em tampéao fosfato 0,01M pH 7,0 (USP, 2008). Os resultados foram
tratados estatisticamente para determinacdo do coeficiente de correlagdo (r) e

obtencéo da equacéo da reta.

2.2.1.3 Limite de deteccao

O limite de deteccdo de um procedimento analitico € a menor quantidade de
analito em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada como um valor exato (ICH, 2005), sendo seu valor obtido através da
Equacéo 1:

LD=DPa x 3/IC (Equacéo 1)
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Onde, DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo das ordenadas e IC é a
inclinacdo da curva de calibracao (BRASIL, 2003).

22.1.4 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo € a menor quantidade de analito, em uma amostra,
gue pode ser determinada quantitativamente com precisao e exatidao adequadas. O
limite de quantificacdo € um parametro de ensaios quantitativos para os baixos
niveis de compostos em matrizes de amostras e é usado principalmente para a
determinacdo de impurezas e/ou produtos de degradacédo (ICH, 2005). Seu valor
pode ser obtido através da seguinte Equacao 2:

LQ=DPa x 10/IC (Equacéao 2)

Onde, DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo das ordenadas e IC é a

inclinacdo da curva de calibracdo (BRASIL, 2003).

2.2.15 Exatidao

A exatiddo de um procedimento analitico expressa o grau de concordancia
entre o valor que € aceito como um valor verdadeiro convencional ou um valor de
referéncia aceito com o valor encontrado. (ICH, 2005). A exatiddo do método foi
determinada a partir das absorbancias de solu¢des da SINV em trés niveis de
concentracdo: 6 pug/mL (Nivel baixo), 12 pg/mL (Nivel médio) e 18 ug/mL (Nivel alto).

2.2.1.6 Precisao

A precisdo de um procedimento analitico expressa o grau de disperséo entre
uma série de medidas obtidas a partir de amostragem multipla de uma mesma
amostra homogénea nas condi¢cfes previstas (BRASIL, 2003). Para a preciséo, foi
realizada a leitura em sextuplicata de solugcbes da SINV na concentracao
equivalente ao ponto médio da curva de calibracdo (12 pg/mL). As analises foram

realizadas por operadores diferentes e em dias distintos.
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2.21.7 Robustez

A robustez de um procedimento analitico € uma medida de sua capacidade
de permanecer inalterado por pequenas variacbes em parametros do método e
fornece uma indicacdo de sua confiabilidade durante o uso normal (ICH, 2005). Na
robustez foi realizada a andlise do ponto médio, efetuando-se pequenas

modificacdes metodoldgicas, sendo elas:
o Diferentes solventes (Tampao fosfato 0,01M pH 7,0 e acetonitrila)

o Equipamentos distintos: Espectrofotometro UV mini 1240 (Shimadzu,
Quioto, Japao) e SP2000 (Nova instruments, Londres, Inglaterra).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento e Validacéo do método analitico

espectrofotométrico para doseamento da SINV

A varredura espectrofotométrica (200-300 nm), realizada para a verificacado do
comprimento de onda adequado, demonstrou que a SINV apresentou uma banda de
absorbancia em 238 nm, valor idéntico aqueles relatados na literatura (BUDAVARI,
2006; USP, 2008; EUROPEAN, 2009).

0.9

238 Nnm
231 nm

0.6 ] 247 nm

Absorbancia (u.a.)

T ¥ T T ¥ T
200 220 240 260 280 300

Comprimento de Onda (nm)

Figura 1: Varredura espectral dos FPQ evidenciando os picos caracteristicos da SINV em
uv

3.1.1 Especificidade

Apbs ficarem 2h em 5 mL de tampéo fosfato 0,01M pH 7,0, o residuo liquido
dos FPQ foi posto em varredura na faixa de A variando de 200 a 300 nm, sendo
assim avaliada a presenca de possiveis interferentes na area espectral de
absorbancia da SINV. Observa-se, na Figura 2, a formacdo dos 3 picos
caracteristicos da SINV de acordo com a literatura (USP, 2008). Desta forma, pode-

se notar que o método mostra-se especifico para a SINV.

44



3655 ; . . .

2000

2.000

Abs.

1.000

0.000

0270 1 1 1 1
200.00 220,00 240.00 260.00 280.00 200.00

Figura 2: Varredura espectrofotométrica de flmes com e sem SINV evidenciando a
formacéo dos picos caracteristicos do farmaco
Legenda: ---- Filme com SINV; ---- Filme branco.

3.1.2 Linearidade

A Figura 3 mostra que o método proposto apresentou faixa de linearidade de
2 a 22 ug/mL e a curva analitica pode ser descrita através da equacao y=0,0507x —
0,0603 obtidas pelo método dos minimos quadrados, apresentando um coeficiente
de correlacdo (r) igual a 0,9997. Segundo a RDC 899/2003 da ANVISA, o critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) da curva de calibracao é de 0,99,

atestando a linearidade do método.
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Figura 3: Curva de calibracdo da SINV em tampéao fosfato

3.1.3 Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

As determinacdes de LQ e LD s&o essenciais para garantir a quantificacédo e
a deteccdo do farmaco desde os pontos iniciais de amostragem. Os valores

estimados de LD e LQ foram de 0,02 pg/mL e 0,04 pg/mL, respectivamente.

3.1.4 Exatidao

A partir dos valores de absorbéncia encontradas (n=3) nos niveis baixo (6
pug/mL), médio (12 pg/mL) e alto (18 pg/mL), pode-se observar a correlacdo entre
resultados (Tabela 1), obtendo-se um coeficiente de variagdo menor que o aceitavel

pela legislacéo vigente (5%), assegurando a exatiddo do método.

Concentragéao

(ug/mL) L1 L2 L3 Média DP  CV (%)
6 (50%) 0,160 0,159 0,161 0,160 0,001 0,625
12 (100%) 0,662 0,664 0,662 0663 0001 0,174
18 (150%) 0,967 0,966 0,965 0,966 0,001 0,104

Tabela 1: Resultado analitico e tratamento estatistico da exatidao
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3.1.5 Precisao

Através da sextuplicata do ponto médio, determinou-se a precisdo para o
método (Tabela 2).

Dia 1 L1 L2 L3 L4 L5 L6  Média DP CV (%)

Analistal 0,662 0,667 0,662 0,664 0,663 0,665 0,664 0,002 0,292

Analista2 0,661 0,665 0,663 0,664 0,668 0,666 0,665 0,002 0,366

Dia 2 L1 L2 L3 L4 L5 L6  Média DP CV (%)

Analistal 0,665 0,666 0,664 0,664 0,663 0,664 0,664 0,001 0,155

Analista2 0,667 0,662 0,663 0,668 0,664 0,661 0,664 0,003 0,420

Tabela 2: Resultado analitico e tratamento estatistico da precisao

De acordo com os resultados obtidos é possivel concluir que o método
apresenta uma boa repetitividade, visto que o coeficiente de variacdo nas duas
corridas se mostra inferior ao critério de aceitacdo, tornando o resultado adequado,
ja que a legislacdo (RDC 899/2003 da ANVISA) ndo admite valores superiores a 5 %
de variagéo.

A precisdo e a exatiddo juntas determinam o erro de uma medida analitica. O

método desenvolvido foi considerado exato e preciso.

3.1.6 Robustez

Os testes de robustez sdo de fundamental importancia para que os analistas
possam conhecer quais os fatores devem ser estritamente controlados durante a
execucdo de um método. Se as alteracbes das condi¢cdes de analise produzir
resultados dentro dos limites aceitaveis de seletividade, exatiddo e precisédo, o
meétodo pode ser considerado robusto e tais variagcbes podem ser incorporadas ao
procedimento, afirmando assim que seu método pode reproduzir um resultado
semelhante mesmo com algumas mudancas na execucao (CASSIANO et al., 2009;
SILVA et al.,, 2013). Dessa forma, a mudanca do solvente ou do equipamento

utilizados néo acarretaram alteracdes significativas, atestado pelos baixos valores
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dos coeficientes de variagéo (Tabela 3). A Tabela 4 corrobora com esses resultados

evidenciando a preciséo e exatidao no ensaio de robustez.

Solvente L1 L2 L3 Média DP CV (%)
Tampéo fosfato 0,662 0,664 0,662 0,63 0,001 0,174
*Acetonitrila 0,689 0,701 0,693 0,694 0,006 0,880
Equipamento L1 L2 L3 Média DP CV (%)
UV mini 1240 0,654 0,659 0,667 0,660 0,007 0,994
SP 2000 0,642 0,652 0,649 0,648 0,005 0,792

Tabela 3: Resultado analitico e tratamento estatistico da robustez

. ~ Concentracao real Concentracdo Precisdo Exatidao
Modificacao

(ug.mL™) Obtida (CV, %) (%)
S1 12 11,88 0,174 99,01
S2 12 12,51 0,880 104,21
El 12 11,83 0,994 98,57
E2 12 11,59 0,792 96,54

Tabela 4: Precisao e exatidao no ensaio de robustez

Legenda: E - Equipamento; S - Solvente

Portanto, os resultados da validacdo demonstraram que a metodologia de
quantificacdo por espectrofotometria UV desenvolvida é adequada visto que foi
comprovada sua especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo na andlise quali-
guantitativa da SINV nos filmes.
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5. CONCLUSAO

O meétodo por espectroscopia UV desenvolvido e validado no presente
trabalho foi simples, especifico, exato, preciso, robusto, rapido e econémico para a
quantificacdo da SINV. Além disso, o solvente utilizado (tampéo fosfato) € menos
oneroso do que a acetonitrila utilizada na maioria dos trabalhos. Este método
desenvolvido sera de grande valia para o doseamento da SINV nos FPQ, além de
ser especifico para a quantificacdo do farmaco sem a necessidade de técnicas

adicionais.
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RESUMO

A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina, amplamente distribuido na
natureza que vem sendo bastante utilizado para liberacado controlada de farmacos,
sobretudo para os de baixa solubilidade aquosa, como a sinvastatina. A sinvastatina
€ uma estatina hipolipemiante que vem exibido uma interessante atividade anti-
inflamatoria local. No entanto, as formas farmacéuticas nas quais esse farmaco esta
disponibilizado no mercado inviabilizam seu uso topico. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizagdo fisico-quimica de um sistema
na forma de filme polimérico de quitosana contendo a sinvastatina, além de avaliar a
cinética de liberacdo in vitro deste farmaco. Para o desenvolvimento dos filmes,
utilizou-se do método sol-gel e a caracterizacdo fisico-quimica contemplou os
ensaios de espectroscopia de infravermelho, difracdo e raios-X, e técnicas
termoanaliticas (termogravimetria e calorimetria diferencial exploratoria). Para o
estudo de cinética de liberacdo in vitro, utilizou-se um aparato de liberacdo tipo
célula de Franz, empregando como membrana seletiva e o meio doador o proprio
filme polimérico. A partir dos resultados obtidos, pode-se inferir que provavelmente
diversas interacfes intermoleculares ocorreram entre o farmaco e a quitosana,
levando a sinvastatina a sua forma amorfa incorporada no reticulo polimérico, vindo

a promover o transporte anémalo do farmaco relatado através do modelo cinético de
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Korsmeyer-Peppas. Apresentando liberacdo controlada de sinvastatina durante 24h.
Concluindo-se, que os filmes desenvolvidos sédo promissores para a liberagao
controlada de sinvastatina.

Palavras-chave: Analise térmica; Difracdo de raios-X; Espectroscopia de

infravermelho; liberacao in vitro.

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos a procura por novos sistemas carreadores de farmacos tem
sido muito relevante no sentido de se estabelecer alternativas terapéuticas mais
eficientes que possibilitem administrar farmacos com mais seguranca e com efeitos
colaterais minimizados.

Neste sentido, ha um grande interesse por parte das industrias farmacéuticas
em desenvolver formulacdes capazes de liberar farmacos em sitios especificos no
organismo, mantendo-os no local por longos periodos de tempo, com velocidade de
liberacdo controlada, visando prolongar a acao terapéutica e reduzir os efeitos
indesejaveis, aumentando a efetividade e vetorizando a terapéutica para otimizar o
tratamento de algumas doencgas, como as lesdes cutaneas, melhorando a adeséo do
paciente a terapia (COLLETT; MORETON, 2005).

Portanto, os sistemas poliméricos tém sido estudados com potencial para a
liberacdo controlada de farmacos e o emprego de polimeros biodegradaveis, como a
quitosana (QTS), tem sido foco de atencdo na é&rea farmacéutica, devido sua
seguranca (KEAN; THANOU, 2010).

Este polissacarideo e seus derivados representam um grupo de polimeros
naturais largamente utilizados em formas farmacéuticas devido a baixa toxicidade,
baixo custo e disponibilidade. Aliado a isto, a biodegradabilidade, caracteristicas
filmogénicas e sua versatilidade tém constituido um elemento de elevado interesse e
destaque no grupo de excipientes farmacéuticos (GOY, 2004; MATET et al., 2015;
VAN DEN BROEK et al., 2015). Ela apresenta-se como um polissacarideo derivado
da quitina (copolimero de [-(1—4)-D-glucosamina e [(-(1—4)-N-acetil-D-
glucosamina), encontrada principalmente em carapaca de crustaceos, e apresentam
bastante interesse de cientistas e tecnologos, devido a diversas aplicagfes na area
farmacéutica (CARVALHO et al., 2011). A QTS apresenta propriedades
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mucoadesivas que otimizam a penetragdo de macromoléculas pelas barreiras
cutaneas (AHN et al., 2002), como também a capacidade de melhorar a dissolucéo e
biodisponibilidade de farmacos fracamente solUveis em agua, como a sinvastatina
(SAKKINEN et al., 2004).

A sinvastatina (SINV), estatina hipolipémica de férmula molecular CsH350s,
apresenta-se como um p6 branco, cristalino, ndo higroscopico, com ponto de fuséo
na faixa de 135 a 138 °C, insoluvel em agua (0,03 g/L) e solavel em etanol (160 g/L).
Possui coeficiente de particdo (octanol/agua), log P, igual a 4,68, devido a essas
propriedades fisico-quimicas, faz parte da classe Il do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), ou seja, € uma substancia de baixa solubilidade e alta
permeabilidade (AMIDON, 1995; GRAESER et al., 2008), e apresenta pKa de 4,18,
estando a molécula quase completamente dissociada em pH 6,8 (YOSHINARI et al.,
2007).

Além disso, estudar a sua liberacdo de estruturas poliméricas € de
fundamental importancia para determinacdo do comportamento deste farmaco em
relacdo ao sistema no qual se encontra incorporado, permitindo verificar possiveis
interacdes entre o farmaco e os componentes da formulacdo. Os ensaios de
liberacao in vitro, utilizando o aparato de células de Franz, quando comparados com
outras técnicas, sdo bastante utilizados devido ao seu baixo custo, boa
reprodutibilidade de resultados, realizacdo do experimento em pequeno espaco de
tempo, além de ser um método simples e facilmente controlado em condi¢cdes
experimentais (LEVEQUE et al., 2003; BARRY, 2004; LEONARDI et al., 2004; DE
ANTONIO, 2007).

Por fim, caracterizar fisico-quimicamente estes sistemas poliméricos é
essencial para a analise da sua microestrutura, pois se pode determinar possiveis
incompatibilidades até formular prazos de validade para produtos farmacéuticos.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e realizar uma caracterizagéo
fisico-quimica de um filme polimérico de QTS (FPQ) contendo a SINV incorporada e
avaliar o perfil de liberacdo desse farmaco dos FPQ e estabelecer o seu modelo

cinético de liberacéo.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Quitosana Sigma-Aldrich® (Baixa densidade e Grau de desacetilacdo-GD de
85%), Missouri, EUA; Quitosana Phytomare® (Alta densidade e GD de 75%), Santa
Catarina, Brasil; Alcool etilico absoluto, acido acético e hidréxido de sédio com grau

analitico: O farmaco utilizado, sinvastatina Viafarma®, Santa Catarina, Brasil.
2.2 Meétodos
2.2.1 Desenvolvimento dos filmes de quitosana (FPQ)

Iniciou-se com a dissolucéo das quitosanas Sigma-Aldrich® e Phytomare® em
acido acético 1%, colocadas sob agitacdo magnética por 24h. As solucdes
resultantes foram filtradas a vacuo e 5 mL dessas solucbes foram colocados em
placa de Petri para formacgéo dos filmes brancos (denominados FB1 para quitosana
Sigma-Aldrich® e FB2 para quitosana Phytomare®). Para a incorporacdo da SINV
nos filmes, esta foi previamente dissolvida em alcool etilico P.A nas concentragfes
de 10 e 20 mg, formando assim solucdes etandlicas de 10 mg/mL e 20 mg/mL de
SINV. Com isso, 1 mL de cada solucéo foi adicionado a 5 mL da solucdo de ambas
quitosanas, prosseguindo-se com a secagem no shaker sob 40 rpm de rotacdo a
50°C. Sobre os filmes formados, foi adicionada uma solucédo de hidréxido de sodio
(NaOH) 4% para neutralizacdo do acido residual. Lavados posteriormente com agua
destilada até atingir o pH= 7,0 e secos em temperatura ambiente por 48h, formando
assim os filmes da quitosana Sigma-Aldrich® nas concentraces de 10 mg e 20 mg
(F110 e F120, respectivamente) e os filmes da quitosana Phytomare® nas mesmas
concentragcbes, denominados F210 e F220 (Método Sol-gel, adaptado de LIMA,
2010; EPURE, 2011).
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2.2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos filmes formados

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

A andlise de espectroscopia de infravermelho da SINV e dos FPQ foi
realizada utilizando um espectrometro Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer
(Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA). Bandas de absorcéo caracteristicas
foram utilizadas para analisar o farmaco e os filmes. As amostras de p6 de SINV
(cerca de 1 mg) foram adicionadas a 100 mg de KBr, sob uma presséo de 1 x 10’
Pa. Ja os filmes foram colocadas sobre a placa de aco e analisados diretamente na
varredura de 4000 a 650 cm™.

2.2.2.2 Difracao de raios X (DRX)

As amostras foram submetidas a analise por DRX, através de um difratdmetro
de raios X modelo XRD 6000 (Shimadzu®, Kansai, Quioto, Japdo) com varredura
angular 5°<26<60° na montagem de Bragg-Brentano, sistema 6-26, utilizando-se
radiacdo de Cu (kal) com varredura no passo de 0,02 (26), com intervalo de 0,6

segundo para cada amostra.
2.2.2.3 Andlise Térmica
2.2.2.3.1 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas (TG) da SINV e dos FPQ foram obtidas em um
médulo termogravimétrico TGA 4000 (Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA),
na razdo de aquecimento de 10°C mint até 900°C. Utilizou-se atmosfera de
nitrogénio, com fluxo de 20 mL min™. Foi utilizado massa de 5,00 + 0,05 mg
acondicionada em cadinho de alumina para cada amostra. A calibracdo do

eguipamento foi realizada com padréo de oxalato de calcio.
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2.2.2.3.2 Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)

As curvas de DSC do material foram obtidas em um modulo Calorimétrico
Exploratério Diferencial DSC modelo 8500 (Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts,
EUA). Analisadas na razdo de aquecimento de 10°C min™até a temperatura de
400°C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min™t. O DSC Q20
foi calibrado para a temperatura utilizando como padrdes os pontos de fusdo do
indio (PF= 156,6°C) e zinco metdalico (PF= 419,5°C) com pureza de 99,99°C. A
calibracdo para energia foi feita com base na entalpia de fusdo do indio metélico
(AHFuszo = 28,54 Jg™).

2.2.3 Ensaio de liberacéao

O estudo de liberacéo in vitro da SINV a partir dos filmes foi realizado com
células de difusdo do tipo FRANZ com area difusional de 0,7539 cmz2 e volume em
torno de 6 mL. O compartimento receptor foi preenchido com tampéo fosfato USP
0,01M e pH 7,0 em um sistema composto de seis células individuais conectados a
um banho termostatizado a 37°C * 0,5°C sob agitacdo constante de 100 rpm por um
periodo de 48 horas. As membranas foram colocadas entre o compartimento doador
e receptor de forma que ficassem em contato com a solugcéo receptora. Todas as
membranas foram previamente umedecidas (1 hora antes do experimento) com a
solucéo receptora. Os FPQ agiram de duas formas, a primeira como meio seletivo
(membrana) e a segunda como compartimento doador de SINV, para isso foram
ajustados ao tamanho da area difusional, resultando-se numa dose de 2741,45 ug
de SINV para F120 e F220 e 1370,72 ug de SINV para F110 e F210. Em periodos
de tempos pré-determinados (0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 6; 8; 12; 18; 24 e 48h) todo o
liguido do compartimento receptor foi coletado e imediatamente reposto,
satisfazendo a condicao sink. A SINV liberada foi quantificada em espectofotometria
UV e o indice de correlacdo de Pearson (r) foi utilizado para identificar qual modelo

cinético se mostrava mais adequado para descrever a liberacdo da SINV.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéao fisico- quimica

Os espectros de infravermelho relativos aos FPQ sdo mostrados na Figura 1,
e 0s principais valores de absorbancia de FTIR, que caracterizam estrutura dos FPQ

estado resumidos na Tabela 1.

FB1
F110
F120
FB2
F210
F220

T T T v T v T T T T T p T Y T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

— SINV

T T T X T v T 7 T v T ' T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 1: Espectros de infravermelho dos FPQ e da SINV
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FAIXA DE ABSORCOES

ABSORBANCIA ATRIBUICAO IDENTIFIC_21ADAS
3500-3300 - Estiramento simétrico NH, 33(6(3;3“,n33)54
3500-3200 - Estiramento O-H 3363, 3354, 3292
2900- 2800 - Estiramento metila e metileno 2876, 2866
1670-1640 - Estiramento C=0 de Amidas 1656, 1646
1640-1560 - Deformagéo NH, 1575

1400 - Estiramento simétrico de Ac. Carboxilico 1412
1380-1370 - Deformacgéo simétrica C-H 1372

1159 - Vibragbes C-O-C 1159
1250-1000 - Estiramento C-O de alcoois e fenois 1159, 1026,1077
1000-650 - Deformagbes C-H 995,894,884

Tabela 1: Principais valores de absorbancia detectados nos dos FPQ
Fonte: Adaptado de Fraga (2006), Cui et al. (2008) e Lima (2010).

Caracterizada por grupos amino livres, a estrutura quimica da quitosana
(Figura 1) apresentou absorcdes médias e largas verificadas entre 3500 cm™ e 3300
cm? podem ser atribuidas a estiramentos N-H assimétricos e simétricos
respectivamente de aminas primarias em liquidos puros, com contribuicdo de
estiramento —OH praticamente sobreposto, presente na estrutura da quitosana na
faixa de 3500-3200 cm™. Os radicais ndo desacetilados podem ser identificados em
cerca de 2800 cm™, pico que pode ser atribuido aos estiramentos C-H simétrico e
assimétrico dos grupos metila relacionados ao carbono 6. O estiramento ,C=0 de
amidas pode ser observado na regido de 1670 cm™® e 1640 cm™ e em suas
proximidades ocorre absorcdo média/forte e larga atribuida a estiramento nas
aminas primarias. Na faixa de 1380cm™ a 1370cm™ ocorre uma absorcdo que pode
ser atribuida a deformacédo simétrica de C-H. As vibragcbes C-O-C podem ser
detectadas em 1159cm™. Ente 1250cm™ e 1000cm™ pode ocorrer uma absorcédo
atribuida ao estiramento C-O de alcoois e fendis (VIEIRA et al., 2014).

Costa e Mansur (2008) atribuem a presenca de absorcdes em 1154cm™ e
896cm™ como indicativos da presenca da estrutura sacaridea caracteristica da
quitosana, e as bandas 3500cm™, 1300cm™ e 1200cm™ como correspondentes aos

estiramentos OH-fenol e C-N-amina priméaria, caracterizando os grupos funcionais
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da quitosana. A banda localizada préximo a 1500 cm™ caracteriza o estiramento C-
O que caracteriza a ligacao N-glicosidica responsavel pela estruturagdo do polimero
(FRAGA et al., 2006). Darder, Colilla e Hitzky (2003) atribuem bandas vibracionais
em 1075 cm™ caracteristica do anel de piranose.

As principais bandas na regido do infravermelho descritas para SINV estdo
localizadas nos seguintes nimeros de ondas: 1718, 1459, 1389 e 1267 cm™
(TANDALE; JOSHI; GAUD, 2011). No espectro FTIR da SINV (Figura 1) os picos
caracteristicos sdo observados em 3.548 cm™ do estiramento de OH de &lcool, 3011
cm™ referente ao estiramento de C-H olefinico, 2952 e 2872 cm™ do estiramento
simétrico e assimétrico de C-H de metila e metileno, associado com estiramento
C=0 de lactona e C=0 de éster em 1712 e 1698 cm™, em 1465 e 1390 cm™ nota-se
o balanco vibracional de grupos metila e metileno, os grupos lactona e éster em
1269, 1228 e 1073 cm™ (relacionado com a vibragdo C-O-C), o estiramento C-O de
alcool secundario em 1055 cm™ e, por fim, em 870 cm™ a vibragéo C-H de olefina
trissubstituida (PATEL; PATEL, 2008) (RAO et al., 2014).

Como se pode notar na Figura 1, ocorreu a supressao das bandas da SINV
no FTIR, havendo indicios de uma possivel formacdo de complexo entre QTS e
SINV. A formacéo deste tipo de complexo, em que moléculas maiores envolvem
menores pode ocorrer através da formacdo de ligagdes ndo covalentes, como
pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals, entre outras (FREEMAN, 1984;
YANG et al.,, 2008; WOJNAROWSKA et al., 2010). Existem relatos na literatura
sobre a formacéo de ligacdes de hidrogénio intermoleculares na SINV (CEJKA et al.,
2003). Havendo assim, a possibilidade da SINV formar pontes de hidrogénio
intermoleculares com a QTS, deixando hidroxilas da SINV livres e capazes de formar
também pontes de hidrogénio com a agua, podendo levar a0 aumento de
solubilidade aquosa.

A supressédo das bandas de SINV também foi relatada por no estudo de
Carvalho (2013) quando analisava scaffolds de sinvastatina, relacionando-se o fato a
baixa concentracdo do farmaco em relacdo a forma farmacéutica. Abdelzaher e El-
Maghraby (2015) trabalhando com filmes bucais de carboximetilcelulose com SINV
relatam a mesma dificuldade de visualizacdo das bandas do farmaco, inferindo-se
gue este fato decorra a inclusdo da SINV no sistema polimérico e/ou a sua menor

concentrag&o no sistema.
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Na analise de DRX a SINV apresentou um padrdo de raios-X caracteristico de
um composto cristalino em 9.3° (reflexdo primaria), 17.2°, 18.8° e 22.6°, j4 para 0s
FPQ apresentaram halos de difracdo, caracteristicos de estruturas amorfas. Os

difratogramas dos FPQ e da SINV sdo mostrados na Figura 2:

o 10 =20 30
T T
-
e
[95) A A A /\/\/\/\A/\ Y, 0 R N
§ — — WWM
e
§ A A AR gt B b s A AN
e,
b .—ﬁm.ﬁ\nMM M\w\.‘_\
8 g
— M
~ —~——pp s b
PP

i3 Fi0

o 10 =20 30
X-RAY

Figura 2: Difratogramas dos FPQ e da SINV

Os FPQ apresentaram reflexdes cristalinas iniciadas entre 9 e 10° e entre 19
e 20° caracteristicas dos difratogramas de QTS apresentados por autores como
Baskar e Kumar (2009) e Uygun et al. (2010).

Os halos de difragdo indicam que a base polimérica da QTS seguidas pelas
ligacdes N-glicosidicas que ligam os mondmeros faz com que esta estrutura nao
tenha um ordenamento cristalino a longas distancias interatbmicas, gerando uma
estrutura aleatéria (FRAGA et al., 2006), comprovada pelo difratograma condizente
com a ficha 39-1894 JCPDS (2003), correspondente a QTS.

Na mistura farmaco-polimero ocorrem interacgdes fisico-quimicas que resultam
normalmente na perda de cristalinidade do farmaco e consequente aumento na
solubilidade (LEUNER; DRESSMAN, 2000). Algumas explicacdes para o aumento
de solubilidade envolvem o aumento da area de superficie, maior a molhabilidade
pela presenca de suportes hidrofilos, elevada porosidade das particulas, reducédo ou

auséncia de aglomeracdo e agregacdo e a possivel presenca do farmaco na sua
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forma amorfa (PATEL; PATEL, 2008) (VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA,
2007).

O carater amorfo da estrutura também pode ser atribuido as pontes de
hidrogénio, que atuam como ligacdes secundarias, e também contribuem para a
mudanca do angulo de ligacdo entre as moléculas de QTS e SINV, como ocorreu na
interacdo entre a QTS e hidroxiapatita (FOOK, 2005).

Margulis, Goshen e Magdassi (2009), relataram que a incorporacao de SINV
em nanoparticulas liofilizadas ocasionou uma diminuicdo da cristalinidade, refletindo
no aumento da solubilidade aquosa. Outros estudos também comprovam essa
mesma situagdo, como € o caso do o estudo de Bazzo et al., (2009), que propdem
gue microparticulas poliméricas de SINV apresentaram um padrdo de difracédo
confirmando que o farmaco encontrava-se na forma amorfa, uma vez que nao se
observaram o0s picos caracteristicos do composto quando no estado cristalino,
sugerindo-se a incorporacdo da SINV no sistema.

No estudo térmico dos FPQ e da SINV, observou-se uma degradacédo para a
SINV, que se iniciou em, aproximadamente, 218°C, terminou em cerca de 405°C
(OLIVEIRA, et al., 2010). A Figura 3 exibe um comparativo entre os termogramas
das amostras, evidenciando as diferentes perdas de massa. Através da Tabela 2,
pode-se notar uma maior estabilidade térmica para o farmaco. Isso pode ser
evidenciado pelo incremento da temperatura de perda de massa (deslocamento do
evento de degradacao para a direita) apresentada pela SINV nos filmes, o que pode
indicar a incorporacdo no reticulo polimérico, precisando de maior energia

(temperatura) para que a degradagao ocorra.
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Figura 3: Termogramas dos FPQ e da SINV
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Amostra
SINV F110 F120 F210 F220
Perda de umidade (%)

£0 - 100 °C - - 10,32 11,54 11,54 | 14,01
Ti°C 218,70 275,4 269,24 | 272,94 | 282,28

Etapa 1 Tf°C 317,48 351,55 349,64 | 351,59 | 351,60
Perda (%) 58,88 29,10 29,75 29,72 | 30,01

Ti°C 317,48 351,55 349,64 | 351,59 | 351,60

Etapa 2 Tf°C 405,00 499,92 463,97 | 503,24 | 493,90
Perda (%) 10,23 19,35 20,41 20,21 | 25,61

Ti°C 405,00 499,92 463,97 | 503,24 | 493,90

Etapa 3 Tf°C 551,29 570,71 578,00 | 576,25 | 565,65
Perda (%) 30,01 34,06 29,71 29,16 | 21,57

Tabela 2: Eventos de degradacao observados na andlise termogravimétrica

A curva de DSC da SINV (Figura 4) mostra o seu pico de fusdo em torno de
138,9°C, em conformidade com o encontrado na literatura (YOSHINARI et al., 2007,
OLIVEIRA, et al., 2010). J& para os FPQ sucedeu-se a supressao do pico de fusdo
da SINV, sugerindo a possibilidade de formacdo de complexo polimero-farmaco,
reforcada pela supresséao das bandas relatada no espectro de FTIR (Figura 1) (JUN
et al.,, 2007; PATEL; PATEL, 2008; TAKAHASHI, 2009; DIXIT; NAGARSENKER,
2010). Outra possibilidade é a solubilizacdo do farmaco no sistema e/ou a
amorfizacdo observada no DRX (Figura 2) havendo o desaparecimento do pico do
farmaco durante a analise por DSC (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).
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Figura 4: Curvas de DSC dos FPQ e da SINV

Neste tipo de conformacédo, o polimero estd frequentemente presente como
uma rede amorfa, no qual o farmaco é aprisionado. As moléculas do soluto podem
também plastificar o polimero, resultando numa reducdo da sua temperatura de
transicdo vitrea (LEUNER; DRESSMAN, 2000). De modo que a cristalizacdo do
farmaco pode ser inibida, resultando em formas amorfas menos estaveis
termodinamicamente e assim, liberam o farmaco mais rapidamente. A inibicdo pode
ser devido a ligacéo de hidrogénio entre a QTS e a SINV ou pela incorporacao das
moléculas de farmaco dentro da matriz de polimero (FORD, 1986; MATSUMOTO;
ZOGRAFI, 1999).

No caso de polimeros hidrofilicos, como a QTS, quando em contato com a
agua podem atuar como um plastificante, causando uma mudanc¢a no estado vitreo
(configuragcdo do polimero altamente reticulada) para um estado maleavel,
associado a um processo de expanséao/relaxamento, causando assim mudangas nos
padrées de DSC do sistema (COLOMBO et al., 2000; LOPES; COSTA LOBO, 2005).

3.2 Perfil de liberacdo e modelagem cinética

O perfil de liberacdo da SINV nos FPQ € apresentado na Figura 5, que mostra
a quantidade do farmaco liberada em pg/cm? em funcdo do tempo em horas. O
doseamento do farmaco foi realizado em 238 nm em conformidade com a

metodologia de quantificacédo validada e em com a literatura (USP, 2008).
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Figura 5: Perfil de liberagéo da SINV nos FPQ

Os filmes das duas fabricantes de QTS mostraram perfis de liberacdo
similares nas duas concentracfes propostas, atestando que a metodologia proposta
de fabricagéo dos filmes resultou em filmes homogéneos para ambas as fabricantes.
Todos os filmes apresentaram um notavel controle da liberacéo do farmaco ao longo
de 24h.

Os filmes F110 e F120 liberaram (47,54% e 41,65%, respectivamente) uma
quantidade final de farmaco levemente maior que os F210 e F220 (47,05% e
41,29%, respectivamente). Padrdo de liberagdo semelhante ao encontrado no
estudo de Chou et al. (2013) ao desenvolver um sistema de liberacéo controlada de
SINV constituido de beta-tricalcio-fosfato (B-TCP), resultando numa liberacdo de
48% do farmaco. Abdelzaher e EI-Maghraby (2015) também relatam um valor similar
de liberacdo em filmes bucais de carboximetilcelulose com SINV.

A partir dos resultados dos perfis de liberacdo da SINV nos FPQ, quatro

modelos cinéticos foram aplicados para o sistema, como mostra a Tabela 3:

Modelos/ Ordem Primeira Hi . Korsmeyer-
~ iguchi
Correlacao (r) Zero ordem Peppas
F110 0,823 0,685 0,946 0,951 0,613
F120 0,790 0,672 0,926 0,947 0,541
F210 0,797 0,608 0,930 0.947 0,532
F220 0,775 0,665 0,915 0,950 0,479

Tabela 3: Modelos cinéticos aplicados e indice de correlacado de Pearson (r)
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Os valores de coeficiente de correlacdo dos filmes foram maiores para 0s
modelos cinéticos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas. A proximidade desses valores
demonstra que a liberacdo da SINV a partir das matrizes poliméricas, com diferentes
concentracdes, ndo ocorre baseada apenas na difusdo segundo a primeira Lei de
Fick, conforme modelo de Higuchi. Segundo esse modelo, em matrizes poliméricas,
a entrada do meio de dissolugdo no sistema causaria seu intumescimento,
aumentando o caminho a ser percorrido pelo farmaco o que levaria a um decréscimo
da difusdo, ocorrendo segundo a raiz quadrada do tempo (COSTA; LOBO, 2001,
MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; SIEPMANN; SIEPMANN, 2008).

No entanto, quando se trata da difusdo de farmacos através de polimeros que
sofrem intumescimento como a QTS, o estudo cinético deve considerar o fato do
aumento da distancia a ser percorrida pelo farmaco para ser liberado do sistema e a
transicdo das macromoléculas de um estado vitreo para um estado mais maleavel,
fato observado nas curvas de DSC (Figura 4). Essa transicdo vitrea que ocorre
provoca aumento na mobilidade do farmaco, facilitando a sua liberacao (SIEPMANN;
SIEPMANN, 2008).

O modelo cinético de Korsmeyer-Peppas é uma teoria mateméatica que
correlaciona a difusdo do farmaco e o intumescimento da matriz (que causa
relaxamento na rede polimérica), além da transferéncia de massa de acordo com as
caracteristicas geométricas da forma farmacéutica, sendo um modelo mais
condizente no estudo de matrizes poliméricas (SIEPMANN; SIEPMANN, 2008).

Segundo Costa e Lobo (2001), o modelo de Korsmeyer-Peppas deve ser
utilizado para analisar a liberagdo de farmacos de sistemas onde o mecanismo de
liberacdo ndo é bem conhecido ou quando mais de um fenébmeno esta envolvido.
Dessa forma, o referido modelo foi considerado como o mais adequado para explicar
0 mecanismo de liberacdo da SINV nos filmes produzidos.

Os valores do coeficiente de liberacdo de Korsmeyer-Peppas (n) calculados
para os FPQ estdo abrangidos entre 0,479 e 0,613, ficando compreendidos no
intervalo 0,45 > n > 0,89 representando um mecanismo de liberacdo do farmaco por
transporte anémalo, como mostra a Tabela 4. Nesse tipo de transporte de massa
ocorre, a0 mesmo tempo, a difusdo do farmaco pela matriz (difusdo Fickiana) e
relaxamento dos polimeros (transicdo das macromoléculas de um estado vitreo para
um mais maleavel) (KORSMEYER, PEPPAS, 1981).

67



Expoente de liberacao Mecanismo de Taxa em funcédo do

(n) transporte do farmaco tempo
0,45 Difus&o Fickiana T
0,45<n<0,89 Transporte anémalo T
0,89 Transporte caso |l Ordem zero
>0,89 Transporte super caso Il T

Tabela 4: Interpretacdo dos mecanismos de liberagdo por difusdo a partir de filmes
poliméricos

Fonte: adaptado de Korsmeyer, et al., 1983.

Conhecendo-se a caracteristica de matrizes de QTS em meio aquoso, pode-
se sugerir que o mecanismo anémalo de liberacdo ocorre como resultado da acao
conjunta dos processos de difusdo e erosdo da matriz polimérica, resultando nos
graficos da cinética de liberacdo da SINV nos FPQ para o modelo de Korsmeyer-

Peppas mostrados na Figura 6.
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Figura 6: Cinética de liberacdo da SINV pelo modelo de Korsmeyer-Peppas

68



4 AGRADECIMENTOS

A CAPES, ao CNPqg e ao CertBio/UFCG.
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5 CONCLUSAO

Através da caracterizacdo fisico-quimica foi possivel compreender as
interacOes fisico-quimicas, bem como propor teorias para o sistema FPQ contendo
SINV. Analisando-se o conjunto de técnicas utilizadas, observa-se a modificacdo das
caracteristicas de cristalinidade do farmaco no sistema. Fato que pode vir a melhorar
sua solubilidade aquosa, facilitando a incorporacdo da SINV no filme polimérico
(hidrofilico) além de favorecer a liberacéo do farmaco a partir do reticulo polimérico.

Na avaliacdo FPQ, os perfis de liberagdo mostraram-se semelhantes, além
de apresentarem 0S mesmos mecanismos cinéticos descritos pelo modelo de
Korsmeyer-Peppas, liberando a SINV de forma controlada por 24h, constituindo

assim um sistema com potencial para veiculacdo desse farmaco e testagem in vivo.
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RESUMO

A quitosana (QTS) €& um polissacarideo derivado da quitina que vem
despertando grande interesse especialmente na industria farmacéutica pelas
suas importantes atividades biol6gica, como: antimicrobiana, anticoagulante,
filmogénica, biocompativel, ndo alergénica, baixa toxicidade, seu uso como
biomaterial tem sido amplamente estudado, inclusive para liberacdo controlada
de farmacos. A sinvastatina (SINV) € uma estatina utilizada na clinica como
agente hipocolesterolémico. Estudos recentes tém reportado importante acao
anti-inflamatéria deste farmaco. Assim, este estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de um sistema carreador para a SINV, baseado na producao
de um filme de quitosana para uso tépico com atividade anti-
inflamatéria/cicatrizante. Para tanto, foram testados 3 filmes: filme branco (FB -
sem sinvastatina), flme com 20mg de sinvastatina (F-20 com 3,63mg/cm?),
filme com 10mg de sinvastatina (F-10 com 1,82mg/cm?), mais o grupo controle
(salina). Foi feita uma ferida com punch de 1cm de didametro na pele do dorso
de camundongos deixando-se exposto o panniculus carnosus, onde foram
aplicados os filmes imediatamente apés a leséo e trocados de 2 em 2 dias até
o sacrificio dos animais, que ocorreram aos 4, 8 e 12 dias apos a realizagcao da

ferida. As feridas foram avaliadas através da mensuracdo da sua area, e foi
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feita contagem de leucdcitos totais no sangue dos animais ap0s a eutanasia.
Nossos resultados mostram significativo efeito anti-inflamatorio/cicatrizante do
filme de quitosana de 20mg aos 8 dias do inicio da lesdo cutanea, observado
através da reducdo do tamanho da ferida quando comparado aos animais
tratados com salina ou o filme branco. Também observamos aumento no
namero de leucocitos totais no sangue de camundongos com ferida cutanea,
tanto maior quanto a proximidade do inicio da lesdo. A aplicacéo local sobre as
feridas dos filmes contendo sinvastatina foram eficientes em reduzir este
namero em todos os momentos da lesdo avaliados. Em conjunto, nossos
resultados apontam importantes atividades anti-inflamatéria/cicatrizante de
filmes de quitosana contendo sinvastatina. Este sistema aqui apresentado de
forma inédita pode representar importante avanco no que diz respeito a
utilizacdo das propriedades anti-inflamatérias da sinvastatina e da quitosana

para aplicagéo topica na terapéutica das feridas cutaneas.

Palavras- chave: Cicatrizagdo; Estatinas Inflamacéo; Polissacarideos.

1. INTRODUCAO

A quitosana (QTS) é um polissacarideo derivado da quitina, presente
nos residuos de crustaceos da industria pesqueira e na parede celular de
diversos fungos. E um biopolimero que vem despertando grande interesse em
varias areas, como na agricultura, inddstria de alimentos, medicina, cosméticos
e principalmente como excipiente farmacéutico (VAN DEN BROEK et al.,
2015). Isso se deve a propriedades, como bioatividade, biodegradabilidade,
reatividade do grupo amino desacetilado, permeabilidade seletiva, acao
polieletronica, atividade antimicrobiana, habilidade de quelagédo e capacidade
para formar gel e filmes, (CARVALHO et al., 2011).

Seu uso como biomaterial tem sido amplamente elucidado, associado a
restauracdo de varios tipos de tecido, como pele, osso, cartilagem, de 6rgaos
como figado, vasos sanguineos e até mesmo de componentes do sistema
nervoso (KIM et al.,, 2008; TAN et al.,, 2011). Apresentando importantes
propriedades biolégicas tais como: baixa toxicidade, ndo ser alergénico e

possuir atividade anticoagulante (JANEGITZ et al., 2007). Também apresenta

78



atividade antimicrobiana e propriedades filmogénicas, além de ser
biocompativel (MARTINEZ CAMACHO, 2010; CARVALHO et al., 2011).

Filmes poliméricos de quitosana (FPQ) com potencial para utilizagdo em
técnicas de regeneracédo tecidual guiada e a possibilidade de associacdo de
outras substancias a QTS nos filmes, tém sido estudadas (ZHANG et al., 2010;
TAN et al., 2011) e a resposta tecidual inflamatéria ante a implantacao desses
filmes em tecido subcutaneo de ratos foi muito satisfatoria (UENO et al., 2001;
CARVALHO et al., 2011). Adicionalmente, apresenta capacidade de melhorar
propriedades de dissolucdo e biodisponibilidade de farmacos fracamente
soluveis em &gua, como a sinvastatina (SAKKINEN, et al., 2004).

A sinvastatina (SINV), é uma estatina inibidora da hidroximetilglutaril-
coenzima A redutase (HMGCoA), que catalisa a reacdo de producdo do
colesterol enddgeno, sendo amplamente utilizada na clinica como agentes
hipocolesterolémicos principalmente em pacientes cardiacos (CARVALHO;
CAMPO, 2007; RANG et al., 2012). Todavia, varios estudos relatam beneficios
clinicos associados a terapia com as estatinas que sdo independentes da
reducdo de colesterol, denominados efeitos pleiotrépicos (CHOPRA et al.,
2007; CHEN et al., 2013).

Estudos clinicos mostram que as estatinas apresentam propriedades
anti-inflamatérias, pela reducédo dos niveis de alguns mediadores inflamatérios
como a proteina C-reativa, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral a
(TNF-a), proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e a interacdo leucdcito-
endotélio (ADAMI et. al., 2012; CHU et al., 2012; XAVIER et al., 2012; CHEN et
al., 2013; BHALLA et al., 2014). Embora a acdo anti-inflamatoria ainda ndo seja
completamente entendida, pode ocorrer uma inibicdo de uma variedade de
substancias inflamatérias chamadas isoprendides, os quais sdo formados
durante a biossintese enddgena do colesterol (KIM, et. al., 2007).

Este farmaco esta disponibilizado no mercado apenas na sua forma
sélida (capsulas e comprimidos) dificultando o seu uso local com efeito anti-
inflamatoério relatado na literatura (OTUKI; PIETROVSKI; CABRINI, 2006;
CHOPRA et al., 2007; KIM, et al., 2007; MIRANDA et al., 2011; ADAMI et al.,
2012).
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Portanto, neste estudo objetivou-se o desenvolvimento de um carreador
para a SINV, baseado na producdo de um filme de quitosana para uso tépico

com atividade anti-inflamatéria.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Quitosana Sigma-Aldrich® (Baixa densidade e Grau de desacetilacéo-
GD de 85%), Missouri, EUA; Alcool etilico absoluto, acido acético e hidréxido
de sédio com grau analitico; Anestésicos: Xilazina (Dopaser® - e Hertape S.A,
Minas Gerais, Brasil) e Ketamina (Dopalen® S&o Paulo, Brasil). O farmaco

utilizado, sinvastatina Viafarma®, Santa Catarina, Brasil.

2.2 Animais

Camundongos Swiss (Mus musculus — 45 animais) com 7-8 semanas,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) do
Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (CESED) nos experimentos. Os
animais foram mantidos a temperatura de 22 + 2°C, sob ciclo claro-escuro de
12 horas, com livre acesso a racdo Purina® tipo pellets e & agua. O referido
estudo foi realizado mediante aprovacdo prévia, por escrito, da Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA/CESED — PB (Protocolo: 5002042015)
seguindo as normas da Lei Arouca, que regulamenta os procedimentos para o
uso cientifico de animas (Lei nUmero 11.794, de outubro de 2008).

2.3 Meétodos

2.3.1 Desenvolvimento dos filmes de quitosana (FPQ)

Iniciou-se com a dissolucdo da QTS em &cido acético 1%, sob agitacéo
magnética por 24h. A solucdo resultante foi filtrada a vacuo e 5 mL dessa
solucdo foram colocados em placa de Petri para formacédo do filme branco
(FB). Para a incorporacédo da SINV nos FPQ, esta foi previamente dissolvida
em alcool etilico P.A nas concentragbes de 10 e 20 mg, formando assim
solugdes etandlicas de 10 e 20 mg/mL de SINV. Com isso, 1 mL de cada

solucédo foi adicionado a 5 mL da solugcdo de QTS, prosseguindo-se com a
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secagem no shaker sob 40 rpm de rotacdo a 50°C. Sobre os filmes formados,
foi adicionada uma solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 4% para
neutralizacdo do acido residual. Lavados posteriormente com &gua destilada
até atingir o pH= 7,0 e secos em temperatura ambiente por 48h, formando
assim os FPQ com dosagens de 10 e 20 mg de SINV, denominados F10 e F20,
respectivamente (Método Sol-gel, adaptado de LIMA, 2010; EPURE, 2011).

2.3.2 Modelo de feridas cutaneas

Os animais foram anestesiados por meio da injecdo intraperitoneal de
ketamina 100 mg/kg e xilazina 0.05 mg/kg. Efetuou-se a tricotomia da regiao
dorsal e apés antissepsia local com clorexidina 4% foi feita uma excisédo
circular de pele com punch para biopsia de 1,0 cm de didametro, deixando-se

exposto o0 panniculus carnosus.

2.3.3 Tratamentos

Os camundongos foram divididos de modo aleat6rio em quatro grupos
experimentais correspondentes aos tratamentos (Tabela 1). Cada grupo era
composto por 9 animais e nos dias 4, 8 e 12 ap0s a realizagdo das feridas 3

animais foram sacrificados em cada um destes tempos.

GRUPO DE ANIMAIS (n=9) TRATAMENTO

Grupo (1) controle negativo Salina
Grupo teste 1 FB
Grupo teste 2 F10
Grupo teste 3 F20

Tabela 1- Divisdo dos grupos de animais.
Legenda: FB: Filme BRANCO;
F10: Filme com 10mg de sinvastatina;

F20: Filme com 20mg de sinvastatina.

Os FPQ foram cortados utilizando-se o0 mesmo punch de 1 cm de

didmetro usado para fazer as les@es, resultando em uma dose de 3,63mg de
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sinvastatina por filme de 20mg e 1,82mg por filme de 10mg. Os FPQ foram
aplicados sobre a ferida imediatamente ap0s a realizacdo destas e nas trocas
dos FPQ que ocorreram de 2 em 2 dias até o sacrificio dos animais. Nestas
trocas, os FPQ tiveram seus tamanhos ajustados a area das feridas.
Diariamente, as feridas dos animais de todos os grupos foram hidratadas com
2 gotas de solucao salina 0,9% e limpas de possiveis fragmentos de sujidades.

Os animais foram eutanasiados nos dias 4, 8 ou 12 apds a lesao
segundo metodologia proposta para roedores e outros pequenos mamiferos,
contida no Anexo | da Resolucédo N° 1000, de 11 de Maio de 2012 do Conselho
Federal de Medicina Veterinéria, e tiveram o sangue e um fragmento de pele
da regido da leséo coletados.

2.3.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria/cicatrizante

. Fotodocumentacdo: com o auxilio de uma camera fotografica
SONY® modelo DSC-HX100V foi feita a aquisicdo de fotos das feridas nos dias
0, 4, 8 e 12 apods a realizacdo da ferida cutanea. As fotos das feridas foram
obtidas juntamente com a imagem de uma escala graduada colocadas ao lado
do animal, mantendo-se uma distancia constante entre este e a camera;

o Medida da area das feridas cutédneas: para tanto, a imagem da
ferida juntamente com a escala graduada foi importada usando-se o software

ImajeJ® 1.49 (disponivel gratuitamente em: http://imagej.nih.gov/ij/) e as bordas

da ferida contornada para ter sua area determinada;
o Area residual da ferida cutanea: apOs a obtencédo das areas, o

valor residual de cada ferida foi obtido usando-se a seguinte Equacao:
Area atual da ferida / area inicial ferida x 100 (Equac&o 1)
o Contagem Leucocitaria: ao final do tempo de cada grupo (4, 8 ou
12 dias) os animais foram sacrificados e aproximadamente 0,8 ml de sangue

foram coletados por puncdo cardiaca e mantido em tubos a vacuo com

anticoagulante (EDTA). Apos centrifugacdo (3000 rpm por 5 minutos) o plasma
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foi obtido e efetuou-se a contagem de leucocitos totais em camara de

Neubauer;

2.3.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos estdo expressos como a média + EPM e as diferencas
entre os grupos foram averiguadas através da analise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Keuls, utilizando-se o software
GraphPad Prism versédo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<
0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Area residual das feridas cutaneas

Oito dias apo0s a lesédo, a area residual das feridas dos animais do grupo
F20 apresentou diferenca estatistica significativa (p<0,05, ANOVA de uma via,
seguida pelo teste de Neuman-Keuls) daquela dos animais do grupo SALINA e
do grupo FB (Figura 1). A Figura 2 contem imagens ilustrativas das feridas no
tempo 0, 8 dias (grupos SALINA, FB, F10 e F20) e 12 dias.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os diversos
tratamentos nos demais tempos avaliados (Figura 1).
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Figura 1: Area residual das feridas cutaneas (area atual da ferida / area inicial ferida x
100). *p<0,05, grupo F20 diferente dos grupos SALINA e FB (Anova de uma via

seguida pelo teste de Neuman-Keuls)

SALINA

Figura 2: Imagens representativas das les6es no dia 0, no 8° dia (grupos SALINA,
FB, F10 e F20), e no 12° dia ap0s a leséo.

85



3.2 Contagem leucocitéaria

Quatro dias apds a lesdo cutanea, a contagem de leucdcitos totais foi
significativamente menor nos grupos F10 (p<0,05) e F20 (p<0,01) que aquela
do grupo SALINA. Da mesma forma, a contagem leucocitaria do grupo F20
também apresentou reducao significativa comparado com o grupo FB (p<0,05).
O grupo FB apresentou discreta diminuicdo no numero de leucdcitos totais,

sem diferenca estatistica significativa, comparado ao grupo SALINA (Figura 3).
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Figura 3: Numero de leucécitos totais 4 dias ap6s a leséo. *p<0,05, **p<0,01, diferente
do grupo SALINA; "p<0,05 diferente do grupo FB (Anova de uma via seguida pelo
teste de Neuman-Keuls) .

Oito dias apds a lesdo cutanea, a contagem de leucécitos totais dos
grupos F10 e F20 foi significativamente menor que aquela do grupo SALINA
(p<0,01) e do grupo FB (p<0,05). Da mesma forma, o grupo FB apresentou
contagem leucocitaria significativamente inferior que a do grupo SALINA
(p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4: Numero de leucécitos totais 8 dias ap6s a leséo. *p<0,05, **p<0,01, diferente

do grupo SALINA; "p<0,05 diferente do grupo FB (Anova de uma via seguida pelo
teste de Neuman-Keuls)

Doze dias ap6és a lesdo cutanea, os grupos F10, F20 e FB apresentaram
significativa reducdo no nimero de leucécitos totais comparado com o grupo
SALINA (p<0,001). Da mesma forma, as contagens leucocitarias dos grupos
F10 e F20 apresentaram significativa reducdo (p<0,05 e p<0,01,

respectivamente) comparadas com aquela do grupo FB (Figura 5).
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Figura 5: Numero de leucécitos totais 12 dias apés a lesédo. ***p<0,001 diferente do
grupo SALINA; "p<0,05, *"p<0,01 diferente do grupo FB (Anova de uma via seguida

pelo teste de Neuman-Keuls) .
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Avaliados em conjunto, a contagem de leucdcitos totais mostra reducéo
continua em todos os grupos conforme se aumenta o tempo apoés a lesdo. Os
dados mostram que 12 dias apds a lesao ha reducéo significativa na contagem
leucocitaria em todos os tratamentos, comparado com 0s animais sacrificados
4 dias apos a leséo (p<0,05), e nos grupos FB, F10 e F20 quando comparado
com o0s animais sacrificados 8 dias ap0s a lesdo (p<0,05). Estes animais que
foram sacrificados 8 dias apds a lesdo também apresentam reducao
significativa no numero de leucécitos totais comparados com aqueles
sacrificados aos 4 dias, para os grupos SALINA, FB e F10 (p<0,05).(Figura 6)
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Figura 6: Numero de leucécitos totais 4, 8 e 12 dias apos a lesdo. *p<0,05 diferente
do grupo SALINA; *p<0,05 diferente do grupo FB (Anova de uma via seguida pelo
teste de Neuman-Keuls).

4. DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados mostram significativo efeito anti-
inflamatério/cicatrizante do filme de quitosana de 20mg (3,63mg/cm?) aos 8
dias do inicio da lesdo cutanea (trocados de 2 em 2 dias), observado através
da reducéo do tamanho da ferida quando comparado aos animais tratados com
salina ou o filme branco. O tratamento com o filme de quitosana de 10mg
apresentou discreta reducdo também aos 8 dias apds a lesdo mas sem

diferenca estatistica significativa.
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Nossos dados estdo de acordo com outros estudos da literatura, que
também demonstraram que a sinvastatina (1 — 300 mg/kg, via oral - v.0) foi
capaz de reduzir a fase inflamatoria induzida por formalina (GARCIA et al.,
2011; MIRANDA et al., 2011), e a sinvastatina administrada pelas vias
intraperitoneal (20 e 40 mg/kg) ou intratecal (5 e 50 nmol) em camundongo,
também inibiu a segunda fase no teste da formalina (OHSAWA et al., 2008;
OHSAWA et al., 2012). A formalina € uma substancia quimica classica utilizada
como modelo de dor, e que possibilita o estudo de edema associado a resposta
inflamatoria. Ainda nos parametros inflamatorios, foi demonstrado que o
tratamento agudo oral com sinvastatina (40 mg/kg) inibiu o edema de pata
induzido pela carragenina (JAISWAL; SONTAKKE, 2012).

As estatinas sdo amplamente reconhecidas por inibirem a sintese do
colesterol enddégeno e aumentarem a expressao dos receptores para LDL nos
hepatécitos, o que leva a uma maior captacao das lipoproteinas circulantes
(RANG et al.,, 2012). Além disso, muitos estudos tém relatado interessante
efeito anti-inflamatério dessa classe de farmacos que parecem nao depender
deste mecanismo primario relacionado ao metabolismo do colesterol. Por
exemplo, importante acdo anti-inflamatoria local como reducéo na liberacéo de
citocinas pré-inflamatérias, reducédo na adesao leucocitéria e na proliferacao de
macrofagos tem sido relatada (CHOPRA et al.,, 2007; CHU et al.,, 2012;
XAVIER et al.,, 2012; CHEN et al., 2013; BHALLA et al., 2014). Da mesma
forma, outros estudos relatam efeito redutor da sinvastatina sobre os niveis da
proteina C-reativa, da interleucina-6 (IL-6), do fator de necrose tumoral a (TNF-
a), da proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e da interacdo leucocito-
endotélio (ADAMI et al., 2012; JAISWAL; SONTAKKE, 2012; ZHAO et al.,
2014).

Corroborando nossos resultados, estudo anterior também mostra
reducdo da resposta inflamatoéria cutdnea em camundongos apos tratamento
tépico com sinvastatina (OTUKI; PIETROVSKI; CABRINI, 2006).

As estatinas também tem mostrado importante atividade antinociceptiva.
Alguns autores tém relatado que esta atividade esta diretamente relacionada
com a atividade anti-inflamatéria através da inibicAo de mediadores pro-
inflamatoérios (SANTODOMINGO GARZON et al.,, 2006; CHU et al., 2012,
XAVIER et al.,, 2012; CHEN et al., 2013; BHALLA et al.,, 2014). Também,
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efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios da sinvastatina tém sido relatados e
na acao do oxido nitrico (MIRANDA et al., 2011; CHEN et al., 2013; BHALLA et
al., 2014).

Ha de se ressaltar, que o metabolismo dos isoprendides, que da origem
a importantes mediadores inflamatodrios, estd diretamente relacionado ao
metabolismo enddégeno do colesterol (KIM et al., 2007; CHU et al., 2012), o que
pode representar uma ponte entre as atividades hipolipemiantes e anti-
inflamatoria das estatinas.

Nosso estudo também mostra que o nimero de leucdcitos totais esta
aumentado no sangue de camundongos com ferida cutanea, corroborando
achados anteriores (SITUM et al., 2007), sendo este aumento tanto maior
guanto a proximidade do inicio da lesdo. Além disso, a aplicacao local sobre as
feridas dos filmes contendo sinvastatina foram eficientes em reduzir este
namero em todos os momentos da lesdo cutédnea estudados. Esta mudanca
hematoldgica sistémica que observamos parece refletir a intensa infiltracao
celular que ocorre no local da ferida (KIM et al., 2007; CHU et al., 2012), o que
vai diminuindo conforme a leséo vai se resolvendo com o decorrer do tempo

Ha de se notar, que o filme branco, composto apenas por quitosana,
também apresentou significativo efeito redutor do nimero de leucécitos totais
nos tempos 8 e 12 dias apos a lesdo. Pensamos que tal atividade reflita uma
acdo anti-inflamatéria da quitosana ja relatada em trabalhos anteriores
(OLIVEIRA et al., 2012; FRIEDMAN et al.,, 2013), e que, neste caso, pode
representar importante acdo anti-inflamatéria complementar aquela da

sinvastatina.
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6. CONCLUSAO

Assim, tomados em conjunto, os resultados apontam uma importante
atividades anti-inflamatdéria/cicatrizante de filmes de quitosana com
sinvastatina. Este sistema, apresentado neste estudo de forma inédita, pode
representar importante avanco no que diz respeito a utlizacdo das
propriedades anti-inflamatoérias da sinvastatina e da quitosana para aplicacédo
topica na terapéutica das feridas cutaneas.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os FPQ produzidos apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes indicando que a metodologia proposta foi adequada para o
desenvolvimento desses sistemas a partir de dois fornecedores de QTS
contendo 10 e 20 mg de SINV;

Também apresentaram homogeneidade com relacdo ao perfil de
liberacdo do farmaco, pois a quantidade total de farmaco liberada foi
semelhante e ainda apresentaram o mesmo tipo de transporte, descritos
pelo modelo cinético de Korsmeyer — Peppas, controlando a liberacdo
de SINV por 24h;

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria e cicatrizante o filme com
20mg de SINV destacou-se pela efetividade da cicatrizagcdo e pela

atividade anti-inflamatoria refletida na menor migracao leucocitaria.
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ANEXO

PARECER
NUMERO DO PROJETO/ PROTOCOLO : 5002042015

CIAEP/CONCEA N°: 01.001.2012
DATA DO PARECER: 02/04/2015
1. Pesquisador Responsvel: Bolivar Ponciano Goulard de Lima Damasceno
Titulo do Projeto:. FILME DE SINVASTATINA A BASE DE QUITOSANA PARA
USO TOPICO.

2. Consideragdes: Este projeto envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794 de 08 de outubro
de 2008, do decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagio Animal — CONCEA, e foi APROVADO pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do CESED, em reunidode _02__/__04_/_2015__.

Vigeéncia do Projeto | 06/04/2015 a 20/04/2015
Espécie / linhagem | Mus musculus / Swiss
N° de animais 45

Peso / idade 35 g/ 8 a 12 semanas
Sexo Masculino

Origem Biotério FCM

3. Parecer Final: APROV

i

Olivelra

Av. Senador Argemiro de Figueiredo, 1901 - Itararé
CEP 58411-020 | Campina Grando - PB | (83) 2101.8800
www cased he | faclsa@ensad br | fem@raced he | sean@rscod N
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