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RESUMO

A fim de contribuir no estudo de alternativas de tratamento de lesdes de pele, neste trabalho foram
desenvolvidos filmes flexiveis, densos e porosos, constituidos fundamentalmente pelos
polissacarideos quitosana (Q) e alginato (A) que, quando combinados por interacdo eletrostatica
formam um complexo polieletrélito (PEC) insolivel em dgua, estdvel a variagdes de pH e capaz
de incorporar diferentes compostos bioativos. No intuito de analisar a influéncia da viscosidade do
alginato nas caracteristicas dos materiais finais e no seu processamento, os filmes produzidos a
partir do PEC de QA foram preparados com alginato de baixa (BV) ou média (MV) viscosidade.
O cariter poroso foi provido pela adicdo na mistura de Q e A de 0,1 g do tensoativo
Kolliphor® P188 (P) por grama de polissacarideos. Estruturas flexiveis foram obtidas pela adicdo
de 0,01 a 020mg do elastdmero de silicone Silpuran®2130 A/B (S) por grama de
polissacarideos. Os filmes considerados mais promissores quanto as propriedades fisico-quimicas
foram selecionados para incorporagdo, por distintas metodologias, dos compostos naturais
bioativos timol (T), betacaroteno (Bc) e do extrato padronizado da planta Arrabidaea chica Verlot
(A. chica). Como para as formulagdes preparadas com alginato BV notou-se melhor desempenho
quanto as propriedades mecanicas para a proporcao de S/(Q+A) de 0,10 g/g, nestas formulacdes
foram incorporados simultaneamente e por distintas metodologias (impregnacdo em solugdo e
mediada por CO, supercritico) os compostos naturais T e Bc. Reduzidas proporcoes de T e Bc
foram liberadas da matriz polimérica, sugerindo o uso deste material como cobertura com efeito
de barreira na lesdo. A utilizacdo de alginato MV propiciou a formacao de filmes flexiveis, densos
e porosos com propriedades mais atrativas, como espessura de 46 a 488 um, sor¢do de vapor
d’4dgua de 25% para as formulacdes porosas, 46 MPa de tensdo na ruptura para formulagdes
flexiveis e densas e maxima perda de massa de 16% apds exposicdo a fluidos fisioldgicos. Para os
filmes densos de QA foram incorporadas, por adi¢do direta a mistura polimérica, distintas
concentracdes do extrato de A. chica. A adi¢do do extrato conferiu coloracdo avermelhada aos
dispositivos e os melhores resultados quanto a eficiéncia de incorporacio e a liberacdo do extrato
padronizado foram obtidos para a formulacdo preparada na presenga de 100,0 mg de extrato de A.
chica por grama de Q e A. Esta proporcdo foi utilizada para a incorporagdo nas demais
formulacdes (flexiveis, densas e porosas). A presenca de S e P nas membranas de QA nao alterou
a eficiéncia de incorporacdo do extrato, no entanto, as amostras densas foram as que apresentaram
as maiores concentracdes do composto bioativo liberado. Observou-se in vitro que as membranas
preparadas na presenca e na auséncia de A. chica ndo apresentaram toxicidade a células Vero.
Entretanto, notou-se também in vitro que limitada eficiéncia contra as bactérias Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus, comuns em lesdes de pele.

Palavras-chave: guitosana, alginato, curativos, gel de silicone, tensoativo, compostos bioativos.



ABSTRACT

Aiming at contributing to the study of alternatives for the treatment of skin lesions, flexible and
dense porous films were developed using mainly the polysaccharides chitosan (Q) and alginate
(A) which, when combined by electrostatic interaction, form an insoluble polyelectrolyte complex
(PEC) stable to pH variation and capable of incorporating different bioactive compounds. With
the purpose of analyzing the influence of alginate viscosity on the characteristics of the final
materials and on their processing, the films produced from the QA PEC were prepared with
alginate of low (BV) or medium (MV) viscosity. The porous character was provided to the
biomaterial by the addition of 0.1 g of the poloxamer Kolliphor® P188 (P) per gram of
polysaccharides. Flexible structures were obtained by adding 0.01 to 0.20 mg of the silicone
elastomer Silpuran® 2130 A/B (S) per gram of polysaccharides. The films showing the most
promising physicochemical properties were selected for the incorporation of the natural bioactive
compounds thymol (T), betacarotene (Bc) and the standardized extract of the Arrabidaea chica
Verlot (A. chica) plant by different methodologies. The formulations prepared with BV alginate
using the S/(Q+A) ratio of 0.10 g/g showed the best performance with respect to the mechanical
properties and subsequently, the natural compounds T and Bc were incorporated in these
formulations simultaneously and by different methodologies (impregnation in solution and
mediated by supercritical CO,). Reduced proportions of T and Bc were released from the matrix,
suggesting the use of this material as a wound dressing with barrier effect. The use of MV alginate
allowed the production of flexible, dense and porous films with more attractive properties, such as
thickness of 46 to 488 um, water vapor sorption of 25% for porous formulations, 46 MPa of
tensile strength for dense flexible formulations and maximum mass loss of 16% after exposure to
physiological fluids. Different concentrations of the A. chica extract were incorporated in the
dense QA films by direct addition to the polymer mixture. The addition of the extract resulted in
the change of color of the devices to red, and the best results regarding the incorporation
efficiency and release of the standardized extract were obtained for the formulation prepared in
the presence of 100.0 mg of A. chica extract per gram of the Q and A mixture. This proportion
was used for the incorporation of the extract to the other formulations. The presence of S and P in
the QA membranes did not alter the efficiency of incorporation of the extract. The dense
formulation showed the highest release of the extract. It was observed in vitro that the membranes
prepared in the presence or absence of the A. chica extract were not toxic to Vero cells. However,
limited efficiency in vitro against two species of bacteria commonly found in skin lesions,

Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, was also observed.

Keywords: chitosan, alginate, dressings, silicone gel, surfactant, bioactive compounds.



LISTA DE ABREVIACOES

A: alginato

Ae: area exposta do filme nos ensaios de permeabilidade ao vapor d’agua

ABS: absorbancia

A. chica: extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot

AM: corante azul de metileno

Aq: drea da secgdo transversal inicial da amostra nos ensaios de resisténcia mecanica
ASTM: American National Standards Institute

B: betacaroteno

di: afastamento inicial das garras do equipamento nos ensaios de resisténcia mecanica
dr: afastamento das garras no momento da ruptura nos ensaios de resisténcia mecanica
DO: densidade 6tica

E: alongamento na rutpura nos ensaios de resisténcia mecéanica

EDS: espectroscopia de energia dispersiva de Raio-X, do inglés Energy-dispersive X-ray

spectroscopy

FTIR: espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, do inglés Fourier

Transform Infrared

F,,: forca méxima de rompimento nos ensaios de resisténcia mecanica
IS: impregnacdo em solucdo

k: constante cinética

L: perda de massa das amostras

My: massa final da amostra apds a exposi¢do ao fluido

M, : massa inicial da amostra antes da exposi¢do ao fluido

M;: massa da amostra no tempo ¢

M,,: massa final imida da amostra



M,,;: quantidade de farmaco liberado no tempo infinito

MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
n: expoente difusional

P: Kolliphor® P188

PBS: tampao fosfato salino, do inglés Phosphate Buffered Saline

PDMS: polidimetilsiloxano

PEC: complexo polieletrélito, do inglés Polyelectrolyte Complex

Q: quitosana

QA: complexo polieletrdlito constituido de quitosana e alginato

QA333: membrana de quitosana-alginato contendo 33,3 mg do extrato de Arrabidaea chica

Verlot por grama de polissacarideo

QAg6,6: membrana de quitosana-alginato contendo 66,6 mg do extrato de Arrabidaea chica

Verlot por grama de polissacarideo

QA 100,0: membrana de quitosana-alginato contendo 100,0 mg do extrato de Arrabidaea chica

Verlot por grama de polissacarideo

QA 333: membrana de quitosana-alginato contendo 133,3 mg do extrato de Arrabidaea chica

Verlot por grama de polissacarideo

QAS: complexo polieletrélito constituido de quitosana e alginato e preparados na presenga

0,10 g de Silpuran® 2130 A/B por grama de polissacarideo

QASi000: membrana de quitosana-alginato preparada na presenca de 0,01 g/g de
Silpuran® 2130 A/B contendo 100,0 mg do extrato de Arrabidaea chica Verlot por grama de

polissacarideo

QAS1: membrana de quitosana-alginato contendo 0,01 g de Silpuran® 2130 A/B por grama

de polissacarideo

QASS: membrana de quitosana-alginato contendo 0,05 g de Silpuran® 2130 A/B por grama

de polissacarideo

QAS10: membrana de quitosana-alginato contendo 0,10 g de Silpuran® 2130 A/B por grama

de polissacarideo



QAS20: membrana de quitosana-alginato contendo 0,20 g de Silpuran® 2130 A/B por grama

de polissacarideo
QASTB: membrana de quitosana-alginato contendo timol e betacaroteno

QAP: complexo polieletrdlito constituido de quitosana e alginato e preparados na presenca de

Kolliphor® P188

QAPS: complexo polieletrélito constituido de quitosana e alginato e preparados na presenca

simultanea de Silpuran® 2130 A/B e Kolliphor® P188

RB: corante rosa de bengala

S: grau de intumescimento das amostras

S: Silpuran® 2130 A/B

SC-5 bar/min: sistema mediado por CO, supercritico a taxa de despressurizacdo de 5 bar/min

SC-10 bar/min: sistema mediado por CO, supercritico a taxa de despressurizagdo de

10 bar/min

SS: solucdo salina

T: timol

TR: tensdo na ruptura nos ensaios de resisténcia mecanica
UFC: unidade formadora de colonia

VS: capacidade de sor¢do de vapor d’agua

WVT: transmissao de vapor d’agua

Am: diferenca entre a massa inicial e final

g: eficiéncia de incorporacao do composto
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1. INTRODUCAO

A cicatrizacao de feridas € caracterizada por uma série de processos que podem ocorrer
em sequéncia e também simultaneamente, como coagulagdo sanguinea, resposta inflamatdria,
proliferacao celular e remodela¢do da matriz extracelular. Embora a cicatrizacdo satisfaca os
requisitos fundamentais da funcdo da pele no que se refere a prevencdo a infeccdo e
desidratacao, com frequéncia a formagdo de cicatrizes evita a recuperacdo completa da fungdo
do tecido cutaneo. Além do mais, a aparéncia da cicatriz é distinta da pele intacta, podendo
trazer consequéncias graves para a qualidade de vida do paciente. Neste sentido, a procura
pela reparagdo do tecido ao seu estado original € altamente valorizada (Borges et al., 2011;

Takeo et al., 2015).

E neste cendrio que surge um novo campo da biotecnologia - a Engenharia de Tecidos —
que consiste em um conjunto de conhecimentos e técnicas para a reconstru¢do de orgados e
tecidos. A engenharia de substituicao de pele representa uma prospecgao de terapia alternativa
avancada que busca a eficiéncia na cicatrizacdo de feridas cutdneas agudas e cronicas. Além
da terapia celular, a Engenharia de Tecidos enfatiza a opcao de tratamento de feridas através

de matrizes biodegradaveis utilizadas no recobrimento de lesdes (Metcalfe e Ferguson, 2007).

Para que as matrizes utilizadas na substituicdo de tecidos possam exercer a funcdo de
reparar a anatomia da 4drea lesada, estas devem apresentar caracteristicas e propriedades
essenciais, dentre elas: ser de facil manuseio e aplicacdo no local da ferida, agir como uma
barreira protetora contra microrganismos, permitir a troca gasosa, manter um ambiente umido
na interface da lesdo, remover o excesso de exsudato, apresentar degradacao no organismo
compativel com a velocidade de recuperacado celular do tecido lesado, ser estéril, ndo toxica e
ndo alergénica. Além do mais, estes curativos biodegraddveis devem apresentar propriedades
fisicas e mecanicas adequadas ao local da lesdao (Metcalfe e Ferguson, 2007; Jayakumar ef al.,

2011; Singh e Pal, 2012).

A selecdo da matéria-prima a ser utilizada na preparagdo de uma matriz biodegradédvel é
um dos primeiros passos para avaliar a viabilidade da reconstru¢cdo e consequente reparacao
de um o6rgdo. Atualmente, esfor¢os estdo voltados para a utilizacdo de materiais de origem
bioldgica que, geralmente, sdo capazes de melhorar as condi¢des do processo de cura em
niveis moleculares e celulares (Jayakumar et al., 2011). Os polimeros naturais vém sendo

avaliados por promover a cicatrizacio e repara¢ao dos tecidos, uma vez que sdo capazes de
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manter um microambiente controlado no local da lesdo. Além disso, possuem vantagens
aprecidveis, tais como biocompatibilidade e biodegradabilidade (Li er al., 2009). Dentre os
biopolimeros, a quitosana e o alginato s@o amplamente utilizados para a confecgcdo de

curativos (Costache et al., 2010; Dantas et al., 2011).

Quando misturados em fase aquosa, em pH adequado, a quitosana e o alginato
combinam-se espontaneamente por forte atracdo eletrostitica, formando um complexo
polieletrdlito (PEC) (Verma et al., 2011). Os PECs a base de quitosana e alginato apresentam
caracteristicas relevantes para a producdo de curativos para o tratamento de lesdes de pele,
como por exemplo, maior estabilidade a variacdes de pH, intumescimento e efici€éncia na
liberacdo controlada de principios ativos diferenciados quando comparado a dispositivos
constituidos de seus biopolimeros isolados. Membranas combinando quitosana e alginato
podem ser produzidas de forma densa ou porosa, de forma a atender os requerimentos da
aplicacdo final almejada. No entanto, filmes baseados nesta complexacdo apresentam
limitagdes quanto as propriedades mecanicas, como baixa resisténcia a tra¢do, alongamento
na ruptura e flexibilidade. Uma alternativa para contornar tal limitagdo é a adicdo de
elastdmeros como o polidimetilsiloxano (PDMS) Silpuran®2130 A/B nestes dispositivos,
como realizado por Pires e Moraes (2015), que utilizaram uma razdo mdssica de 100 mg do
gel de silicone por grama de polissacarideos, com efetiva melhoria da tensdo de ruptura do

material.

A incorporacdo de compostos bioativos naturais em matrizes biodegradaveis pode ter
aprecidvel impacto na prevencao e terapia de infeccdes e de processos inflamatorios, tendo-se
em vista que se o principio ativo for liberado de modo controlado, pode-se aumentar a
eficicia do tratamento (Dash et al., 2011). A incorporacdo pode ser realizada de distintas
formas, como durante o preparo do dispositivo, através da sua adi¢do a suspensao polimérica,
ou por impregnacdo do filme pronto com solu¢des contendo o agente bioativo.
Opcionalmente, pode-se também realizar a incorporagdo do agente bioativo utilizando fluidos
supercriticos, neste caso o principio ativo deve ser solivel no fluido supercritico para sua

efetiva impregnacio na matriz (Braga et al., 2008).

Desta forma, no presente projeto propds-se analisar, através de caracterizagdes fisico-
quimicas e bioldgicas, o potencial de aplicacio de membranas flexiveis, densas ou porosas
produzidas pela complexacdo de quitosana e alginato, incorporando ou nao os distintos
compostos naturais timol, betacaroteno e/ou extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot,

a fim de direciond-los como alternativa de curativo/cobertura para a terapia de lesdes de pele.
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O trabalho abrange a andlise da influéncia da viscosidade do alginato no processamento do
dispositivo e também suas implicacdes quanto as possiveis alteracdes nas propriedades dos
biomateriais. Nesta mesma perpectiva, avaliou-se o efeito da adicdo do tensoativo Kolliphor®
P188 e de diferentes propor¢des do elastdbmero Silpuran®2130 A/B nas caracteristicas dos
dispositivos. Adicionalmente, fez-se a andlise do desempenho das distintas formulac¢des
desenvolvidas no que tange a extracdo e liberacdo dos compostos bioativos naturais nelas
incorporados e no que se refere a sua toxicidade a células de mamiferos e sua atividade

antimicrobiana.

As atividades foram desenvolvidas, em sua maior parte, no Laboratério de Engenharia
de Biorreacdes e Coldides (Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos)
localizado na Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp. Algumas etapas deste projeto
foram desenvolvidas no Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra
(Portugal), abrangendo um periodo de oito meses, tendo-se ainda a colabora¢do do grupo de
pesquisa da professora Dra. Mary Ann Foglio, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(FCF/UNICAMP), a qual gentilmente doou o extrato ja padronizado de Arrabidaea chica
Verlot para o desenvolvimento deste trabalho e disponibilizou aprecidvel apoio técnico nos

ensaios com este composto.

1.1.  Objetivos

O objetivo global desta tese foi o de contribuir para os trabalhos realizados no setor de
desenvolvimento de membranas poliméricas para uso como curativos no tratamento de lesoes

dérmicas, tendo-se as seguintes metas especificas:

e Avaliar o efeito da adicdo de razdes massicas de 10 a 200 mg de Silpuran® 2130 A/B
por grama de polissacarideo nas caracteristicas de membranas de quitosana complexada

com alginato de baixa viscosidade;

e Comparar as propriedades destas membranas as de dispositivos preparados com

alginato de média viscosidade;

e Analisar a factibilidade de incorporacdo dos compostos naturais bioativos timol,
betacaroteno e extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot em membranas com

formulacdes poliméricas consideradas apropriadas, explorando-se as técnicas de adi¢do
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a mistura reacional, impregnacdo em solu¢do e deposicdo via fluido supercritico (CO,)

empregando etanol como co-solvente;

e Avaliar as caracteristicas das membranas contendo os agentes bioativos, em particular
no que se refere a cinética de liberacao dos compostos, de forma isolada ou conjunta, a

fim de direcionar o material para aplicagdo em lesdes de pele;

e Estabelecer diretrizes, no que se refere a aspectos préaticos, para a utiliza¢do clinica
das membranas na terapia de lesdes de pele, com base em dados de ensaios biolégicos

preliminares.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisdo de literatura visa-se fornecer informacdes gerais a respeito dos
biomateriais, especificamente os biopolimeros quitosana e alginato empregados na
composi¢do de dispositivos para o tratamento de lesdes de pele. As vantagens quanto a
formacdo do complexo de polieletrdlitos de quitosana-alginato, a incorporacao e liberacao de
agentes bioativos nas matrizes poliméricas e a escolha dos compostos bioativos naturais timol,
betacaroteno e extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot, que podem contribuir no

tratamento e terapia de feridas cutaneas também sdao abordadas.

2.1. Biomateriais

Os biomateriais apresentam-se como um campo de pesquisa multidisciplinar, baseado
na sinergia das dreas de biologia, engenharias e ciéncia dos materiais. Estes vém sendo
utilizados had centenas de anos no ambito médico para melhorar a qualidade de vida das
pessoas, mas seu estudo sistematico s6 se deu nas ultimas décadas. Existe uma gama de
aplicagbes para estes materiais, como préteses e membros artificiais, lentes de contato,
dispositivos de liberacdo controlada de agentes bioativos e de reparacdo de tecidos

danificados (Holzapfel et al., 2013).

Na literatura hd varias formas de se conceituar biomateriais, no entanto, a defini¢ao
preferencial é que a utilizacdo dos biomateriais seria apenas referente ao dominio dos
cuidados da sadde (ao invés de energia, alimentos, produtos quimicos em geral). Assim, um
biomaterial deve ser dirigido para aplicacdes no campo médico, tanto no diagndstico como na
terapia, e deve ainda ser capaz de controlar interagcdes com os componentes biologicos do

paciente a ser tratado (Williams, 2009).

Os biomateriais podem ser de origem sintética ou natural, podendo ser constituidos por
metais, ceramicas, polimeros ou seus compdsitos. Na classe de biomateriais de origem natural
destacam-se os biomateriais produzidos a partir de coldgeno purificado, fibras protéicas,

polissacarideos e tecidos bioldgicos tratados (Dallan, 2005).

A selecdio dos componentes que constituem o biomaterial € essencial para uma

aplicacdo bem sucedida. Assim, a escolha deve ser definida a partir de propriedades
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especificas esperadas do biomaterial, uma vez que podem ocorrer alteracdes em suas
caracteristicas quando em contato com o corpo do paciente. Neste sentido, o conhecimento
das possiveis alteracdes fisico-quimicas ditard sua aplicabilidade, assim como suas vantagens

e desvantagens (Lalor e Jones, 2011).

Idealmente, os materiais utilizados para o reparo de lesdes devem atender requisitos
quanto a biofuncionalidade e a biocompatibilidade. A biofuncionalidade diz respeito a
capacidade do material de executar o propdsito para o qual foi designado; estd relacionada
com as propriedades mecanicas, quimicas, fisicas e bioldgicas que permitem o desempenho
de sua funcdo. J4 a biocompatibilidade é definida como a capacidade de um material de
proporcionar uma resposta adequada ao hospedeiro em uma aplicacdo especifica, ou seja, o
organismo ndo pode sofrer danos pela presenca desse material (Barrere et al., 2008; Pires et

al., 2015).

Devido as vantagens da utilizacdo de biomateriais no ambito médico, seu uso e
comercializacdo vém crescendo consideravelmente. Calcula-se que as industrias de
biomateriais movimentardo 130 bilhdes de dolares com uma taxa de crescimento anual de
16% até 2020. Os tipos de materiais mais explorados s@o os metais, os polimeros e os

ceramicos (Markets and Markets, 2015).

No que tange ao mercado de curativos para lesdes de pele, estima-se que o mercado
global alcance 20,4 bilhdes de dolares até 2021, com taxa de crescimento anual de 3,6%. Os
fatores que impulsionam o crescimento neste ramo incluem o aumento no envelhecimento da
populacdo e da incidéncia de doencas cronicas advindas de diabetes e obesidade, além da
crescente busca por tecnologias de produtos inovadores para o tratamento de lesdes de pele.
No entanto, tendo-se em vista o alto custo dos dispositivos para tratar lesdes de pele,

limitacdes no crescimento de tal mercado podem ocorrer (Markets and Markets, 2016).

A Engenharia de Tecidos aparece como real op¢do no crescimento econdmico €
tecnolégico na area de dispositivos médicos devido as Otimas perspectivas que oferece,
propondo terapias alternativas para a reparacdo e reparacdo tecidual, buscando assim
restabelecer a capacidade funcional de tecidos lesados (Smith ef al., 2009). Estima-se que o
mercado global no segmento deste ramo de terapias atinja no ano de 2020, 330 milhdes de
dolares com taxa de crescimento anual de 39,5% (Markets and Markets, 2014). Nesta area, o
biomaterial € usado como uma matriz ou suporte para células, contendo ou ndo moléculas
bioativas para aplicacdo em lesdes de pele. O dispositivo deve fornecer os sinais biolégicos

necessarios para induzir e conduzir o processo de crescimento celular, restaurando a estrutura
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e funcdo do tecido lesado (Zeng et al., 2011).

Diversos estudos tém apontado o uso de polimeros para aplicacdo em lesdes cutineas.
As principais vantagens dos biomateriais poliméricos em comparacdo com os metélicos e
ceramicos sdo relacionadas a facilidade no processamento, tendo-se em vista que podem ser
produzidos em formas variadas (particulas, filmes, esponjas, fios, dentre outros), custo
razodvel e maior disponibilidade em encontrar materiais com propriedades requeridas para

estas aplicacdes (Wong e Bronzino, 2007; Pires et al., 2015).

Uma vez que a utilizacdo de polimeros sintéticos biocompativeis, como o 4acido
poli(latico), pode ocasionar a liberacdo de subprodutos &cidos e consequentes reacdes
inflamatorias, o uso de biopolimeros tem gerado bastante interesse para o tratamento de lesdes
de pele. Biopolimeros tais como quitosana, agarose, alginato, celulose e dcido hialurdnico,
separadamente ou combinados, resultam em materiais com propriedades particulares para
aplicagdo em dispositivos para liberacdo controlada de farmacos e na engenharia de tecidos

(Reid e Elisseff, 2011; Zhang et al., 2013), sendo abordados a seguir.

2.2. Biopolimeros

Os polimeros naturais sao amplamente distribuidos na natureza, sendo derivados de
fontes renovéveis, como algas, plantas, animais e microrganismos. Estes materiais apresentam
estruturas complexas e funcOes fisioldgicas diferentes, o que pode proporcionar uma
variedade de aplicagdes (Gomes et al., 2008). Além do mais, estes materiais apresentam
degradacdo enzimadtica, o que gera maior tendéncia de serem metabolizados pelo organismo
humano. No entanto, ressalta-se que a taxa de degradacdo pode variar de paciente para

paciente (Cheung et al., 2007).

Os biopolimeros dividem-se em trés grandes classes: polissacarideos, dcidos nucleicos e
proteinas. Variados tipos de polissacarideos com diferentes estruturas quimicas e propriedades
fisicas sdao bons candidatos para aplicacdes biomédicas, em particular na engenharia de
tecidos e na liberagcdo controlada de farmacos. Isto se deve a suas propriedades especificas de
renovabilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, semelhanca com a matriz
extracelular e por induzir e estimular o processo de cicatrizagdo de feridas. Ainda, os
polissacarideos sao importantes devido a sua solubilidade e propriedades tecnolégicas, como

gelificagdo, emulsificacdo e capacidade de hidratacdo, dentre outras (Rinaudo, 2008).
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Dentre os polissacarideos, a quitosana e o alginato vém ganhando bastante atencao por
seu uso ja estabelecido no tratamento de feridas de pele, inclusive na confec¢do de curativos

(Rodrigues et al., 2008; Lee et al., 2012). Ambos sdo detalhadamente descritos a seguir.

2.2.1. Quitosana

A quitosana é um polissacarideo linear produzido a partir da desacetilagdo da quitina,
que € considerada o segundo biopolimero mais abundante na natureza (Bhattarai et al., 2010).
A quitosana € um co-polimero constituido de unidades N-acetil-glicosamina (GIcNAc) e N-
glicosamina (GlcN) distribuidas em propor¢des varidveis ao longo da cadeia, sendo o nimero
de unidades de N-acetil-glicosamina inferior a 50% (Khor e Lim, 2003; Bhattarai et al.,

2010). As estruturas quimicas da quitina e quitosana estdo indicadas na Figura 2.1.

Figura 2.1 — Representagdo da estrutura quimica da quitosana.
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Comercialmente, a fonte mais vidvel de quitina e quitosana sdo os descartes industriais
do processamento de crusticeos, destacando-se os caranguejos, camardes e lagostas. No
exoesqueleto desses invertebrados a porcentagem de quitina pode variar de 10 a 80%. Devido
a alta demanda de quitina e quitosana para diferentes aplicacdes, a quitina pode ser também

isolada de cogumelos e do fungo Aspergillus niger utilizado na producao do 4cido citrico, no
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entanto, estas metodologias s@o onerosas, 0 que a torna invidvel economicamente (Almeida,

2009; Ospina et al., 2015).

Considerada um dos poucos polimeros catidnicos de origem fundamentalmente natural,
a quitosana é descrita em termos do seu grau de desacetilacdo e massa molar. Assim,
propriedades como estas influenciam significativamente nas caracteristicas deste
polissacarideo. O grau de desacetilacdo € definido em termos do percentual de grupos amina
primadrios existentes na cadeia de quitosana. A quitosana disponivel comercialmente possui
grau de desacetilacdo entre 70 e 95% e massa molar entre 10 e 1000 KDa (Malafaya et al.,
2007; Ma e Sahai, 2013).

A quitosana € um material de aplicacdo muito versétil, devido as suas propriedades
intrinsecas, tais como biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo-toxicidade, boa
estabilidade, bioadesividade e capacidade de formacao de filmes (Bhattarai et al., 2010; Avila

etal.,2012).

Dada a presenca dos grupos amina primdrios na estrutura da quitosana, o pH do meio
pode alterar o estado de ionizacdo e outras caracteristicas da quitosana. A transicdo soluvel-
insoluvel da quitosana ocorre em torno de pH 6,0 e 6,5. Desta forma, a quitosana € solivel em
condig¢des 4cidas pela protonacdo do grupo amina e insoldvel em valores de pH acima de seu

pKa (6,3), pela desprotonacdo da amina, como ilustra a Figura 2.2.

Figura 2.2 — Em condi¢des de baixo pH (menor que 6,0) ocorre a protonacdo dos grupamento
amina, conferindo a molécula comportamento de policdtion. Em pH mais elevado (acima de
6,5) o grupo amina é desprotonado, ocasionando a insolubilidade da quitosana (adaptada de

Dash et al., 2011).
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Quando positivamente carregada, a quitosana exibe uma importante propriedade, a
atividade antimicrobiana. Esta atividade € atribuida as interacdes eletrostéticas entre o grupo
amina protonado da quitosana e os grupos negativos da superficie celular dos microrganismos
(Elsabee e Abdou, 2013). Segundo Regiel et al. (2013), a atividade antimicrobiana da
quitosana € proporcional a seu grau de desacetilacdo. Um alto grau de desacetilacdo indica
que hd um maior nimero de grupos protondveis, 0s quais interagem com as paredes
negativamente carregadas dos agentes patogénicos. Desta forma, a atividade antimicrobiana
da quitosana é fortemente afetada pelo pH do meio, sendo mais elevada em condi¢des de

baixo pH.

Dispositivos com composicao baseada em quitosana vém sendo aplicados em diferentes
campos, tanto na drea industrial (cosméticos, agricola, alimenticia e tratamento de 4agua),
quanto nutricional e da saude (biofarmacéuticas e biomédicas). Porém, dentre todas as dreas, é
na biomédica sua maior aplicacdo (Azevedo et al., 2007). Nesta drea, a utilizacdo de
quitosana na confeccdo de dispositivos para liberacdo controlada de farmacos e de scaffolds
para a Engenharia de Tecidos vem sendo muito explorada (Dash et al., 2011). Isto se deve a
sua capacidade de acelerar a cicatrizacdo de lesdes e a sintese de coldgeno pelos fibroblastos
na fase inicial de cicatrizagcdo, o que a caracteriza como um polimero bioativo. Além do mais,
sua degradacdo pode ocorrer naturalmente no organismo através acdo da enzima lisozima

(Chen et al., 2012; George e Abraham, 2006).

Em decorréncia de suas variadas propriedades, a quitosana pode ser utilizada de
diversas formas, como gel, particulas, membranas, esponjas € em solug@o. Suas solucdes sdao
propensas a formar fibras, filmes e revestimentos. Na Tabela 2.1 sdo listados alguns

dispositivos comercialmente disponiveis a base de quitosana e suas formas respectivas.

A quitosana possui como vantagem boa miscibilidade com outros polimeros, formando
complexos e quelatos (Berger et al., 2004). Membranas a base de quitosana vém sendo
bastante empregadas na drea de engenharia de tecidos, uma vez que propiciam a proliferacao
celular e reconstru¢cdio do tecido lesado, no entanto, estes dispositivos possuem baixa
resisténcia mecanica. Uma alternativa para esta limitacdo € a producdo de complexos
polieletrélitos a base de quitosana com polianions. A resisténcia mecéanica do dispositivo pode

melhorar devido as fortes interacdes de cargas opostas (Verma et al., 2011).

Os polidnions mais comumente usados sdo polissacarideos contendo grupos
carboxilicos, tais como alginato (Rodrigues et al., 2008; Bueno e Moraes, 2011; Meng et

al.,2010), xantana (Veiga e Moraes, 2012; Bellini et al., 2012) e heparina (He et al., 2007),
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dentre outros.

Tabela 2.1 — Exemplos de produtos comercialmente disponiveis a base de quitosana e suas

formas de apresentacdo (Bueno, 2015; Agren, 2016).

Produto disponivel comercialmente  Formas Descricao

Tegasorb® — 3M Particulas Curativo contendo particulas de
quitosana com alta capacidade de
absor¢ao

Chitoflex® (HemCon) Membranas Curativo antibacteriano de

quitosana que atua como barreira
para microrganismos € no
controle de hemorragias
moderadas a severas.

Vulnosorb® — Tesla-Pharma Esponjas Esponja liofilizada de coldgeno e
quitosana
Chitopack® — Eisai Fibras Quitosana em forma de fibras

finas. Auxilia na reconstru¢do dos
tecidos do corpo e na
regularizacdo da reparacao da
pele.

Chito-Seal® —Abbott Revestimento Material nao-tecido recoberto
com gel de quitosana.

2.2.2. Alginato

O alginato é um polissacarideo natural linear composto por duas diferentes unidades de
repeti¢do, (1,4)-o-L-guluronato (unidade G) e (1,4)-B-D-manuronato (unidade M), em
variadas propor¢des e arranjos sequenciais (Khan e Ahmad, 2013), como ilustrado na

Figura 2.4.

Os arranjos sequenciais das unidades M e G e a quantidade relativa dos segmentos
poliméricos podem variar com a fonte de obtencdo, de forma que podem ocorrer blocos
separados (M ou G) ou mistos (M-G). A variabilidade dos blocos ao nivel molecular afeta
fortemente as propriedades fisico-quimicas e reolégicas do alginato. Uma diferenca
importante € observada na caracteristica dos géis, sendo que os alginatos com maiores
porcentagens de blocos G formam géis transparentes, porém, mais rigidos e quebradi¢os. Ao

contrério, quando hd um maior conteido de blocos M ou até mesmo blocos mistos (M-G) os
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géis sdo mais eldsticos (Segato, 2007; Silva et al., 2012). O alginato é quimicamente estavel a
valores de pH entre 5 e 10 e os valores de pKa dos residuos M e G sdo de 3,38 e 4,4,

respectivamente (Meng et al., 2010).

Figura 2.4 — Férmula estrutural do alginato (adaptado de Rodrigues, 2008).
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Os alginatos comerciais apresentam massa molar entre 32.000 e 400.000 g/mol (Lee e
Mooney, 2012) e podem ser extraidos de trés espécies de algas marrons, sendo elas:
Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera, nas quais o alginato
compreende até 40% do seu peso seco. Ha também a produgdo do alginato por bactérias como
Azotobacter vinelandii e vérias espécies de Pseudomonas (Rodrigues, 2008; Maurstad et al.,

2008; Gombotz e Wee, 2012), mas sem expressdo comercial até o0 momento.

Devido a biodisponibilidade e caracteristicas do alginato, sua utilizacdo na confeccdo de
biomateriais tem alta incidéncia. O alginato possui propriedades atraentes, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade e apresenta caracteristicas de
solubilidade, afinidade com proteinas especificas e formacdo de gel na presenca de ifons

multivalentes (Lee et al., 2012; Pawar e Edgar, 2012).

A formacdo de gel de alginato ocorre na presenca de fons como Ca**, Ba®*, Mg** e Sr**,

sendo mais comumente empregado o cdlcio. A interacdo dos cations com o polissacarideo
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resulta em uma rede tridimensional de fibras de alginato unidas entre si por ligacdes i0nicas
com fons célcio, proporcionando uma configuracdo interna mais estdvel. Ainda, a gelificacdo
¢ impulsionada pela junc¢do dos blocos (M, G e M-G) e, como mencionado anteriormente, a
maior porcentagem de blocos G propicia a formacdo de géis mais rigidos. No caso da
participacdo dos blocos M-G, os géis formados sdo considerados menos rigidos (George e
Abraham, 2006; Pawar e Edgar, 2012). Na Figura 2.5 pode ser vista a formagdo da rede de gel

de alginato de cdlcio.

Figura 2.5 — Formacgdo da rede de gel de alginato de célcio (adaptado de Sacchetin, 2009;
Pawar e Edgar, 2012).
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Devido a matriz em que o gel de alginato pode se transformar, dispositivos de alginato
vém sendo amplamente utilizados para liberacdo controlada de farmacos e curativos para

lesdes de pele (Murakami et al, 2010).

Curativos baseados em alginato sdo bem conhecidos tanto na literatura quanto do ponto
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de vista comercial (Goh et al., 2012). Na Tabela 2.2 sdo listados exemplos de curativos de
alginato ja comercializados. Quando em contato com lesdes exsudativas, hé troca i0nica entre
o célcio do alginato e o sédio do exsudato, formando um gel soltivel de alginato de sédio. Este
gel mantém um microambiente Umido na lesdo, o que facilita a cicatrizacdo e minimiza a
infeccdo bacteriana no local. Estas funcdes podem promover a formacdo de tecido de

granulacdo, epitelizacdo rdpida e a cura (Lee e Mooney, 2012).

Tabela 2.2 — Exemplos de curativos comercialmente disponiveis a base de alginato (Bueno,

2015).

Curativo Fabricante Descricao
Algiderm® Bard T/ec:1'do de fibras de alginato de
calcio

Sorbsan® Laboratories

Nu-Derm® Johnson & Johnson

Algosteril® Systagenix

Kaltostat® ConvaTec Material nao-tecido de fibras de
. ® . alginato

Kalginate DeRoyal Industries

Restore® Hollister

SeaSorb® Coloplast Sween

PhytaCare® Curafarm Hidrogel de alginato

Hyperion Advanced Film Hyperion Medical Filme transparente de alginato

Dressing® yp p g

PolyMem® Ferris Mfe. Membrana de alginato contendo

glicerina e agente surfactante

De acordo com Paul e Sharma (2004), a capacidade de gelificacdo dos alginatos auxilia
na remocgdo das coberturas preparadas a partir deste composto, uma vez que estas nao aderem

ao leito da lesdo, o que diminui a dor e o trauma associados as trocas de curativo.

Nos ultimos anos, a reticulagdo do alginato tem sido bastante explorada nas aplicagdes
biomédicas, principalmente pela interacdo com polimeros catidnicos, como peptideos,
gelatina e quitosana, sendo tais interagdes dependentes do pH do meio e da ionizacao dos
polimeros. O PEC de alginato e quitosana € conhecido por formar redes complexas que
podem ser utilizadas para formar géis, scaffolds, membranas e fibras (Khan e Ahmad, 2012).
As caracteristicas de formacdo do PEC de quitosona-alginato e as vantagens de sua aplicacdo

serdo abordadas a seguir.
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2.2.3. Complexo de polieletrolitos de quitosana e alginato

Os polieletrolitos sao macromoléculas que podem, em condi¢des apropriadas de pH,
apresentar-se eletricamente carregadas nas formas de policitions ou polidnions. Quando
misturados em solu¢do, os anions e cdtions sdo atraidos espontaneamente por interacdes
eletrostéticas (Yabuki, 2011). Desta forma, o complexo de polieletrdlitos é formado através da
associacdo de dois ou mais polieletrélitos de cargas opostas, os quais sdo ligados
principalmente por interagdes/ligacdes eletrostaticas. Ligagdes de hidrogénio, forcas de
Coulomb e forcas de van der Waals também participam da formacdao deste complexo

(Sankalia, 2007).

A formacgdo e a estabilidade dos PECs alteram a tendéncia de intumescimento dos
materiais em solucdes aquosas e melhora a resisténcia estrutural do dispositivo. No entanto,
este comportamento depende de alguns fatores, como quanto aos polimeros componentes
(massa molar, concentragdo, propor¢do, solubilidade), quanto as cargas (grau de ionizacdo,
densidade e distribui¢do), bem como as condi¢des de reacdo (temperatura, forga idnica e pH)

(Krayukhina, 2008; Hamman, 2010).

Conforme ja mencionado, a quitosana e o alginato sdo polieletrélitos de cargas liquidas
opostas, positiva e negativa, respectivamente. A formacdo do PEC pela combinacgdo destes
polissacarideos ocorre através da associacdo dos grupamentos carboxila —COQO™ do alginato
com os grupamentos amina —~NH;" da quitosana. As propriedades do PEC podem diferir
significativamente daquelas dos polissacarideos isolados, observando-se, por exemplo, maior
estabilidade a variagdes de pH e maior eficiéncia na liberacdo controlada de principios ativos

(Wang et al., 2001; Bueno e Moraes, 2011).

Como mencionado anteriormente, o pH pode influenciar na forma¢do do PEC. Em
condig¢des de elevado pH, a interacdo entre o alginato e a quitosana € comprometida, assim
como em baixo pH, como mostra a Figura 2.6. Isso ocorre porque hd preponderancia de
ionizacdo do alginato e da quitosana isolados, respectivamente, nestas condi¢des. Nesse
sentido, para promover a formagdo de um PEC estdvel, a quitosana e o alginato devem estar
parcialmente protonados e isso ocorre em condi¢des de pH intermedidrias aos valores de pKa

da quitosana (pKa em torno de 6,5) e do alginato (pKa entre 3,4 e 4,4) (Yan et al., 2000).

Diante destas caracteristicas, PECs de quitosana e alginato podem ser usados na

constitui¢do de suportes tridimensionais para o cultivo celular (scaffolds) (Li et al., 2009;
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Bueno et al., 2014), fibras (Jayakumar et al., 2011; Sibaja et al., 2015), particulas (Goh et al.,
2012; Costa et al., 2015) e membranas (Yan et al., 2000; Rodrigues et al., 2008; Bueno e
Moraes, 2011; Pires e Moraes, 2015).

Figura 2.6 — Efeito do pH na distribuicdo de cargas de polieletrélitos de quitosana e alginato.
As elipses representam as interagdes iOnicas entre as cargas negativas do alginato e as cargas

positivas da quitosana (adaptado de Rodrigues, 2008).

Meio basico
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Membranas produzidas a partir de PECs de policétions e polidnions podem ser obtidas
por moldagem (ou casting) do PEC em suspensdo, por evaporacdo do solvente, ou pela
deposi¢do sequencial de camadas alternadas de polications e polidnions, resultando em
membranas com multiplas camadas. A técnica de multicamadas, também conhecida por layer-
by-layer, baseia-se na imersdao de um substrato sélido positivamente carregado em uma
solucdo aquosa contendo o polieletrélito de carga negativa. O polidnion € adsorvido e ha
formacgdo da primeira camada. Em seguida, o material é imerso em uma solu¢do aquosa de
polimero carregado positivamente e, consequentemente, hd a formagdo de uma segunda
camada. A repeticdo do processo de imersdo conduz a formacdo de um dispositivo com
multicamadas e espessura controlada, no entanto esta técnica possui limitagdes quanto ao
controle do processo de adsor¢do e também no que se refere a incorporacdo de outras
moléculas. O método baseado na evaporacio do solvente € mais simples e fundamenta-se na
mistura das solugdes aquosas de policdtions e polianions, resultando na formac¢do de um
complexo, sendo estes dispositivos considerados mais adequados para imobilizacdo de
biomoléculas devido a sua estrutura tridimensional (Yabuki, 2011), que facilita a acomodagdo
e dispersao homogénea do agente bioativo. A Figura 2.7 ilustra os dois tipos de membranas

formadas por PECs.

Figura 2.7 — Tipos de membranas a base de PECs: (a) dispositivos com camadas alternadas e

(b) dispositivos obtidos por moldagem a partir da evaporacdo do solvente (adaptado de

Yabuki, 2011).
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Tendo em vista que as membranas obtidas por evaporacdo do solvente sdo convenientes
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para imobilizagdo de substancias bioativas, muitos trabalhos vém enfocando a utilizacdo de
matrizes polissacaridicas para a aplicacdo como curativos em lesdes dérmicas. No ambito
deste trabalho, serdo abordadas membranas formadas por quitosana e alginato para este fim,

as quais serdo discutidas a seguir.

2.3. Membranas de quitosana e alginato

A técnica de preparacdo de membranas densas constituidas de quitosana-alginato foram
proposta por Yan et al. (2000) e adaptada por Wang et al. (2001, 2002) e Rodrigues et al.
(2008). A mistura das solu¢des de quitosana e alginato, sob condi¢des pré-estabelecidas de
concentracdo dos polimeros, taxa de agitacdo, taxa de adicdo da solucdo de quitosana na
solucdo de alginato, dentre outras, leva a formacdo de uma suspensdo composta por fibras
finas. Apds seca, esta mistura produz membranas consistentes com potencial uso no
tratamento de lesdes de pele. Segundo Paul e Sharma (2004), o complexo quitosana-alginato
pode gerar membranas flexiveis, finas, transparentes e mais eficientes do que os curativos

convencionais.

Apesar de membranas de quitosana e alginato apresentarem propriedades adequadas
quanto a biodegradabilidade, biocompatibilidade e estabilidade a mudancas de pH, a
resisténcia mecanica do dispositivo é baixa, o que pode consistir em problemas durante o
manuseio e a estocagem do material. Muitas alternativas vém sendo analisadas para melhorar

a resisténcia mecanica e a flexibilidade de membranas polissacaridicas.

Rodrigues (2008) incorporou glicerol durante o preparo de coacervados de quitosana-
alginato. Porém o uso deste agente plastificante ndo se mostrou eficiente para melhorar tal
propriedade, uma vez que houve remog¢do do glicerol nas etapas de lavagem das membranas.
Tem-se como estratégia mais promissora o emprego do glicerol no meio de estocagem dos
curativos, minimizando assim problemas com ruptura precoce e indesejada, reduzindo-se

também seu encolhimento (Rodrigues, 2008; Dallan, 2005).

Segundo Berger et al. (2004), os complexos polieletrolitos podem ser reforcados através
da adicdao de ions multivalentes que interagem com grupos ndao complexados, induzindo a
formacdo de sistemas ligados ionicamente, como por exemplo, pelo fon Ca*™, que pode ser

adicionado nos complexos de quitosana-alginato.
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Nesta perspectiva, Bueno (2010) testou a adicdo de agentes reticulantes i0nicos (cloreto
de célcio e sulfato de amoénio) e covalentes (glutaraldeido) com o intuito de promover
interacdes em maior nimero ou mais intensas entre as cadeias poliméricas da membrana de
quitosana e alginato. Baixas concentracdes de reticulantes idnicos mostraram consistir em
estratégias mais efetivas e promissoras, uma vez que o aumento da concentracdo levou a

membranas com menor resisténcia a tragdo e ao alongamento na ruptura.

Recentemente, Pires e Moraes (2015) propuseram a adi¢do do composto siliconado
Silpuran® 2130 A/B em membranas de quitosana-alginato contendo ou ndo o antimicrobiano
AlphaSan® RC2000 e verificaram que a inclusdo deste composto na formulagdo € uma
alternativa para o aumento na tensdo de ruptura e flexibilidade destes tipos de dispositivos. As
membranas com adi¢dao de 0,1 g/g de Silpuran® 2130 A/B apresentaram superficie mais
homogénea e adesiva do que aquelas obtidas na auséncia do mesmo. Além do mais, tais
membranas apresentaram menores espessuras € absor¢do de solucdes aquosas, € maior
estabilidade frente a exposi¢do a diferentes solucdes salinas. O Silpuran® 2130 A/B € um
polidimetilsiloxano que possui grupos funcionais e agentes auxiliares para reticulagdo aditiva
nos dois componentes da mistura (A e B). O componente A contém também catalisadores a
base de platina. Segundo Ratner et al. (2004), a platina se liga facilmente a compostos que
possuem grupamentos amina em sua estrutura, desta forma, a adi¢cdo de Silpuran® 2130 A/B
pode também contribuir na formacdo de complexos mais estdveis. Este agente siliconado se
caracteriza por baixa viscosidade, alta adesividade, biocompatibilidade e transparéncia, sendo
comercializado pela Wacker Chemie S.A. para aplicacdes em lesdes. Andlises por
microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva de raios X
mostraram, no entanto, que houve a formacao de goticulas na estrutura do filme de quitosana
e alginato contendo Silpuran® 2130 A/B, possivelmente resultantes da baixa dispersao do gel
de silicone na mistura viscosa. Uma alternativa para melhorar a dispersio homogénea é a

adicao de tensoativos em membranas contendo PDMS (Fawcett et al., 2012).

O efeito da adi¢do de tensoativos em membranas de quitosana-alginato j4 foi descrito
por Bueno e Moraes (2011), entretanto, tal incorporacdo foi realizada a fim de obter um
dispositivo com estrutura porosa. As autoras utilizaram os surfactantes Tween 80 e Pluronic
F68 e obtiveram membranas satisfatérias do ponto de vista do seu aspecto e maleabilidade,
porém sua resisténcia mecanica e alongamento na ruptura foram baixos. Assim, a adicdo de
Silpuran® 2130 A/B as mesmas poderia melhorar tais limitacOes € o uso de tensoativos em

contrapartida, poderia resultar em um material com dispersdo mais homogénea do agente
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siliconado.

N3ao ha4 relatos na literatura sobre a avaliacdo do efeito de diferentes concentracdes de
PDMS em membranas densas e porosas de quitosana e alginato contendo ou ndo compostos

bioativos, o que confere cardter de originalidade a este tema de doutorado.

2.4. Incorporacio de agentes bioativos em membranas

A incorporacdo de agentes bioativos em matrizes poliméricas tem possibilitado a
obtencdo de dispositivos que desempenham papéis importantes no processo de cicatrizacdo de
feridas. O uso de polimeros na composi¢do de curativos € uma alternativa vantajosa devido a
sua natureza quimica, morfologia e estrutura especifica. As cadeias poliméricas longas
possibilitam ndo s6 a protecdo do farmaco, mas eventualmente, o controle de sua liberagdo

(Green, 2012; Dallas et al., 2011).

Visando obter uma liberacdo controlada e segura, o firmaco deve permanecer estdvel
nas condi¢des de processamento do dispositivo e deve também manter sua estrutura e
atividade durante periodos prolongados (Papkov et al, 2007). Numerosos sistemas de
liberacdo de drogas estdo ja descritos na literatura, nos quais o principio ativo a ser
incorporado pode estar ligado, disperso ou dissolvido na estrutura dos filmes (Wang et al.,
2001). A incorporacdo em matrizes poliméricas pode ser feita em diversas etapas do processo
de producido, tais como: adi¢do durante a complexacdo dos polimeros, por impregnacio a
umido (técnica de absor¢do de um solvente contendo o agente ativo) e mediada por fluidos
supercriticos (Grassi e Grassi, 2005; Duarte et al., 2009; Girata, 2011), além dos processos

nos quais que se efetua a ligacdo quimica do farmaco aos componentes da matriz polimérica.

A técnica de adicio durante o processamento da membrana é o método mais utilizado,
devido a facilidade de incorporacdo do farmaco no dispositivo, como no caso do
antimicrobiano 2 base de prata AlphaSan® RC2000, em filmes de quitosana e alginato (Girata,
2011; Pires, 2013). O p6 fino do farmaco € adicionado ao coacervado de quitosana e alginato
e, devido a reticulagdo dos polimeros, o composto fica retida na matriz polissacaridica. A
Figura 2.9 mostra a representacdo esquemadtica do procedimento de incorporacdo por adi¢do

direta de um farmaco insoldvel logo apds a mistura do PEC.

Outra metodologia convencional é a incorporagdo ou impregnagdo a umido, que
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consiste na imersdo da matriz polimérica em uma solu¢do contendo o firmaco previamente
dissolvido. Visto que muitos farmacos sdo insoldveis ou pouco soliveis em dgua, a utilizacao
de solventes orgdnicos pode ser requerida como, por exemplo, o etanol. No entanto, este
método apresenta desvantagens, como a possivel toxicidade dos solventes e a necessidade de
sua evaporacdo, que por vezes ocorre com o uso de aquecimento ou vécuo, causando
degradacdo do farmaco e até do dispositivo polimérico, além do baixo rendimento de
incorporagdo caso se verifique limitado intumescimento da matriz e da dispersdo heterogénea
dos farmacos (Davies et al., 2008; Duarte et al., 2009). Como exemplo desta metodologia
tem-se a incorporacao de bacitracina (Rodrigues, 2008) e eritromicina (Souza et al., 2016) em
membranas de quitosana e alginato, que apresentaram valores de incorporagdo e liberacdao

relativamente baixos.

Figura 2.9 — Representacdo esquemadtica do processamento de membranas polissacaridicas:
(a) mistura das solugdes poliméricas; (b) adicdo do farmaco; (c) dispersdo do fairmaco no

complexo polimérico e (d) membrana polissacaridica seca com farmaco incorporado.

farmaco

(b) j

complexo polimérico
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Uma metodologia de incorporagdo alternativa € a impregnacdo mediada por fluidos

supercriticos. Neste processo, o fluido supercritico atua como um solvente, devendo-se operar
o sistema, naturalmente, em condi¢des de pressdo e temperatura acima do ponto critico do
fluido. Sob essas condi¢des, estas substincias apresentam densidade e propriedades de
solvatacdo semelhantes as dos liquidos, enquanto que a difusividade e a viscosidade sdo
comparaveis as de um gés, facilitando a transferéncia de massa no sistema. Ainda, os fluidos
supercriticos podem dissolver um composto ativo sem alterar sua atividade bioldgica e

simultaneamente agir como plastificante da estrutura polimérica, facilitando a difusao do
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farmaco no sistema matricial (Kikic e Vecchione, 2003; Quirk ez al., 2004; Veiga, 2012).

O didéxido de carbono (CO,) esta entre os fluidos supercriticos mais utilizados por ndao
ser toxico, inflamdvel ou corrosivo e por ser naturalmente abundante. Além do mais, o CO,
possui baixa temperatura e pressdo critica (iguais a 31°C e 73 bar, respectivamente), o que o
torna atraente para utilizacdo em sistemas termossensiveis (Cooper, 2001; Duarte et al.,
2009). Neste caso, o principio ativo € solubilizado em CO, supercritico e introduzido em uma
célula de alta pressdo contendo o dispositivo polimérico para que haja a impregnagao.
Posteriormente € feita a descompressdo lenta desta célula para que haja remogdo do CO,
(Braga et al., 2008; Davies et al., 2008). No entanto, o processo de impregnacdo s6 € vidvel se
o farmaco for solivel em CO, (Kikic e Vecchione, 2003). Para auxiliar na solubilidade do
farmaco, pode-se utilizar cossolventes, como dgua e etanol, de forma que seu uso pode
resultar em modificacdes na interacdo do composto bioativo com a matriz polimérica ou
mesmo com o fluido pressurizado, alterando sua taxa de incorporacdo (Tabernero et al.,

2012).

Veiga (2012) incorporou os anti-inflamatorios diclofenaco de sédio, piroxicam e
cetoprofeno em membranas de quitosana-xantana, quitosana-pectina € quitosana-goma guar.
Os resultados obtidos mostraram que as membranas produzidas apresentaram
comportamentos distintos para cada farmaco. O diclofenaco de sédio, por se tratar de um
farmaco hidrofilico, ndo apresentou as caracteristicas necessdrias para a incorpora¢do por
tecnologia supercritica. Ao contrdrio, o piroxicam e o cetoprofeno foram incorporados com
sucesso utilizando tecnologia supercritica, demonstrando que esta técnica pode ser utilizada

em membranas biopoliméricas.

Nesta mesma perspectiva, Bueno et al. (2016) avaliaram as caracteristicas de
membranas densas e porosas de quitosana-alginato antes e apds serem submetidas ao
processamento com CO, supercritico a fim de analisar se as membranas suportariam as
condic¢des controladas de temperatura (45 °C), pressdao (100 ou 300 bar) e despressurizagao
(taxa de 5 bar/min). As autoras notaram que tal metodologia auxilia no aumento da espessura,
sor¢do e transmissao de vapor d’agua das formulacdes. Os resultados obtidos mostraram que
os filmes produzidos e submetidos ao sistema supercritico apresentaram caracteristicas
desejaveis para utilizacdo no tratamento de lesdes de pele. Adicionalmente, Bueno (2015)
incorporou o antimicrobiano polihexametileno biguanida (PHMB) em membranas de
quitosana-alginato usando a mesma metodologia. No entanto, a autora ndo detectou

quantidades mensurdveis de PHMB liberado das membranas, supondo, desta forma, que o
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agente bioativo ficou firmemente ligado a matriz ou que, de fato, ndo houve impregnacao
detectavel de PHMB via CO, supercritico. Nao foram encontrados na literatura relatos sobre a
incorporacdo de farmacos em membranas flexiveis de quitosana-alginato por tecnologia

supercritica.

Independente da técnica de incorporagdo de compostos ativos a ser empregada no
processamento de membranas, adequada efici€éncia de incorporacao é requerida. No entanto, é
importante controlar a taxa de liberacdo do farmaco incorporado a fim de evitar efeitos

nocivos ou ineficiéncia do tratamento.

Quando em contato com a lesdo, o dispositivo deve liberar o farmaco de modo
controlado para evitar variagdes bruscas de concentragdo da substancia ativa no corpo. Nos
tratamentos convencionais em que ndo ha controle da liberagdo (como comprimidos nao
recobertos e injecdes), o farmaco pode atingir concentra¢des altas no organismo, o que pode
causar algum tipo de reacdo adversa. Da mesma forma, o medicamento pode atingir
concentracdes baixas e ndo efetivas no organismo (Comyn, 1985). Na Figura 2.10 sdo

mostradas as curvas referentes ao tratamento sem e com dispositivos de liberagcdo controlada.

Figura 2.10 — Concentracao de fairmaco versus tempo no organismo para (A) dispositivos sem
liberacdo controlada e (B) mediada por dispositivo de liberacdo controlada (adaptado de

Comyn, 1985).
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Concentracaodo farmaco

Neste contexto, a utilizacdo de sistemas matriciais poliméricos visando ao uso como
dispositivos para liberacdo de farmacos é uma Gtima alternativa devido a sua versatilidade,

eficdcia e baixo custo. Em geral, a liberacdo dos compostos bioativos das matrizes pode ser
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resultante de vdrios fatores, tais como: erosdo e intumescimento da matriz, taxa de penetracao
de dgua na matriz, difusdo e distribuicdo do firmaco na matriz, propor¢do entre o fairmaco e a

quantidade de polimero, dentre outros (Caraballo, 2009).

Girata (2011) analisou os dados da cinética de liberagdo de fons prata a partir de filmes
de quitosana-alginato e os ajustou a diferentes modelos matemdticos, notando que o
mecanismo principal que caracteriza a liberagdo do composto deste tipo de matriz € a difusdo.
A difusao acontece quando o solvente penetra na matriz, intumescendo a mesma (auxiliando
no distanciamento das cadeias poliméricas), e ocasionando a dissolu¢do e difusao do farmaco
(Grassi e Grassi, 2005). Entretanto, caso o composto incorporado tenha baixa solubilidade em

dgua, uma etapa também importante na cinética de liberacdo € a etapa de dissolu¢do do

farmaco disperso na membrana na forma cristalina.

Neste sentido, na Figura 2.11 s3o mostradas as classificagdes dos sistemas matriciais
para liberacdo controlada de farmacos, tendo-se a difusdo como primordial mecanismo de
transporte. De acordo com Siepmann e Siepmann (2008), existem dois tipos de sistemas que
distinguem a liberacdo de farmacos em matrizes, sendo estes sistemas os de reservatorios e 0s
monoliticos. Ambos os sistemas dependem diretamente da estrutura dos materiais que 0s

compdem e da concentracao e solubilidade do farmaco incorporado.

Figura 2.11 — Classificagdo dos sistemas matriciais para liberacdo controlada de farmacos por

difusdo (adaptado de Siepmann e Siepmann, 2008).
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O sistema reservatorio consiste em um depdsito de fairmacos no interior de uma matriz
envolvida por uma membrana responsdvel pelo processo de liberacdo controlada do
composto. Para este caso, quando o composto bioativo apresentar uma concentragao inferior a
sua solubilidade ha uma liberacdo de primeira ordem, na qual a concentracdo no interior da
matriz decresce com o tempo. Por outro lado, quando a concentracdo de farmaco € superior a
sua solubilidade h4 a predominancia de liberacdo de ordem zero, em que a concentragido do
composto dentro da matriz € o processo de liberacdo sdo constantes e dependentes da

dissolucdo do farmaco em excesso.

Ja o sistema monolitico é caracterizado por uma matriz continua, tendo-se em vista que
ndo hé separacdo entre o reservatdrio do farmaco e a barreira de liberacdo. Neste caso, quando
a concentracdo do farmaco € inferior a sua solubilidade o sistema é denominado solucdo
monolitica. Ao contrdrio, quando a concentrag@o € superior a solubilidade, o sistema € do tipo
dispersdo monolitica. No entanto, independentemente da solubilidade do farmaco, a liberacao
¢ diretamente dependente da geometria da matriz, uma vez que o composto bioativo

incorporado deve se difundir pela estrutura polimérica para ser liberado.

Em paralelo aos sistemas abordados, hd também um terceiro tipo que agrega as
caracteristicas primordiais do sistema de reservatério e do monolitico, este ¢ denominado
sistema misto, nos quais a liberacdo ird depender da geometria da matriz, da difusdo do

farmaco no interior da matriz e também através da membrana envoltoria.

De forma geral, no ambito deste trabalho, as matrizes poliméricas desenvolvidas sdo
classificadas como sistemas monoliticos, nas quais a substincia ativa pode estar

molecularmente dispersa ou dissolvida entre as cadeias de polimeros.

Diversas substincias bioativas podem ser incorporadas em matrizes poliméricas e, no
ambito deste trabalho, foram selecionados compostos de origem natural, tais como timol,
betacaroteno e o extrato padronizado da planta Arrabidaea chica Verlot, os quais sdo

discutidos a seguir.

2.5. Agentes bioativos naturais utilizados no tratamento de lesoes de pele

O uso de compostos naturais para o tratamento de lesdes de pele consiste em uma
pratica muito antiga. Nas ultimas décadas essa pratica foi substituida pela aplicacdo de

produtos sintéticos, os quais podem apresentar fortes efeitos colaterais. Atualmente, os
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produtos de origem natural vém sendo investigados como fonte alternativa de medicamentos
para o tratamento de lesdes de pele, os quais modulam o processo de cicatrizacdo e reparacao

com complica¢des minimas (Corréa et al., 2017).

Uma vasta gama de compostos de origem natural tem sido utilizada na cicatrizagdo de
lesdes cutaneas devido as suas propriedades farmacoldgicas especificas. Biomoléculas de
origem vegetal, geralmente produtos do metabolismo primario e secunddrio, quando
purificadas e concentradas podem exercer acdes benéficas, tais como analgésicas,
antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas. Adicionalmente, estas propriedades
podem causar efeito sinérgico no tratamento de feridas, auxiliando na reepitelizacdo e
formacdo de coldgeno (Pletschi, 1998; Bands e Bertrdn, 2012; Sivamani et al., 2012). Na
Tabela 2.3 sdo mostrados alguns compostos naturais conhecidos para o tratamento de lesdes
de pele. No ambito do presente trabalho, foram utilizados timol, betacaroteno e o extrato

padronizado da Arrabidaea chica Verlot.

2.5.1. Timol

O timol € um monoterpeno fendlico monociclico que esta presente nos 6leos essenciais
derivados do tomilho (Thymus vulgaris) e do orégano (Origanum vulgare) (Kavoosi et al.,
2013). A estrutura quimica do timol é mostrada na Figura 2.12. Na Tabela 2.4 sado
apresentadas informacdes relevantes sobre o timol. Este composto possui diversas aplicacdes
devido a suas propriedades antioxidantes, antibacterianas, antifingicas, antissépticas,
anestésicas e anti-inflamatorias (Kavoosi et al., 2013; Priestley et al., 2003; Dias et al., 2011).

Na Tabela 2.5 as principais aplicacoes do timol sdo resumidas.

Dentre todas as dreas que empregam timol, € na indudstria de alimentos sua maior
aplicacdo. Existem poucos trabalhos que exploraram o timol para aplicagdo na drea médica,
uma vez que muitas de suas caracteristicas sdo ainda pouco conhecidas (Kavoosi et al., 2013).
No entanto, as propriedades ja conhecidas deste composto fazem dele uma substincia com
potencial aplica¢do nas areas farmacéuticas e biomédicas (Priestley et al., 2003; Dias et al.,

2011; Kavoosi et al., 2013).

Segundo Riella er al. (2012), o timol é um composto que pode ser direcionado para
aplicacdo no tratamento de lesdes cutianeas, como queimaduras e ulceras, devido as suas
propriedades anti-inflamatérias. Além do mais, o timol favorece a reacdo de granulacdo e

aumenta a densidade de coldgeno durante a cicatrizac¢do da lesao.
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Tabela 2.3 — Principais compostos naturais utilizados para o tratamento de lesdes de pele.

Composto natural e/ou sua
fonte

Caracteristicas

Referéncia

Aloe Vera (aloina)

Reduz a dor e a inflamacao,
estimula a cicatrizagdo e
repara as células danificadas.

Das et al., 2016; Sanchez et
al., 2016; Dorai, 2012

Arrabidaea chica Verlot

Promove crescimento de
fibroblastos e sintese de
colageno

Jorge et al., 2008; Sousa,
2013; Medina et al., 2015

Betacaroteno

Antioxidante e precursor de
vitamina A

Darvin et al.,2011;
Stechmiller, 2013

Calendula officinalis
(caléndula)

Anti-inflamatério, auxilia na
formacdo do tecido de
granulacdo

Nicolaus et al., 2017; Buzzi
et al., 2016; Aro et al., 2015.

Carica papaya (papaina)

Desbridante, anti-
inflamatorio, atua na

contragdo e junc¢do das bordas
da ferida.

Leite et al., 2012; Ancheta e
Acero, 2016

Curcuma longa (acafrao)

Antitumoral, antimicrobiano,
anti-inflamatorio,
antioxidante, antialérgico

Purohit et al., 2013; Pawar et
al., 2015.

Matricaria chamomilla

Antimicrobiano, anti-
inflamatorio, auxilia na

Srivastava et al., 2010;

(camomila) formacdo do tecido de Martins, 2009
granulacao
Antimicrobiano, anti-
Mel inflamatorio, auxilia na Majtan, 2014; Tanideh et al.,
formacao do tecido de 2017
granulacdo
Antimicrobi
A n‘1m'1cro 1ano,. Corréa et al., 2017; Paixio et
Propolis antioxidante, antitumoral,
.. .. al.,2014
anti-inflamatoério
Quercetina Antioxidante e anti- Hatahet et al., 2016; Caddeo
u

inflamatorio

etal., 2014

Anti-inflamatorio,

Stryphnodendron adstringens | antimicrobiano, Lima et al., 2016; Hernandes
(barbatimao-verdadeio) antiulcerogénico, etal., 2010

antioxidante

Antioxidante, Kavoosi et al., 2013; Riella et

Thymus vulgaris (timol)

antimicrobiano, anestésico,
anti-inflamatorio

al., 2012; Priestley et al.,
2003
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Figura 2.12 — Estrutura quimica do timol (Archana et al., 2009).
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Tabela 2.4: Dados fisico-quimicos do timol (Sigma-Aldrich, 2015; PubChem, 2016).

Caracteristica Informacdo ou valor
Férmula quimica CioH 140

Massa molar 150,22 g/mol
Solubilidade em dgua 0,8 g/L (20 - 25 °C)
Densidade 0,965 g/cm’ a 25 °C
Ponto de fusio 48 -51°C

Ponto de ebuli¢do 232 °C

Pressdo de vapor 0,016 mmHg (25 °C)
pKa 10,6

Coeficiente de particao (log P) 3,3

Grupamentos doadores de hidrogénio 1

Grupamentos receptoras de hidrogénio 1

Pico de maior absorbiancia em |274 nm
espectrofotometro na faixa UV-visivel

Altiok et al. (2010) avaliaram as propriedades fisicas, antibacterianas e antioxidantes de
filmes de quitosana contendo varias concentracdes de 6leo de tomilho (0,2 a 1,2% v,/v) para
aplicacdo na cicatrizacdo de feridas. Os resultados mostraram que os filmes contendo 1,2% de
tomilho apresentaram melhores atividades antibacterianas e antioxidantes, no entanto,
algumas propriedades do biomaterial foram alteradas, observando-se aumento da
permeabilidade ao vapor d’4dgua e diminuigdo nas propriedades mecanicas. No entanto, apesar

das alteragdes, o dispositivo mostrou potenciais caracteristicas para sua aplicacdo em lesdes
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de pele.

Tabela 2.5: Ramos de aplicagdo e utilizacdo do timol (adaptado de Banuds e Bertran, 2012;
Daemon et al., 2012; Gavliakova et al., 2013; PubChem, 2016).

Ramo de aplicagdo Uso

Produtos de higiene pessoal Enxaguante bucal e creme dental

Agricultura Pesticida

Veterindria Tratamento de dermatites, controle de carrapatos e de

dcaros parasitdrios de abelhas

Industria de alimentos Conservante e embalagens de alimentos

Saude humana Cicatrizacao de feridas e antipiréticos - nasal

Nesta mesma perspectiva, Dias et al. (2011) avaliaram filmes baseados em
caroboxibutilquitosana e agarose com incorporagdo dupla e isolada de timol e quercetina por
tecnologia supercritica, ambos a uma concentracdo de 10% do limite de solubilidade em CO,
supercritico. Os resultados mostraram que os dois farmacos foram incorporados com sucesso,
sendo a incorporagdo dupla um processo vidvel e vantajoso, uma vez que 0s compostos sao
estaveis a mudanca nas condi¢des operacionais de pressao e temperatura. A liberagdo em dgua

de timol e quercetina alcancou o méximo de 25 pg dos compostos por mg de polimero.

Embora o nuimero de estudos sobre os efeitos citotoxicos de timol ainda sejam
limitados, os dados disponiveis reforcam a perspectiva de que o uso deste composto nao
representa alto risco para os pacientes quando administrado em quantidades apropriadas. A
toxicidade do timol a células hepdticas (linhagem H4IIE) foi analisada por Kurt e
colaboradores (2017), que observaram morte celular pouco significativa na presenga de 0,07 a
10 mM deste composto natural. Nesta mesma perspectiva, Cabello et al., (2014) notaram que
o timol ndo induz atividade mutagénica e efeito genotoxicio a células de adenocarcinoma de
c6lon humano (linhagem Caco-2). Recentemente, Al-Shahrani et al. (2017) determinaram que
a concentracdo inibitéria minima (CIMsp) de timol para células de glandulas mamarias
humanas (linhagem MDA-MB-231) localiza-se na faixa de 0,5 e 5 mg/mL. Rodriguez-Garcia
et al. (2016), por outro lado, determinaram que a dose terapéutica de timol € de 0,5 mg/Kg, e

a letal, de 565,7 mg/Kg.
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Nao foram encontrados na literatura trabalhos referentes a incorporagdo de timol em

membranas de quitosana e alginato.

2.5.2. Betacaroteno

O betacaroteno é um carotenoide importante na coloracdo dos vegetais e frutas, como
por exemplo, cenoura, beterraba e manga (Verpoorte e Memelink, 2002). Sua estrutura

molecular é apresentada na Figura 2.13 e suas principais propriedades sdo apresentadas na
Tabela 2.6.

Figura 2.13 — Estrutura molecular do betacaroteno (Sharma et al., 2012).
@EQ\AM‘WW@

Tabela 2.6: Dados fisico-quimicos do betacaroteno (Sigma-Aldrich, 2011, PubChem, 2016).

Caracteristica Informagdo ou valor
Férmula C4Hsg

Massa molar 536,87 g/mol
Solubilidade em dgua 0,0006 g/LL a 25 °C
Densidade 1,000 g/cm’ a 20 °C
Ponto de fusdo 176 — 184 °C

Pressao de vapor 1,8 x 10" mmHg (25 °C)
Coeficiente de particao 13,5

Pico de maior absorbincia em | 450 nm
espectrofotometro na faixa UV-visivel

E um composto importante por apresentar atividade antioxidante e por ser precursor de

vitamina A. No entanto, devido a seu elevado grau de insaturacdo, este carotenoide pode
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sofrer oxidacdo térmica e quimica, além de fotossensibilizacdo (Liang et al., 2013). Segundo
Franceschi et al. (2010), isto ocorre pela isomerizacdo da forma trans-carotenoide (forma

estdvel) para cis-carotenoide quando a molécula é exposta a oxigénio, luz e alta temperatura.

O betacaroteno pode ser utilizado em diversas areas, como nutricdo, cosméticos,
alimentos e saide. Na Tabela 2.7 sdo apresentados exemplos destas aplicacdes. Ha trés
formas de administracdo deste carotenoide no organismo: administracdo sistémica por
alimentos ricos em betacaroteno, ingestdo de suplementos alimentares e aplicacdo tdpica
destes antioxidantes na forma de cremes e lo¢des (Darvin et al., 2011). No ambito médico,
estudos epidemioldgicos identificaram que, quando ingerido, o betacaroteno apresenta
beneficios a satide, como no tratamento de doencas cardiovasculares e cancer (Qian et al.,
2012). Ainda, alguns trabalhos apontam os beneficios da utilizagdo de betacaroteno para
acelerar a cicatrizacao de lesdes de pele (Darvin et al., 2011; Srivastava et al., 2011; Blass et

al., 2012).

Tabela 2.7: Campos e formas de aplicagdo do betacaroteno (Qian et al., 2012; Blass et al.,

2012; Darvin et al., 2011; Liang et al., 2013).

Campos de aplicacado Formas de aplicacdo

Nutricao Suplementos orais, alimentos ricos em betacaroteno
Cosméticos Cremes e locoes

Alimentos Corantes, embalagens e filmes de recobrimento
Saude Comprimidos e pomadas

Tendo em vista que lesdes ou fatores de estresse sobre a pele induzem a producio de
radicais livres e, consequentemente, provocam a destruicdo do tecido, o uso de agentes
antioxidantes vem sendo uma alternativa promissora para corrigir estes danos. Além de
restabelecer a rede antioxidante da pele, o betacaroteno possui efeitos como supressdo de
pigmentacdo e de formacdo de hematomas, estimulacdo da producdo de coldgeno e efeitos

anti-inflamatoérios (Darvin et al., 2011).

Como mencionado anteriormente, o betacaroteno ¢ um dos principais precursores de

vitamina A. Esta vitamina estimula o sistema imunoldégico pelo aumento do numero de
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macréfagos e mondcitos durante a inflamacdo. Além do mais, induz a repitelizacdo pela
deposicdo de coldgeno pelos fibroblastos. Devido a todas essas propriedades, este carotenoide
pode desempenhar um papel muito importante na cicatrizacdo de feridas durante a fase

inflamatoéria (Stechmiller, 2013).

Apesar de haver registros na literatura acerca da acdo do betacaroteno administrado por
via oral na cicatrizacdo de lesdes, ndo foram encontrados relatos de trabalhos envolvendo a
incorporagdo de betacaroteno em curativos para aplicacdo direta em lesdes de pele,

oferecendo carater adicional de ineditismo ao presente trabalho.

2.5.3. Arrabidaea chica Verlot

O género Arrabidaea pertence a familia Bignoniaceae sendo encontrado, geralmente, na
América tropical, desde o sul do México até o Brasil, sendo muito comum na Floresta
Amazonica (Sa et al., 2016; Sousa, 2013). Popularmente, esta planta é conhecida como pariri
(no Pard), carajiru (no Amazonas), puca-panga, coapiranga, chica ou cipd-cruz (Behrens et

al., 2012).

Esta planta € fonte de antocianinas, flavonoides e taninos que, quando em conjunto,
conferem propriedades bioldgicas ao composto (Lila, 2004). As antocianinas sd@o pigmentos
pertencentes ao grupo dos flavonoides e apresentam capacidade anti-inflamatéria e
antioxidante (Aro et al., 2013). As principais antocianinas no extrato de A. chica sao
denominadas carajurina e carajurona, sendo a carajurina o composto utilizado como marcador
na deteccdo e quantificacdo do extrato de A. chica. Na Figura 2.14 sdo apresentadas as
estruturas quimicas destes dois pigmentos caracteristicos. Os flavonoides sdo componentes de
baixa massa molar que possuem a¢do anti-inflamatdria, anti-fingica e antioxidante (Alcerito
et al., 2002; Heim et al., 2002). Os taninos sdo compostos fendlicos e podem se ligar
fortemente a outras moléculas. Neste sentido, quando seu uso for direcionado a processos de
cicatrizacao de lesdes, hd a complexagdo entre taninos-proteinas ou taninos-polissacarideos,
conferindo uma camada protetora sobre a mucosa ou tecido lesado, auxiliando na ripida
cicatrizacdo. Adicionalmente, os taninos podem apresentar acdo antisséptica e antioxidante

(Haslam, 1996; Monteiro et al., 2005).

O extrato das folhas de A. chica comecou a ser utilizado pelos indios devido aos seus

pigmentos insoliveis caracteristicos, que apresentam coloracdo vermelho-escuro ou
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vermelho-tijolo (carajurina e carajurona). O extrato era utilizado diretamente na pele como
tintura, repelente de insetos e para o tratamento de enfermidades e as folhas eram utilizadas
para limpar feridas cronicas, tratar infecgdes fungicas e herpes (Barbosa et al., 2008; Sousa,

2013; Mafioleti et al., 2013; Medina, 2014).

Figura 2.14 — Estrutura molecular da carajurona (a) e carajurina (b) (Medina, 2014).
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Diversas pesquisas registram as propriedades medicinais do extrato da planta A. chica.
Ha relatos de estudo antiviral de A. chica, tendo-se em vista que a mesma apresenta potencial
efeito cicatrizante em herpes e aftas. Jorge et al. (2008) investigaram, in vitro, a capacidade
deste extrato em estimular o crescimento de fibroblastos e a producdo de coldgeno.
Adicionalmente, estudaram as propriedades cicatrizantes do composto através da
administracao topica em ratos. Os resultados mostraram efici€ncia significativa do extrato em
promover o crescimento de fibroblastos e a sintese de coldgeno, tanto nos testes in vitro como
in vivo, observando-se ainda moderada capacidade antioxidante e reducao de 96% no tamanho
das lesdes em ratos, enquanto o grupo controle (tratamento com solugdo salina) reduziu de

cerca de 36%.

Nesta mesma perspectiva, Sousa (2013) desenvolveu bases semi-sélidas (cremes)
contendo 2,5% do extrato de A. chica na sua forma livre e encapsulada, utilizando-se goma
guar, goma de cajueiro e mistura de goma ardbica e maltodextrina como agente
encampsulante, a fim de avaliar as propriedades cicatrizantes quando aplicadas em ulceras
cutaneas (cirurgicamente induzidas) de ratos e também a capacidade de estimular a sintese de
coldgeno nos mesmos. Todas as formulagdes testadas contendo o composto bioativo foram
capazes de reduzir entre 70 e 80% da area da ferida apds 10 dias de tratamento, enquanto o

grupo controle reduziu 37% durante o mesmo periodo. A sintese de coldgeno mostrou-se mais
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evidente quando na presencga do extrato bruto livre.

Medina et al. (2015), por sua vez, produziram nanoparticulas de quitosana carregadas
com diferentes concentragdes de extrato padronizado de A. chica (10 a 25% com relagdo a
massa de quitosana). As autoras notaram que baixas concentragdes do composto ja foram
suficientes para manter a viabilidade celular, enquanto que nanoparticulas carregadas com
maiores concentragdes resultaram em maior proliferacdo das células. A fim de explorar a
aplicacdo tdépica, Medina (2014) veiculou nanoparticulas contendo A. chica em filmes
absorviveis de dlcool polivinilico ou hidrogéis de 4cido hialurébnico em modelo de tlcera
dérmica em ratos Wistars. A autora notou contracdo da drea da ferida em até 79% dos animais
tratados com os filmes contendo 0,5 mg de nanoparticulas e 85% de contracdo nos animais
que receberam hidrogéis contendo 1,5 mg de nanoparticulas. Desta forma, constatou-se que a
producdo de sistemas de transporte de A. chica é viavel, mostrando-se como uma alternativa

promissora para a reparacdo de tecidos lesados.

Assim, devido ao uso difundido pelas populacdes nativas e as corroboragdes de seus
efeitos cicatrizantes, esta espécie estd presente na lista de plantas medicinais de interesse ao
Sistema Unico de Sadde (SUS) para o uso popular para o tratamento de lesdes de pele (Brasil,

2009).

Em escala laboratorial, geralmente, o extrato da planta Arrabidaea chica Verlot (A.
chica) pode ser obtido através do processo de maceracdo dinamica (Jorge et al., 2008; Sousa,
2013; Medina et al., 2015). Na Figura 2.15 € mostrado o fluxograma representativo do
processo de extragdo, que consiste na adicdo de solvente extrator (composto de etanol e dcido
citrico) as folhas secas e moidas da A. chica em agitador oscilatério. A extracio em meio
dcido fraco é utilizada a fim de manter a estabilidade das antocianinas a degradacdo por
oxidacdo. O extrato obtido € entdo filtrado e o solvente resultante eliminado através da
utilizacdo de rotoevaporador a vacuo, até a obtencdo de 80% de concentracdo do extrato
bruto. Posteriormente, ha a etapa de neutralizacdo do residuo sélido com hidréxido de amdnio
a fim de alcancar pH 6,5-7,0. A etapa final consiste de secagem do material utilizando-se
atomizador do tipo spray dryer em condi¢Oes operacionais apropriadas, ndo havendo

necessidade do uso de agentes estabilizantes ou de gases inertes.

Em paralelo ao processo de maceracdo dindmica, existe outra alternativa para a
obtencdo do extrato da planta de A. chica, sendo esta o tratamento enzimatico
(especificamente pelas enzimas xilanases). No entanto, apesar dos rendimentos médios dos

dois tipos de extragdes serem andlogos, o extrato obtido pela mediacdo das xilanases diminui
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consideravelmente o crescimento de fibroblastos de camundongos (linhagem 3T3) devido ao
aumento nas quantidades de antocianinas do extrato. Segundo os autores, 0 aumento de
antocianinas (agliconas) diminui o estimulo ao crescimento celular (Taffarello et al., 2013).
Desta forma, o tratamento enzimatico resulta em um extrato com caracteristicas
farmacoldgicas distintas, o que dificulta a padronizacdo do extrato da planta A. chica e

consequentemente, a seguranca na aplicabilidade em humanos.

Figura 2.15 — Fluxograma representativo da obtencdo do extrato de Arrabidaea chica Verlot.

Adicgdo de solvente extrator as folhas secas de A. chica
(agitacao oscilatdria)

l

Filtracao do material obtido com eliminagdo do solvente
(evaporadores rotativos)

l

Neutralizacdo com NH,OH

l

Secagem final
(spray dryer)

A padronizacdo dos extratos de planta quanto a caracteristicas qualitativas e
quantitativas dos seus principios ativos € um requisito crucial para que tais materiais possam
ser utilizados pela inddstria farmacéutica, envolvendo, por exemplo o controle das
caracteristicas genéticas da planta e o uso de procedimentos bem estabelecidos, nos quais ndao
haja variacdo nas condi¢des de obtengdo do extrato, como tipo de solvente, temperatura de
extragdo, secagem e da propor¢cdo de componentes bioativos na mesma. Com isto, pelo
controle rigoroso da qualidade do material de partida e das condi¢des utilizadas no processo
de producdo do extrato € possivel a obtencdo de um composto complexo, mas com

propriedades conhecidas e reprodutiveis.

N3ao ha relatos na literatura sobre a incorpora¢do do extrato padronizado de A. chica em
filmes densos e porosos constituidos por complexos de quitosana e alginato a fim de se obter

um dispositivo de liberagao controlada com aplicabilidade na terapia de lesdes de pele.
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2.6. Consideracoes finais

Com base nos temas abordados nesta revisdo bibliografica, verifica-se a necessidade
do desenvolvimento de novos curativos com boas propriedades analgésicas, antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatdrias, e cujas matérias-primas sejam de facil acesso e baixo
custo. Membranas flexiveis densas e porosas de quitosana e alginato contendo os compostos
bioativos podem ter aprecidvel impacto na prevencdo e terapia das infec¢des. Contudo, hd a
necessidade de se estudar mais detalhadamente a influéncia do agente siliconado isolado ou
quando adicionado juntamente com um tensoativo na liberacdo dos compostos bioativos.
Além do mais, a viscosidade do alginato também deve ser levada em conta para a obtencao de
materiais mais homogéneos e com melhor dispersdo do agente siliconado. Assim, no presente
trabalho propds-se analisar o potencial uso de membranas flexiveis densas e porosas de
quitosana-alginato contendo os agentes bioativos descritos como curativos de liberacdo

controlada de farmacos para a terapia de lesdes dérmicas.

Membranas de quitosana-alginato sdo altamente estdveis quando submetidas aos
métodos de incorporagdo por adi¢ao direta a mistura, por impregnacao em solucdo contendo o
agente ativo solubilizado (Bueno, 2015; Souza et al., 2016) e mediada por CO, supercritico
(Bueno et al., 2016). Desta forma, a partir do conhecimento das caracteristicas moleculares de
timol, betacaroteno e extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot, pretendeu-se
selecionar a melhor metodologia de incorporagdo para cada composto bioativo e avaliar quais

formulacdes seriam as mais apropriadas para o tratamento de lesdes de pele.

De posse dessas informacdes e com base em ensaios bioldgicos preliminares, seria

possivel estabelecer a forma recomendada de utilizacdo clinica dos dispositivos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiais

Para a producdo das membranas, utilizou-se quitosana com grau de desacetilagdo de
96% (c6digo do produto C3646, lote 109K0043V e massa molar 1,26 x 10° g/mol da Sigma-
Aldrich), alginato de sédio de baixa viscosidade (c6digo do produto A0682, lote 081M 1093V
e massa molar 2,49 x 10* g/mol) e de média viscosidade (cédigo do produto A2033, lote
058K0126 e massa molar 9,11 x 10* g/mol), ambos obtidos de algas marrons do tipo
Macrocystis  pyrifera (Sigma-Aldrich), Silpuran® 2130 A/B (Wacker Chemie AG),
Kolliphor® P188 (lote SLBL0262V, Sigma-Aldrich,), sabonete liquido neutro (Granado),
acido acético glacial, cloreto de célcio dihidratado e hidréxido de sédio (Merck). Os agentes
bioativos utilizados foram timol (cédigo do produto T0501, lote SLBB4066V, Sigma-
Aldrich,), betacaroteno (cédigo do produto 22040, lote BCBG5235V, Sigma-Aldrich), e
extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot produzido na Divisdo de Quimica de
Produtos Naturais do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA) da UNICAMP e gentilmente doado pela Prof®. Dr”. Mary Ann Foglio da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNICAMP. A dgua utilizada foi destilada e deionizada em

sistema Milli-Q® da Millipore.

3.2. Preparacao das membranas flexiveis, densas e porosas de quitosana-alginato

A preparagdo das membranas flexiveis densas e porosas de quitosana-alginato contendo
ou ndo timol, betacaroteno e o extrato padronizado de Arrabidae chica Verlot foi realizada de
acordo com os procedimentos propostos por Rodrigues et al. (2008), Bueno e Moraes (2010)

e adaptados por Pires (2013).

Para a obtencdo das membranas, 180 mL de solucdo de quitosana a 1% (m/v) em 4cido
acético a 2% (m/v) foram adicionados, com auxilio de uma bomba peristaltica (modelo
Minipuls 3, Gilson), a 360 mL de solucdo de alginato 0,5% (m/v) em um reator de ago
inoxiddvel encamisado com didmetro interno de 10 cm e altura de 20 cm. A mistura das
solugdes foi feita a uma vazdo de 200 mL/h, sendo o sistema mantido a 25 °C utilizando-se
um banho ultratermostitico (214 M2, Quimis) e sob agitacdo constante de 500 rpm
empregando-se um agitador mecanico (251 D, Quimis) provido de uma hélice do tipo pas

inclinadas de raio 2,1 cm. Ao término da mistura entre as solugdes, a taxa de agitacdo foi
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aumentada para 1000 rpm e a mistura foi agitada por mais 10 minutos. A seguir, adicionou-se
solucdo aquosa de NaOH a 2 M (cerca de 26 mL) para elevar o pH a aproximadamente 7,0,
mantendo-se a agitacdo do sistema por mais 10 minutos. Apds esta etapa, para as membranas
flexiveis, foram adicionados de 36 a 720 uL de Silpuran® 2130 A/B a mistura, equivalendo a
razdes de 0,01 a 0,20 g de polimero sintético por grama de polissacarideos. Em seguida, para
reticulagdo primdria do complexo polieletrdlito, foram adicionados 7,2 mL de solug¢do de
CaCl; a 2% e a mistura permaneceu sob agitacdo por mais 10 minutos. O sistema utilizado

para a producao do complexo polimérico encontra-se ilustrado na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Sistema de produ¢do do complexo polimérico.

A mistura obtida foi desaerada em bomba véacuo (Q-355B2, Quimis) por 120 minutos.
Em seguida o material resultante foi dividido igualmente em termos mdssicos em quatro
placas de Petri de poliestireno de 15 cm de didmetro e levada a estufa com circulagdo de ar

(modelo 410D, Nova Etica) para secagem por 20 horas a 37 °C.

Apo6s a secagem, cada membrana foi imersa por 30 minutos em 150 mL de CaCl, a 2%,
para reticulagdo secundéria do PEC, sendo realizada em seguida a lavagem dos dispositivos
por meio de duas imersdes por 30 minutos, em 200 mL de 4dgua deionizada. A secagem final

foi realizada a temperatura ambiente.

Para as membranas porosas, foram adicionados 0,1 g do tensoativo Kolliphor® P188
por grama de polissacarideo a solucdo de alginato, o que equivale a adicdo de 0,4 g (Bueno,

2015), nao tendo sido realizada, neste caso, a etapa de desaeragdo, pois visava-se justamente a
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obtenc¢do de material poroso. As etapas restantes seguiram conforme ja descrito.

3.3. Incorporacio de compostos bioativos

A incorporagdo de compostos bioativos em matrizes poliméricas foi realizada por trés
metodologias: por adi¢do direta a mistura polimérica durante a produ¢cdo das membranas, por
imersdao do filme seco em uma solu¢do contendo o composto bioativo dissolvido e por
impregnacao mediada por CO, supercritico. Estas trés formas de incorporagdo sdo descritas a

seguir:

3.3.1. Incorporagdo por adicao direta a mistura polimérica

A incorporagdo durante o processamento das membranas foi realizada imediatamente
apos a etapa de reticulacdo primdria do PEC, através da adi¢do dos compostos, dissolvidos ou
ndo em etanol, nas concentracdes mostradas na Tabela 3.1, sob agitacdo constante a 1000 rpm

por 2 minutos. As etapas seguintes de secagem e lavagem foram realizadas normalmente.

Tabela 3.1 — Concentracdes utilizadas durante a incorporagado por adi¢ao direta dos compostos

bioativos.
Massa total do | Relacao entre a massa de Volume de
Composto bioativo composto bioativo | agente bioativo e a soma etanol para
adicionado (mg) | das massasde Q e A (%) | dissolucido (mL)

Timol 360 10,00 1,0
Betacaroteno 3,04 0,08 1,0

120 3,33
Extrato de 240 6,66 1.0
Arrabidae chica Verlot 360 10,00 ’

480 13,33

3.3.2. Incorporagdo por impregnagdo em solucao

Este ensaio foi realizado somente na primeira etapa do trabalho, que compreendeu a
preparagdo das membranas com alginato de baixa viscosidade contendo os compostos naturais

timol e betacaroteno.

Membranas secas (2 cm x 2 cm) foram imersas em 5 mL de solugdo etandlica contendo

os compostos bioativos dissolvidos a uma concentracdo de 2,1 mg/mL e 4,32 x 10 mg/mL
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para timol e betacaroteno, respectivamente. O procedimento foi realizado a uma agitacao de

100 rpm, a 37°C e por 24 h.

3.3.3. Impregnagdo de timol e betacaroteno mediada por CO, supercritico

A incorporacdo por deposicdo com CO, supercritico foi realizada em membranas secas
com dimensdes de 1 cm x 1 cm, de acordo com o método proposto por Braga et al. (2008) e
Costa et al. (2010). Os compostos bioativos timol e betacaroteno foram solubilizados por uma
mistura de CO, supercritico e 1,3% (v/v) de etanol como co-solvente. A etapa de
solubilizacio e a deposi¢do dos compostos ocorreram no interior de uma célula de
impregnacdo a 250 bar e 50 °C por 14 h. Apds este periodo, o sistema foi despressurizado a 5
e 10 bar/min. Foram utilizados 10% do limite de solubilidade de timol (63 mg) e a
solubilidade médxima de betacaroteno (0,13 mg) em CO, supercritico, o que equivale a 2,1
mg/mL e 4,32 x 10” mg/mL, respectivamente. A quantidade estabelecida para cada farmaco
na forma soélida foi colocada no fundo da célula, e a homogeneizacdo da mistura contendo
CO,, etanol e farmacos durante o processo de impregnacdo foi realizada com auxilio de

agitacdo magnética a 800 rpm.

3.4. Caracterizaciao das membranas

As membranas foram caracterizadas fundamentalmente de acordo com os
procedimentos descritos por Rodrigues et al. (2008), Bueno e Moraes (2010) e Girata (2011).
Anteriormente as caracterizacdes, as amostras foram armazenadas por pelo menos 24 horas
em dessecador contendo silica-gel ativada. As metodologias empregadas sdo descritas a

seguir.

3.4.1. Aspecto das membranas

As membranas foram inspecionadas quanto ao aspecto visual a olho nu, registrando-se

os resultados através de fotografias digitais em camera Nikon (modelo COOLPIX S3300).

3.4.2. Espessura das membranas

O valor da espessura das membranas foi determinado pela utilizagdo de micrometro
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digital IP54 (Mitutoyo, model MDC-25S), através de medi¢des em dez diferentes pontos ao
longo da extensdo da membrana, sendo o resultado final expresso pela média dos dados

coletados.

3.4.3. Morfologia da superficie e da seccdo transversal

A morfologia da superficie e da seccdo transversal das membranas foi analisada usando
um microscépio eletronico de varredura (modelo Leo 440i, Leica). Amostras de 2 cm x 1 cm
foram fixadas em um suporte adequado e metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620) através

da deposicdo de uma fina camada de ouro (92 A) em suas superficies.

3.4.4. Espectroscopia de energia dispersiva de Raio-X (EDS)

Andlises de EDS foram realizadas a fim de detectar a presenca de silicio proveniente do
Silpuran® 2130 A/B nas amostras. A andlise foi realizada em microscépio eletronico de

varredura modelo LEO 440, Leica.

3.4.5. Andlise por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-

ATR)

A caracterizag@o de amostras de 2 cm x 1 cm por FTIR em modo ATR foi realizada em
espectrofotometro FTIR 4200 da marca Jasco. A varredura de absorcdo foi realizada de 4000
a 500 cm'l, com resolucdo de 4 cm™ e 128 varreduras acumuladas, sendo o0s ensaios
realizados em triplicata. Com esta andlise teve-se por meta avaliar a presenca dos grupos

funcionais de cada composto presente nas membranas.

3.4.6. Deteccdo de grupamentos amina e carboxilico livres

A deteccdo de grupamentos amina provenientes da quitosana e carboxilico do alginato
ndo ligados entre si foi realizada de forma indireta e com auxilio dos corantes de carga
elétrica oposta, azul de metileno (carga positiva) e rosa de bengala (carga negativa), conforme
proposto por Herndndez-Montelongo et al. (2016). As estruturas quimicas dos corantes sao

mostradas na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Estruturas quimicas do azul de metileno (A) e rosa de bengala (B).

A B
H3C\N S L N/CHg
CHs * 3H,0 CHj

As amostras (4 cm x 4 cm) forma imersas em solucdes aquosas de azul de metileno
(0,001 M, pH 7,0) ou de rosa de bengala (0,001 M, pH 5,5) por 15 minutos. Posteriormente,
as formulagdes foram lavadas com dgua Milli-Q® por trés vezes consecutivas em tempos de 2,
1 e 1 minuto. Para a etapa de lavagem, o pH da 4gua deionizada foi ajustado para 7,0 e 5,5
para as membranas expostas a azul de metileno e rosa de bengala, respectivamente. As
amostras foram secas com N, e analisadas em espectrofotometro UV-Visivel (DU640,
Beckman) a fim de detectar as absorbancias relativas ao azul de metileno (620 nm) e rosa de

bengala (560 nm).

3.4.7. Capacidade de absorcao e estabilidade em solucies aquosas

O grau de intumescimento das membranas secas foi analisado em 4gua, solu¢io aquosa
de NaCl (8,298 g/L) e CaCl, (0,368 g/L), tampao fosfato salino (PBS) e solucdo salina (SS).
Amostras secas com dimensdes iguais a 6 cm x 1 cm com massa inicial conhecida (M,) foram
imersas em 10 mL das referidas solu¢des por 30 minutos e 24 horas a 37 °C. Apds este
periodo as amostras foram novamente pesadas para a determinagdo das massas finais imidas

(M,). O grau de intumescimento (S) de cada solucao foi calculado através da Equacgao 1:

M (Equagao 1)

A estabilidade das membranas também foi avaliada por imersdo de amostras de mesmas

dimensdes previamente pesadas (M,) em 10 mL das referidas solugdes por sete dias a 37 °C.
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Posteriormente, as amostras foram secas em estufa até atingirem massa constante (My). Ao
final deste periodo, a estabilidade das membranas foi avaliada em fun¢do de sua perda de

massa (L) por meio da Equagao 2:

L=—2—"7 4100 (Equagdo 2)
M

3.4.8. Estabilidade em condigcdo de banho simulado de paciente

Como ndo se localizou na literatura uma norma especifica para analise da estabilidade
de curativos permanentes para lesdes de pele, estabeleceu-se um procedimento para tal,

apresentado a seguir.

Para esta andlise, considerou-se que uma pessoa com drea corporal de 2 m” toma um
banho por dia e despende cerca de 10 a 30 min utilizando chuveiro elétrico convencional
(Ayres et al., 2012; Rossi et al., 2010). O consumo médio de dgua é de 4 L/min (Martin,
2009) em um banho a uma temperatura de 36 a 39 °C (Rossi et al., 2010), condi¢@o esta usada
a fim de melhorar a circulacdo sanguinea na drea lesionada. Neste trabalho, foi selecionada a
temperatura de 37 °C, supondo-se ainda um gasto de 10 mL de sabonete liquido neutro por

banho.

Corpos de prova de dimensdes 2 cm x 2 cm foram inicialmente armazenados em
dessecador por 24 horas e pesados em balanca analitica para a determinac¢do de sua massa
inicial (M,). Em seguida, as amostras foram imersas em 40 mL de uma solu¢do aquosa de
sabonete neutro preparada na propor¢ao de 1/2000 (v/v), e deixadas em estufa a 37 °C e 40
rpm durante 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram lavadas com 40 mL de 4gua
corrente deionizada e secas a 37°C. Apds 7 dias consecutivos de ensaio, com repeticdo do
mesmo procedimento a cada 24 h, as amostras secas foram armazenadas novamente em
dessecador por 24 horas e pesadas para determinagdo da massa final (M;). A estabilidade das

membranas foi determinada também através da Equacgao 2.

3.4.9. Sorcdo de vapor d’dgua

A sorcdo de vapor d’dgua foi avaliada gravimetricamente, medindo-se o aumento

paulatino de massa de amostras contidas em um ambiente com umidade relativa de 90% a
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32°C. Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando-se células de vidro com vedacao de
borracha que continham solucdo aquosa saturada de cloreto de potdssio ao fundo. Dentro de
cada célula foram dispostos frascos de vidro de 10 mL sem tampa que continham no seu
interior as amostras de membranas de dimensdes 1 cm x 1 cm. A massa de cada frasco foi
medida ao longo do tempo até completar 24 horas de ensaio. Previamente aos ensaios, as
amostras foram expostas a 37 °C em estufa por 48 horas e armazenadas por 24 horas em silica

gel.

A capacidade de sor¢do de vapor (VS) foi calculada de acordo com a Equagao 3:

VS = Txl 00 (Equagdo 3)

onde M, é a massa da amostra no tempo ¢ e M, € a massa inicial da amostra.

3.4.10. Transmissdo de vapor d’agua

A transmissdo de vapor d’agua foi analisada com base na norma ASTM E96-90D
(2010), avaliando-se a quantidade de dgua evaporada através da amostra por meio de medidas
da perda de massa. Células de permeabilidade foram preenchidas com 2 mL de &4gua
deionizada e a amostra foi fixada no topo do frasco com auxilio de tampa rosqueével e o-ring
de borracha, a qual continha uma abertura circular central de 6,362 x 10 cm?. Os frascos
foram pesados e colocados em um dessecador de vidro com vedacgdo de borracha que continha
ao fundo solugdo aquosa saturada de cloreto de litio a 32 °C a fim de se equilibrar a umidade
relativa (RH) a cerca de 20%. A massa de cada frasco foi medida ao longo do tempo até
completar 24 horas de ensaio. Previamente aos ensaios, as amostras foram expostas a 37 °C
em estufa por 48 horas e, posteriormente, as amostras foram armazenadas por 24 horas em

silica gel.

Os valores de transmissdo das amostras ao vapor d'dgua (WVT) foram calculados

utilizando-se a Equacgdo 4:

WVT = i—m (Equacao 4)

e

onde 4Am € a diferenca entre a massa inicial e final das células e A, é a drea de contato da
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membrana com 0 meio.

3.4.11. Angulo de contato

As medidas de angulo de contato foram realizadas imediatamente apds a deposicdo da
gota de dgua sobre a superficie do filme. Esta caracterizagdo foi feita no equipamento OCA20
da marca Dataphysics. Devido a estrutura irregular da superficie das amostras, as mesmas

foram fixadas sobre uma fita adesiva a fim de melhor ajustar sua superficie.

3.4.12. Propriedades mecdnicas

As propriedades mecénicas das membranas foram avaliadas com base no método
ASTM D-882-95a. Utilizando dez replicatas para cada tipo de membrana, amostras de 8 cm x
2,5 cm com espessura conhecida foram fixadas em garras de 5 cm de um texturdmetro
(modelo TA.XT2, Stable Micro System SMD, Inglaterra), operando com velocidade de
afastamento de 1 cm/s. A resisténcia a tracdo (TR) e a porcentagem de alongamento (E) na

ruptura foram calculadas através das Equagdes 5 e 6, respectivamente:

F
TR =—" (Equacgdo 5)
A
d -d ~
E=—"i,]00 (Equacao 6)
d

i
onde F,, é a forca mdxima de ruptura, A, € a drea da secdo transversal inicial da amostra, d; é o
afastamento inicial das garras do equipamento (5 cm) e d, € o afastamento das garras no
momento da ruptura.

Para o cdlculo de Médulo de Young, foi utilizado o software Origin 6.1, fazendo-se o
ajuste matemadtico dos dados da regido linear no inicio da curva de tensdo versus

alongamento, sendo o Mddulo de Young o coeficiente linear.

3.4.13. Potencial hemolitico

A avaliacdo da capacidade hemolitica foi realizada de acordo com a norma

ASTM F 756 00 (2000). Segundo a norma, a propor¢do a ser utilizada é de 3 cm’ de
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superficie de amostra por mililitro de solu¢do de solucdo sanguinea comercial (sangue
proveniente de coelho diluido em tampao fosfato salino, com concentragdao de 10 mg/mL de
hemoglobina — Probiologica, Empresa de Produtos Bioldgicos, Lisboa, Portugal). Desta
forma, 21 amostras de 1 cm x 1 cm de cada formulacdo foram imersas em 7 mL de solugao
sanguinea, em um tubo Falcon de 15 mL, por 3 h a 37 °C. Apds o periodo de incubagdo, os
tubos foram centrifugados a 2200 rpm por 20 min e 1 mL do sobrenadante foi retirado a fim
de quantificar a hemoglobina presente através da medida da densidade ética (DO) a 540 nm.
O controle positivo consistiu em sangue diluido em 4gua e o controle negativo, de sangue
diluido em tampao fosfato salino. O indice hemolitico foi determinado através da Equagdo 7 e

os materiais foram classificados de acordo com a Tabela 3.2.

(DO

amostra

-DO )
contr()lene eatvo
8 x 100

-DO

controlenegativo

Indice hemolitico =

(Equacao 7)

controle positivo

Tabela 3.2: Classifica¢do dos materiais conforme o indice hemolitico.

Indice hemolitico (%) Classificagdo
0-2 Nao hemolitico
2-5 Levemente hemolitico
>5 Hemolitico

3.4.14. Capacidade trombogénica

A trombogenicidade das membranas foi avaliada segundo o método gravimétrico de
formacao de trombos (Imai e Nose, 1972). Amostras de 3 cm x 3 cm foram dispostas em
placas de Petri de vidro e 250 pL sangue de coelho fresco contendo anticoagulante ACD
(citrato de acido dextrose; Probioldgica, Portugal) foram adicionados sobre as mesmas. O
processo de coagulacdo foi iniciado pela adi¢ao de 25 uLL CaCl, a 0,10 M sobre as placas, que
foram posteriormente incubadas a 37°C por 30 min. Apés este periodo, foi adicionado 1 mL
de formaldeido aos codgulos e os mesmos foram secos a 37°C até atingir peso constante. O
controle positivo consistiu em sangue com CaCl, sobre a placa de Petri e o controle negativo,
somente de CaCl, sobre a placa de Petri. A porcentagem da capacidade trombogénica dos

materiais foi calculada através da Equacao 8.
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(massa -massa )
amostra controlenegativo
- o 4 x 100

Trombogenicidade (%) = (Equacao 8)

-massa

controlenegativo

(massa

controle positivo

3.4.15. Eficiéncia de incorporagdo dos agentes bioativos

Para mensurar a eficiéncia de incorporagao (€), foram utilizados métodos baseados em

espectrofotometria no UV-VIS.

Para a metodologia de incorporagdo por adicdo direta dos agentes bioativos a mistura
polimérica, foram analisados os extratos das amostras obtidos durante as etapas de reticulagdo
secundéria em solucdo de CaCl, e de lavagens com 4gua, a fim de determinar a massa de
farmaco liberado nessas operacdes (Myiperadqa). Para o timol, o betacaroteno e o extrato de
Arrabidaea chica Verlot a andlise foi realizada em espectrofotometro UV-Visivel (DU640,

Beckman) a 274 nm, 450 nm, 470 nm respectivamente.

A eficiéncia de incorporac¢do (€) foi calculada utilizando-se a Equacao 9.

e = m[n[cial B mliberada x100 (Equagﬁo 9)
m

inicial

As eficiéncias de incorporacdo das membranas as quais os compostos bioativos foram
adicionados através da imersdo em solucdo e por mediacdo de CO, supercritico foram
estimadas através da comparacdo entre a relacdo maéssica final e inicial do composto bioativo
apo6s 48 h de contato dos filmes incorporados com solucdo etandlica para a extragdo do timol

e do betacaroteno.

3.4.16. Anadlise da extracdo dos agentes bioativos incorporados nas membranas

Os procedimentos de extracdo diferiram para cada composto bioativo incorporado em
funcdo do tamanho das amostras disponiveis, de sua solubilidade e da sensibilidade de
detec¢do por espectrofotometria de absor¢cdo de luz (espectrofotdometro UV-Vis, DU640,

Beckman).
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Para avaliar a extracdo de timol e betacaroteno das membranas, foram cortados e
pesados corpos de prova com dimensdes de 1 x 1 cm? para formulagdes submetidas a
incorporacdo mediada por CO, supercritico, por impregnacdo em solucdo e adi¢do direta,
respectivamente. As amostras foram imersas em volume de 3 mL de etanol de grau analitico
(pureza superior a 99,5%) e mantidas em estufa por até 48 horas a 37 °C e 100 rpm.
Periodicamente, 1 mL das solu¢des em que as amostras estavam imersas foram retiradas e
suas absorbancias foram analisadas a 274 e 450 nm para o timol e o betacaroteno,
respectivamente. Em seguida, as fracdes de liquido coletadas foram retornadas aos frascos

contendo as membranas.

Procedimento similar foi realizado para as amostras contendo o extrato padronizado de
Arrabidaea chica Verlot, sendo os corpos de prova (de 2 cm x 2 cm) previamente pesados e
imersos em uma mistura de 8 mL de PBS com 2 mL de etanol. Periodicamente, 1 mL da
solugdo em que as amostras estavam imersas foi retirado para andlise da absorbancia a 470

nm e, posteriormente, devolvido ao frasco.

Em todos os casos foram utilizadas curvas analiticas preparadas com os compostos
bioativos dissolvidos nas solucdes pertinentes (etanol, no caso de timol e betacaroteno e
solucdo de PBS contendo 20% de etanol para o extrato de A. chica). Para o caso do extrato de
A. chica, considerou-se como composto de referéncia a carajurina, a qual apresenta

comprimento de onda de méxima absor¢do de 470 nm.

3.4.17. Determinagcdo do mecanismo de liberacao

Para determinar o mecanismo de liberacdo da Arrabidaea chica Verlot nas membranas
de quitosana-alginato, foi utilizado o modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas
(Korsmeyer, Gurny, Doelker, Buri, & Peppas, 1983) ajustado aos dados de cinética de

liberag@o, o qual € representado pela Equacdo 10, abaixo,

M, - (Equagao 10)

na qual M, refere-se a quantidade absoluta de farmaco liberado no tempo ¢, M, € a quantidade
total de farmaco liberado no tempo infinito, o qual corresponde a quantidade total mdxima de

farmaco para que se atinja o equilibrio (platd), e k é a constante cinética, ou seja, é a constante
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de difusdo que depende do sistema A. chica/polimero e do meio. Assim, quando o modelo de
Korsmeyer-Peppas € aplicado a filmes finos (Glisoni et al., 2013; Chime et al, 2013;
Hernandez-Montelongo et al., 2014), o expoente difusional n € utilizado para interpretar e
caracterizar o mecanismo de libera¢do. Quando n é menor ou igual a 0,5, a liberagdo ¢é
considerada difusdo Fickiana, onde a penetracio do solvente € o passo limitante da
velocidade. Quando n estd entre 0,5 e 1,0, a liberacdao ¢ denominada ndo Fickiana, uma vez
que o transporte do fairmaco é controlado pelo relaxamento das cadeias poliméricas, sendo

caracterizado por mecanismos de difusdo e erosdo simultaneamente. J4 no caso de n igual a 1,

a liberacdo € considerada de ordem zero e a taxa de liberacdo € independente do tempo.

Ressalta-se que a Equacdo 10 € util para uma andlise generalizada dos dados de
liberacdo, assim pode ser utilizada somente para 60% do farmaco liberado na condi¢do de
equilibrio (Lucht e Peppas, 1987), uma vez que, acima disto, hd mistura das causas de

liberacdo, o que dificulta a determina¢@o do mecanismos de liberagdo dominante.

3.4.18. Capacidade antimicrobiana das membranas

A atividade antimicrobiana das membranas consideradas mais promissoras foi avaliada
contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC
6538) pelo teste de difusao em &4gar, conforme método descrito por Pires et al. (2008). As
linhagens foram adquiridas através da Colecdo de Culturas Tropical da Fundacdo André

Tosello, Campinas, SP.

Apos diluicdes seriadas, a partir da cultura inicial contendo 0,1 mL das suspensoes
contendo 10° UFC/mL, as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus foram
inoculados em 50 mL do meio de cultura Miieller-Hinton (Difco). Amostras de membranas de
1 cm de diametro foram colocadas sobre a superficie de uma placa de Petri de 9 cm de
didmetro contendo o meio inoculado e o material foi incubado a 35 °C por 24 a 48 h. Apos
este periodo, foi determinado o halo de inibi¢do através da medida do diametro de area mais

clara formado ao redor do filme. Toda a andlise foi realizada em triplicata.

3.4.19. Citotoxicidade indireta com MTT

A citotoxicidade indireta das membranas consideradas mais promissoras foi realizada

utilizando culturas de células da linhagem Vero através do teste de atividade mitocondrial
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pelo método de reducio do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina), o qual € clivado somente por células vivas e metabolicamente ativas. A técnica
consiste na quantificacio da conversio do MTT, o qual forma um precipitado azul, o
formazan, detectdvel espectrofotometricamente a 620 nm. O meio de cultura utilizado é o
meio de cultura RPMI-1640 suplementado com L-glutamina (0,3g/L), D-glicose(2,0g/L),
NaHCOs (2,0g/L), penicilina (10.000 UI/L), estreptomicina (0,05g/L), Hepes (5,958g/L) e
soro fetal bovino (SFB) 10%).

Inicialmente, extratos das membranas foram obtidos apds a manuten¢do das mesmas
em meio de cultura RPMI suplementado durante 48 horas em estufa a 37° C a 5% de CO,. A
concentracdo recomendada pela ISO 10993-5E (1992) é de 0,2 g de material seco por mililitro
de meio de cultivo, no entanto, como as membranas produzidas apresentam moderada
absor¢do de meio, foi utilizada uma concentracido quatro vezes menor do que a recomendada,
ou seja, 0,05g de material seco por mililitro de meio. Foram utilizados como controles
positivo e negativo extratos de fragmentos de latex de luvas cirdrgicas e o meio de cultura

RPMI suplementado, respectivamente.

Aliquotas de 100 pL de uma suspensio contendo 1x10° células/mL de meio RPMI-
1640 suplementado foram transferidas para cada poco de uma placa de fundo chato de 96
pocos e mantidas por 24 horas em estufa a 37° C a 5% de CO,. Apéds este periodo, e
observada a formacdo de uma monocamada celular, os sobrenadantes foram retirados e
substituidos por 100 pL dos extratos das membranas, e a placa foi conservada novamente em
estufa a 37° C a 5% de CO, por 24 horas. Os extratos foram entéo removidos e cada pogo foi
lavado duas vezes com 100 pL de tampdo PBS/EDTA. Apos estas lavagens, foram
adicionados, em cada poco, 100 pL. de RPMI suplementado, etapa esta seguida da adicao de
10 pL de uma solucdo de MTT a 5 mg/mL de tampao PBS/EDTA. Apds quatro horas de
incubacdo em estufa a 37°C, foram adicionados, em cada poco, 100 pL de solugdo de
dodecilsulfato de sédio (SDS) a 100g/L dissolvido em uma solucdo de dimetil sulféxido
(DMSO) contendo 0,6% de acido acético. As amostras foram entdo homogeneizadas e as
culturas retornaram para incubagdo a 37 °C por uma hora. Decorrido este periodo, as amostras
foram levadas para determinacdo de sua absorbancia a 550 nm em espectrofotometro ELISA

(Thermo Scientific, MultisKan FC, Finlandia).
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3.4.20. Anadlise estatistica

O software Statistica 7° foi utilizado para analisar as diferencas estatisticas
significativas dos resultados numéricos referentes as propriedades das membranas,
empregando-se o teste de comparacdo de Tukey com nivel de significancia de 5%. Os
resultados foram expressos em termos de média dos dados a partir de, pelo menos, trés

andlises independentes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos, em sequéncia, os resultados referentes a
producdo de membranas de quitosana complexada com alginato de baixa viscosidade e com
incorporacdo de diferentes concentragdes do agente siliconado Silpuran® 2130 A/B. Em
seguida sdo mostrados os resultados da incorporagdo de timol e betacaroteno por adi¢do direta
a mistura polimérica, por impregnacdo em solucdo e mediada por CO, supercritico na
formulacdo que atingiu o melhor desempenho global nas caracterizagdes. A seguir sdo
apresentados os resultados das andlises obtidas com membranas produzidas com alginato de
média viscosidade contendo ou ndo Silpuran® 2130 A/B e o agente porogénico Kolliphor®
P188. Por fim, sdo apresentados os resultados dos ensaios com incorpora¢do do extrato
padronizado de Arrabidaea chica Verlot e de testes bioldgicos realizados em cardter

preliminar.

4.1. Membranas de quitosana complexada com alginato de baixa viscosidade preparadas

com diferentes concentracdes de Silpuran® 2130 A/B

No trabalho anterior de Pires (2013), foram produzidas membranas de quitosana-
alginato contendo 0,1 g do polidimetilsiloxano (PDMS) biocompativel Silpuran® 2130 A/B
por grama de polissacarideo. O desenvolvimento deste compdsito resultou em membranas
flexiveis, com adequada resisténcia a tensdo na ruptura, alta estabilidade na presenca de
fluidos fisiolégicos e moderada absorcdo dos mesmos. No entanto, devido a viscosidade
relativamente elevada do alginato, foi notada baixa dispersao do polimero sintético no PEC de

polissacarideos.

Desta forma, nesta etapa do presente trabalho, levantou-se a hipétese de que a utilizagdo
de alginato com viscosidade reduzida poderia contribuir para a melhoria da dispersiao do
polidimetilsiloxano (PDMS) no PEC. Além do mais, foi também investigada a influéncia de
diferentes propor¢des de Silpuran®2130 A/B (S) nas caracteristicas das membranas de
quitosana-alginato (QA) e a formulacdo que apresentou o melhor desempenho quanto as
caracterizacoes efetuadas foi selecionada para a incorporacdo dos compostos naturais timol
(T) e betacaroteno (B). Ndo ha relatos sobre o estudo do efeito de diferentes concentragdes de

um composto siliconado em membranas de quitosana-alginato.
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As formulagdes contendo as seis diferentes propor¢des de S sdo descritas como QA
(para amostras livres de S), QAS1 (para formulacdes preparadas na razao de 0,01 g de S por
grama de polissacarideos) e assim por diante para o restante das proporcdes (QASS, QAS10,
QAS15 e QAS20). Na Figura 4.1 sdo apresentadas as caracterizacdes realizadas desses

materiais na forma de diagrama.

Figura 4.1 — Diagrama referente as caracterizacdes das membranas quitosana complexada
com alginato de baixa viscosidade preparadas com diferentes concentracdes de Silpuran®

2130 A/B.

Aspecto e Morfologia

Mapeamento de silicio

Espessura das amostras

Absorc¢ao de fluidos fisiologicos

Estabilidade em fluidos e em condi¢cbes de simulagao de banho

Propriedades mecanicas

4.1.1. Aspecto e morfologia das membranas

Na Figura 4.2 sdao mostrados os aspectos tipicos das membranas de quitosana e
alginato de baixa viscosidade preparadas na auséncia ou presenca de 0,01 a 0,15 g do gel de
silicone Silpuran® 2130 A/B por grama de polissacarideo (QAS1 a QASI15). As amostras
caracterizaram-se por superficie homogénea, com exce¢do da formulacdo QAS20 que se
mostrou inapropriada quanto a coesdo estrutural da matriz polimérica apds a etapa de secagem
(Figura 4.3). Devido a baixa miscibilidade do agente siliconado frente ao PEC de
polissacarideos, pode-se supor que ocorreu significativa separacao de fases, dificultando a
formacdo de uma estrutura continua na membrana. Desta forma, as membranas contendo

0,20 g/g de PDMS nao mais foram averiguadas no decorrer deste trabalho.
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Figura 4.2 — Caracteristica visual (mostrada na primeira coluna a esquerda) e da morfologia
da superficie (coluna do meio) e da sec¢do transversal (coluna a direita) das membranas de
quitosana-alginato preparadas na auséncia ou presenca de diferentes propor¢des de Silpuran®
2130 A/B.

A fim de avaliar morfologicamente as membranas produzidas, foi realizada a
microscopia eletronica de varredura, tanto da superficie quanto da seccdo transversal dos
dispositivos. Os resultados obtidos também sdo mostrados na Figura 4.2. Nota-se que a

formulacdo livre do agente siliconado (QA, Figuras 4.2A e 4.2B) apresentou aspecto liso,
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homogéneo e com estrutura lamelar caracteristica de membranas polissacaridicas (Bueno e
Moraes, 2011, Bellini et al., 2012; Veiga e Moraes, 2012; Pires e Moraes, 2015). Para as
amostras contendo Silpuran® 2130 A/B, observa-se a presenca goticulas dispersas na
superficie das formulagdes e um aumento de sua quantidade em maiores concentra¢des do
PDMS. Segundo Estarlich et al. (2011) e Pires e Moraes (2015) a presenca de goticulas pode
ser resultado tanto da maior viscosidade do agente siliconado quanto da presenca de grupos
hidrofébicos em sua estrutura, o que dificulta sua dispersdo na suspensao do complexo de

polieletrélitos.

Figura 4.3 — Aspecto visual da membrana de quitosana-alginato contendo 0,20 g/g de PDMS.

A utilizacao de alginato de baixa viscosidade melhorou, moderadamente, a dispersdo do
PDMS nos filmes quando comparados aos flexiveis preparados por Pires € Moraes (2015), os
quais foram produzidos com alginato de maior massa molar (4 x 10* g/mol). Pela Figura 4.2 é
possivel observar que as goticulas obtidas para os dispositivos produzidos com alginato de
baixa viscosidade apresentaram didmetro em torno de, aproximadamente, 10 e 60 um. Em
contraste, as formulacdes obtidas por Pires e Moraes (2015) exibiram diametro das goticulas

entre 30 e 120 pm.

A melhoria de dispersio do PDMS na matriz de quitosana-alginato foi também

investigada por meio de mapeamento de silicio nos dispositivos, conforme descrito a seguir.

4.1.2. Mapeamento de silicio nas membranas

O mapeamento do silicio proveniente do agente siliconado foi analisado através de
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espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) a fim de avaliar a presenca e
distribuicao, de forma indireta, deste polimero na estrutura das membranas. Nas Figuras 4.4 e
4.5 sdo mostrados os espectros tipicos obtidos e a distribuicdo de silicio nas membranas,

respectivamente.

Figura 4.4 — Espectros do mapeamento de silicio de membranas de quitosana e alginato de

. . . A . . ~ . ®
baixa viscosidade preparadas na auséncia ou presenca de diferentes proporc¢des de Silpuran
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O silicio foi detectado em todas as amostras contendo o PDMS, como esperado. A
utilizacdo de alginato com viscosidade reduzida contribuiu parcialmente, de fato, na dispersdao
do agente siliconado no PEC. Como mencionado anteriormente, houve diminui¢cdo do

diametro das goticulas com aglomeragdo de silicio quando comparado aos dados relatados por
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Pires e Moraes (2015). Nota-se, ainda, o espalhamento regular deste elemento em toda a
superficie do material, sugerindo que, apesar da separacdo de fases advinda da
hidrofobicidade do gel de silicone, 0 mesmo encontra-se disperso por toda a matriz polimérica
de forma bem distribuida, podendo exercer alteracdes significativas nas propriedades das
membranas de quitosana-alginato. Adicionalmente, observa-se que dentro das goticulas ha

aglomerados de silicio.

Figura 4.5 — Mapeamento de silicio (pontos vermelhos) de membranas de quitosana e alginato

de baixa viscosidade preparadas na presenca de diferentes proporcdes de Silpuran® 2130 A/B.

20 pm

20 pm

20 pm

4.1.3. Espessura das amostras secas e hidratadas

A andlise dos resultados obtidos da espessura das membranas com diferentes formulacoes

no seu estado seco e hidratado (Tabela 4.1) mostra aumento significativo nesta propriedade
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para as amostras contendo 0,05 g/g ou mais de Silpuran® 2130 A/B. Isto pode ser relacionado
a maior propor¢cdo das goticulas do gel de silicone na estrutura do material, alcangcando
maiores valores para a formulagdo QASI5 (0,22 e 0,27 mm no estado seco e umido,
respectivamente). As espessuras das amostras hidratadas por 24 horas nao apresentaram

diferencas estatisticamente significativas frente as formulacdes no estado seco.

Tabela 4.1 — Espessura das membranas de quitosana e alginato, contendo ou ndo

Silpuran® 2130 A/B, quando secas ou imidas.

Espessura (mm)

Formulacdo
Amostras secas Amostras umidas
QA 0,11 0,08 ** 0,13 £0,02 %
QAS1 0,10 £0,01 * 0,11 £0,04 ™4
QAS5 0,16 £ 0,01 ** 0,18 £0,07
QAS10 0,16 £ 0,01 ** 0,18 + 0,05 A
QAS15 0,22 +0,01 A 0,27 +£0,01

Mesma letra minusciila na mesma coluna e mesma letra maitiscula na mesma linha indicam que ndo ha
diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confianca 95%).

A técnica de producdo de membranas de quitosana complexada com alginato foi
proposta inicialmente por Yan et al. (2000), que alcancaram valores de espessura de 0,05 mm.
Wang et al. (2001) adaptaram a metodologia de produgdo e encontraram valores por volta de
0,03 mm. Ambos os grupos de pesquisa mencionados utilizaram uma propor¢do massica de
quitosana e alginato de 1:1, partindo de 25 mL de solu¢des de quitosana e alginato a 0,25%
(m/v) e transferiram o complexo polimérico para uma placa de Petri com diametro interno de
8,5 cm para secagem. Assim, nestes casos, a relacao de massa de polissacarideos por drea da
superficie do molde € de 2,20 mg/cm2. Ja Rodrigues et al. (2008), estudando o escalonamento
da producdo destes dispositivos, utilizaram também uma propor¢do madssica de 1:1 dos
polissacarideos, mas produzindo biomateriais com 5,10 mg de polissacarideos por centimetro
quadrado de membrana. Naturalmente, valores de espessura mais elevados foram alcancados

neste caso, entre 0,07 e 0,08 mm.

A metodologia de producio das membranas contendo Silpuran® 2130 A/B foi
estabelecida por Pires e Moraes (2015) que adicionaram 0,1 g do PDMS por grama de

polissacarideos. Neste trabalho, as autoras também utilizaram a proporagdo madssica de



74

quitosana e alginato de 1:1, mas partindo de solu¢des de quitosana (90 mL) a 1% (m/v) e
alginato (180 mL) a 0,5 % (m/v), utilizando como base para secagem uma placa de Petri de
15 cm de diametro interno. Desta forma, a relagdo entre a massa de polissacarideos e a area do
molde era, como a de Rodrigues et al. (2008), 5,10 mg/cmz.As autoras notaram mudancgas
significativas nas propriedades dos materiais quando na presenca do agente siliconado,
observando uma diminuicdo de 78% na espessura, a qual alcangou 0,01 mm, enquanto que a

formulacdo preparada na auséncia do agente siliconado apresentou uma espessura em torno de

0,06 mm.

Nota-se que os valores encontrados no presente trabalho, o qual se baseou na
metodologia descrita por Pires e Moraes (2015), sdao superiores aos relatados na literatura
(alcangando espessura das amostras secas em torno de 0,1 e 0,2 mm). De acordo com Luo e
Wang (2014), as propriedades dos dispositivos podem sofrer alteragdes significativas em
decorréncia de mudancas tanto na forma de processamento quanto nas propriedades das
matérias-primas. Os maiores valores encontrados podem ser devidos a utilizacdo do alginato

de viscosidade reduzida.

Uma das principais propriedades do alginato € sua capacidade de formar solugdo
viscosa em dgua, mesmo em baixas concentra¢des (Masuelli e Illanes, 2014). No entanto, esta
propriedade depende de sua massa molar. O alginato utilizado apresenta viscosidade inferior
(com massa molar de 2,49 x 10* g/mol) aos comumente utilizados, os quais apresentam massa
molar entre 3,2 x 10* e 4,0 x 10° g/mol (Lee and Money, 2012). Segundo a literatura, quanto
mais proxima a massa molar da quitosana estiver da do alginato, mais cristalino e compacto é
o PEC formado, o que auxilia também na melhora da homogeneidade do mesmo (Yan et al.,
2001; Hsu et al., 2004; Honary et al., 2009). A quitosana utilizada apresenta massa molar de
1,26 x 10° g/mol, o que excede em, aproximadamente, 50,6 vezes a massa molar do alginato.
Isto, possivelmente, pode ter influenciado no empacotamento entre as lamelas com
conseqiiente aumento na espessura dos dispositivos. Apesar deste aumento, os valores obtidos
sd0 menores que a espessura da pele, que pode variar entre 0,5 e 2 mm (Ma et al., 2001), o

que auxilia no maior conforto do paciente.

4.1.4. Capacidade de absorcdo de fluidos fisiologicos pelas membranas

Avaliar o intumescimento dos curativos € importante a fim de direciond-los a uma
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aplicacdo especifica. Por exemplo, materiais que absorvem grande quantidade de fluidos sao
considerados apropriados para serem utilizados em feridas altamente exsudativas. Nesta
perspectiva, no presente trabalho analisou-se a influéncia de diferentes propor¢des de
Silpuran® 2130 A/B na capacidade de absorcio de &dgua, PBS e solucdo contendo
simultaneamente NaCl e CaCl,, a qual é comumente empregada para andlise de capacidade de
absor¢do de fluidos por curativos industrializados (Girata, 2011). Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Intumescimento das membranas de quitosana e alginato de baixa viscosidade

contendo ou nio diferentes proporcdes de Silpuran® 2130 A/B.

Absorgdo apos 30 minutos (g/g) Absorgdo apos 24 horas (g/g)
Formulagdo
SAgua Spas SNaCl+cacrz Sdgua SNacl+cacr:
QA 0,96 0,06 ** 3,11 +0,07*® 3,28 +0,02* 1,77+0,30*° 3,69+0,32 "

QASI 1,00 +0,08 ** 2,94 +0,32°® 2,51 +0,19*® 1,72+0,06° 3,28+0,21*®
QAS5 1,00 £0,04** 3,11 0,11 *® 337+0,52*® 1,47 £0,07 " 4,08 £0,24 *®
QAS10 1,08 +0,07* 2,83+0,36" 2,84+0,08*® 1,39+0,01° 3,17+0,05*
QAS15  1,04+0,14* 333+0,05* 3,12+£0,00® 137+0,05 3,15+0,32*

Mesma letra mindscula em uma mesma coluna e mesma letra maitiscula em uma mesma linha indicam que
ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confiangca 95%).

Nota-se que, de maneira geral, ndo houve diferencas significativas para a capacidade de
absorcdo entre as amostras no periodo de 30 minutos. O curto prazo de exposi¢cdo das
formulacdes aos fluidos ndo foi suficiente para possibilitar a absor¢ao de grandes quantidades
de solucdes. No entanto, observa-se maior absor¢cdo de PBS e de solu¢do de NaCl e CaCl, do
que de agua, alcangando-se absor¢cdo média de 3 gramas de solucdo por grama de membrana.
De acordo com Pires (2013), em meios com pH préximo a neutralidade, como PBS (pH 7,3) e
solucdo de NaCl e CaCl, (pH 6,7), as ligacdes idnicas entre a quitosana e o alginato sdo
desfavorecidas em consequéncia da desprotonacdo dos grupamentos amina da quitosana, o
que influencia no empacotamento entre as lamelas, deixando-as mais espacadas e auxiliando

na maior absor¢do de fluidos.

Na andlise de capacidade de absor¢do apds 24 horas de exposicao em fluidos, nota-se

que houve maior absor¢do em dgua quando comparada as formulagdes expostas as solucdes
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salinas de PBS e solu¢dao de NaCl e CaCl, apés 30 min. Contudo, ndo houve diferencas
significativas para as solugdes salinas e, como observado anteriormente, estas solugdes foram
as melhores absorvidas. Observa-se que quanto maior a propor¢do de PDMS, menor o
intumescimento dos filmes em dgua. Pires e Moraes (2015) avaliaram a absorcao de dgua e de
solugdo salina (0,9% NaCl) nas formula¢des contendo 0,1 g de Silpuran® 2130 A/B por grama
de polissacarideo e observaram uma redu¢do média de 35% no intumescimento na presenca
de ambos os fluidos em comparacdo as amostras livres do agente siliconado. Segundo Brook
(2006), os elastomeros de silicone alteram as propriedades fisicas de polimeros e, devido ao
seu cardter hidrofébico, reduzem consideravelmente a absor¢do de solucdes aquosas.
Adicionalmente, como visto anteriormente, O Silpuran® 2130 A/B influencia na maior
compactagdo entre as lamelas o que, consequentemente, diminui 0 acesso para a entrada de

fluidos.

A presenga de diferentes propor¢des de PDMS nas membranas de quitosana-alginato
também nao influenciou substancialmente a capacidade de absorc@o dos filmes em solucdo de
NaCl e CaCl,, os quais apresentaram uma média de cerca de 3,5 g/g. Ainda, quando expostas
a PBS por 24 horas, as formulacdes ndo se mostraram estdveis. Este mesmo comportamento
foi observado por Bierhalz e Moraes (2016), que produziram membranas de quitosana-
alginato utilizando diferentes razdes dos polissacarideos e diferentes viscosidades de alginato.
As autoras observaram que a desestruturacdo das membranas frente a exposi¢do ao PBS
ocorreu quando em maiores propor¢oes de quitosana (3:1), tanto para formulagdes produzidas
com alginato de baixa quanto de média viscosidade. Tal comportamento pode ser decorrente
do efeito quelante dos fons fosfato sobre o célcio. Além do mais, em condi¢des de pH
proximas da neutralidade, como a do PBS, a afinidade do fosfato pelo cédlcio € maior que a do
alginato (Shi et al., 2006). Desta forma, ha uma desestabilizagdo das ligagdes Ca-alginato e,

consequentemente, ruptura da matriz polimérica.

Geralmente, membranas baseadas em complexos de quitosana-alginato apresentam
moderada absor¢do de fluidos, as quais s@o direcionadas para o uso em feridas com liberacao
branda de exsudatos. No entanto, os dados obtidos sdo menores do que os relatados na
literatura, como por exemplo, Bueno et al. (2014) que encontraram valores em torno de 23 e
18 g/g quando em contato com 4gua e PBS, respectivamente, e Rodrigues et al. (2008) que
descreveram valores entre 11 e 19 g/g para exposicdo das membranas em 4gua. Ja Pires e
Moraes (2015) observaram absor¢do em solugdo salina em torno de 12 e 8 g/g para as

formulacdes preparadas na auséncia e presenca do agente siliconado, respectivamente.
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Bierhalz e Moraes (2016) também utilizaram alginato de baixa viscosidade para a produgdo
de membranas de quitosana-alginato e alcancaram valores de absor¢do de dgua entre 3 e 6
g/g, sendo estes valores também inferiores aos de demais trabalhos consultados na literatura.
Ao comparar os dados obtidos no presente trabalho com os de Bierhalz e Moraes (2016),
nota-se que as membranas produzidas na auséncia de PDMS apresentaram menor absor¢do de
dgua, em torno de 2 g/g, apds 24 horas de exposi¢do. Apesar das condi¢des operacionais
serem similares, concentracdes das solu¢des como de NaOH para neutralizacdo e de CaCl,
para reticulagdo primdria foram distintas, o que pode ter levado a diferencga nestes valores.
Assim, em geral, os menores valores encontrados podem ser atribuidos ao tipo de
alginato utilizado (baixa viscosidade). De acordo com Bertran e Bondmeir (2012), polimeros
com longas cadeias apresentam maior viscosidade, melhor integridade da matriz polimérica e,
consequentemente, maiores sitios para se ligarem a maiores quantidades de fluidos,
aumentando a capacidade de absorcdo dos mesmos. Desta forma, a absor¢do de fluidos €
dependente da massa molar do polimero e de suas concentragdes, logo, quanto menor a massa
molar do polimero, menor serd sua capacidade em absorver solugdes. Uma estratégia para
aumentar a capacidade de absor¢cdo de solugdes fisiologicas € o aumento da porosidade da

matriz, o que serd discutido mais adiante, no Item 4.1.8.

4.1.5. Perda de massa das membranas quando expostas a fluidos fisiologicos

A fim de avaliar a estabilidade das membranas produzidas em solucdes fisiologicas,
mediu-se a perda de massa apds 7 dias de exposicao em dgua e solugdo de NaCl e CaCl,. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 4.3.

A maior estabilidade das membranas foi encontrada quando as mesmas foram expostas
a agua, variando entre 1 e 7% de perda de massa. Membranas de quitosana-alginato
apresentam, geralmente, perda de massa em dgua em torno de 9 e 21% apds 7 dias de
exposic¢ao (Rodrigues et al., 2008; Bueno et al., 2014; Pires e Moraes, 2015). No entanto, os
valores encontrados no presente trabalho corroboram-se com os obtidos por Bierhalz e
Moraes (2016) para membranas produzidas com alginato de baixa viscosidade, tendo-se em
vista que as autoras alcancaram absor¢do de dgua entre 4 e 6 g/g. Segundo Bueno (2010),
quanto maior a capacidade de absorver um determinado fluido, maior serd o afastamento entre
as lamelas, o que diminui as interacdes entre as cadeias poliméricas, progressivamente

solubilizando o PEC e aumentando a perda de massa. Tendo-se em vista que a dgua foi o
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fluido menos absorvido pelos filmes, sua estabilidade frente a esta solugdo foi,

consequentemente, maior.

Tabela 4.3 — Perda de massa das membranas de quitosana e alginato de baixa viscosidade

contendo ou ndo diferentes propor¢des de Silpuran® 2130 A/B.

Perda de massa (%)
Formulacdo
LAgua L NaCl+CaCl2
QA 5,82+0,76* 10,89 £ 1,53 °
QASI1 6,65 +0,98* 9,80 +1,08°
QASS 3,68 £0,52° 10,37 £3,83 °
QASI0 1,08 +0,83° 9,83+3,02°
QASI15 2,12+0,12°¢ 12,56 £ 1,73 *

Mesma letra em uma mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, intervalo de confianca 95%).

Nota-se ainda que, hd tendéncia de reducdo da perda de massa com o aumento da
propor¢ao de Silpuran® 2130 A/B. Maior estabilidade devido a incorporagdo de PDMS na
proporcdo massica de 1:10 nas membranas de quitosana-alginato foi também observada por
Pires e Moraes (2015) que justificaram tal comportamento pelo cardter hidrofébico do
polimero sintético, visto que atingiu-se apenas 2% de perda de massa quando em contato com

agua.

Os filmes expostos a solu¢do de NaCl e CaCl, apresentaram maior perda de massa. Tal
comportamento corrobora com os dados de absorcao, tendo-se em vista que esta solugdo foi a
que proporcionou maior intumescimento nas matrizes. Assim como com os dados de
intumescimento, nao houve diferencas significativas para as amostras contendo o agente
siliconado. Bierhalz e Moraes (2016), também notaram maior intumescimento e perda de
massa das membranas de quitosana-alginato quando expostas as solugdes salinas, tais como o
meio de cultivo a-MEM e o PBS. De acordo com Mallepalli et al. (2013), o comportamento
de um polimero anidnico, como € o caso do alginato, em solugdes salinas pode ser atribuido
ao aumento do nuimero de fons na solucdo, com consequente aumento das interacdes
polimero-dgua, o que leva a um aumento da capacidade de absorcdo e, consequentemente, a
perda de massa devido a desestruturacdo das interagdes eletrostiticas do PEC e dos ions

célcio com o alginato.
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A andlise da perda de massa em PBS foi também realizada, porém, as membranas nao

se mantiveram estdveis apds os 7 dias de ensaio, fato este ja discutido anteriormente.

4.1.6. Estabilidade das membranas em condigdes de simulacdo de banho de paciente

A fim de avaliar como os curativos desenvolvidos se comportam frente aos banhos dos
pacientes, no presente trabalho desenvolveu-se um ensaio de estabilidade simulando banhos
didrios com dgua corrente e sabonete neutro por um periodo de 7 dias. Na Tabela 4.4 sdo
apresentados os resultados obtidos em condi¢cdes simuladas de banho em pacientes com

estimativas de duracdo de 10 e 30 minutos.

Tabela 4.4 — Perda de massa de membranas de quitosana de alginato contendo diferentes
concentracoes de Silpuran® 2130 A/B em condic¢des simuladas de banho de paciente de 10 e

30 minutos de duracdo por sete dias consecutivos.

Perda de massa (%)
Formulacdo
L]Omin L30min
QA 13,03 +3,75° 12,60 + 3,68
QASI1 14,94 +384*° 1329 +1,11°
QASS 7,02 +£0,032° 9,78 £2,77%
QASI0 12,73 £2,28*° 13,17 £2,66*
QASI15 10,77 £1,70* 12,94 +3,41°

Mesma letra em uma mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, intervalo de confianga 95%).

Para os dois casos de tempos estimados, 10 e 30 minutos, apds 7 dias, as amostras
apresentaram perda de massa acumulada de 7 a 15%, o que demonstra 6tima estabilidade dos
curativos frente a sabonete neutro e dgua corrente. Desta forma, os pacientes podem manter
uma rotina normal de um banho por dia sem a necessidade de remover e trocar de curativo

devido a sua degradag@o prematura.

A freqiiéncia da troca do curativo deve ser avaliada para cada tipo de ferida. A avaliacao
por sete dias foi realizada a fim de observar a estabilidade do material nesse periodo. Apesar

de se verificar perda massica maxima de 15%, a estrutura do dispositivo manteve-se integra.
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4.1.7. Propriedades mecdnicas

Os resultados para tensdo na ruptura, alongamento na ruptura e comportamento eldstico
(médulo de Young) obtidos para as amostras em equilibrio com a umidade do ambiente sdo

apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Resisténcia mecanica das membranas de quitosana-alginato, contendo ou nao

Silpuran® 2130 A/B.

r lacd Tensdo na ruptura Alongamento na Moédulo de Young
ormultacao
£ (MPa) ruptura (%) (MPa)

QA 3,41 +0,73° 594 +1,00° 2,43 +0,74°
QAS1 4,59 + 0,49 *° 3,61 £0,89° 2,74 +0,20*
QAS5 4,64 +090° 3,71 £0,34 P 1,96 £0,29 *
QAS10 12,13 +0,82°¢ 473 +0,85*° 1,81 +0,78 *°
QAS15 1,67 + 0,48 ¢ 4,65+0,91*° 0,51 +0,13°

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).

Observa-se que todas as formulacOes apresentaram baixos valores de tensdo na ruptura
(cerca de 2 a 12 MPa). A tensdo de ruptura requerida para um curativo depende da regido da
pele que ird ser tratada. Uma vez que os dados sdo substancialmente baixos, os biomateriais
desenvolvidos devem ser utilizados em superficies da pele com tensdo na ruptura compativel
com a do tecido normal, que pode variar entre 5 e 30 MPa (Evans ef al., 2013). A formulagdo
que alcancou o melhor resultado foi a contendo 0,10 g de PDMS por grama de polissacarideo
(QAS10), que apresentou aumento significativo na tensdo de ruptura quando comparada as
outras. Nota-se, no entanto, reducio quando na presenca de 0,15 g/g de Silpuran® 2130 A/B.
Possivelmente, este comportamento pode ser atribuido ao carater altamente anisotropico desta
formulacao, tendo-se em vista que ha predominéncia de goticulas dispersas com aglomerados
de PDMS na matriz. Assim, a separacdo de fases possivelmente contribuiu para a maior
fragilidade do dispositivo. Adicionalmente, devido a interacdo moderada na interface entre o
PEC de quitosana-alginato e as goticulas do agente siliconado pode ter dificultado a eficiéncia

na transferéncia do estresse externo aplicado a estrutura do compdsito como um todo.

De acordo com a literatura, membranas de quitosana-alginato apresentam resisténcia a
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tensdo na ruptura por volta de 6 a 31 MPa (Rodrigues et al., 2008; Bueno et al., 2014; Pires e
Moraes, 2015). Pires e Moraes produziram membranas também contendo 0,10 g de
Silpuran® 2130 A/B por grama de polissacarideo e alcancaram 63 MPa e 5% de resisténcia a
tracdo e alongamento na ruptura, respectivamente. Nota-se, portanto, que os valores de tensdo
na ruptura encontrados no presente trabalho sdo inferiores aos relatados na literatura, tanto na
presenca quanto na auséncia do PDMS. Tendo-se em vista que a tensdo na ruptura €
inversamente proporcional a espessura do material, os altos valores de espessura encontrados
(Tabela 4.1) podem ter influenciado os baixos valores de resisténcia a tragdo. Como ja
discutido anteriormente, isto se deve ao alginato de viscosidade reduzida que, devido as
cadeias de menores didmetros e possivel comprometimento na interacdo entre 0s grupamentos

dos polissacarideos, influenciou fortemente a resisténcia a tracao dos dispositivos.

Ja os dados obtidos para alongamento na ruptura (4 a 6 %) nado diferiram dos valores
encontrados na literatura (Yan et al., 2000; Rodrigues et al., 2008, Pires e Moraes, 2015).
Assim, a inclusdo de Silpuran® 2130 A/B ndo influenciou nesta propriedade, resultado

também observado por Pires e Moraes (2015).

Tendo-se em vista que quanto mais eldstico o material menor serd o médulo de Young,
a avaliacdo desta propriedade € significativamente importante a fim de auxiliar no
armazenamento, manuseio e aplica¢io do dispositivo. O médulo eldstico da pele varia de 0,02
a 57 MPa (Evans et al., 2013) e esta grande variacdo é devida as mdaltiplas camadas deste
orgdo. Além do mais, o valor do médulo de Young depende da umidade relativa (nivel de
hidratacdo) do material e também da técnica utilizada para quantificar tal propriedade (Evans
et al., 2013; Alvarez-Asencio et al., 2016). As formulacdes desenvolvidas neste trabalho
apresentaram valores entre 0,5 e 3 MPa, com melhora significativa para as membranas
contendo 0,10 e 0,15 g/g (QAS10 e QASI1S, respectivamente) do agente siliconado. Estes
dados corroboram com o trabalho de Wang et al., (2001), que encontraram valores na faixa de

1 a2 MPa.

Levando-se em conta os dados obtidos, a formulagdo que se mostrou mais promissora
para uso como curativos de lesdes de pele, considerando sua aplicabilidade quanto as
propriedades mecanicas, foi a contendo 0,10 g/g de PDMS (QAS10). Entretanto, tais
membranas poderiam ser melhoradas no que tange a absor¢do de fluidos, o que foi
investigado pela inclusdo na formula¢io do tensoativo Kolliphor® P188, conforme discutido a

seguir.
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4.1.8. Incorporagdo de tensoativo nas membranas de quitosana-alginato

Na Figura 4.6 ¢ mostrado o aspecto visual e morfolégico das membranas de QA e
QAS10 preparadas na presenca do tensoativo Kolliphor® P188, denominadas QAP e

QAPSI10. Nota-se que ndo houve a formagdo de poros em nenhuma das amostras.

Figura 4.6 — Aspecto e morfologia da seccdo transversal das membranas de quitosana-alginato

contendo ou ndo Silpuran® 2130 A/B e com incorporagio do tensoativo Kolliphor® P188.

A incorporagdo de tensoativo como agente porogénico em membranas polissacaridicas
ja € bem estabelecida na literatura (Bellini et al., 2012; Bueno e Moraes, 2011; Bueno et al.,
2014). Bueno (2015) produziu membranas de quitosana-alginato com diferentes
concentracdes do tensoativo Pluronic F68 (0,02 e 0,1 g por grama de polissacarideos) e
obteve materiais com porosidade e area superficial adequada para aplicagdo como scaffolds de
células da pele. Segundo a autora, devido ao caréter anfifilico do tensoativo, 0 mesmo pode
interagir com a dgua ou com os polissacarideos através de suas cadeias polares, enquanto que
a cadeia apolar fica voltada para o ar contido nas bolhas formadas durante a agitacdo da

mistura. A integridade estrutural da espuma ¢ mantida devido a forte associac@o entre as

macromoléculas e a alta viscosidade do sistema.
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Adicionalmente, de acordo com Stoppel ef al. (2011), hd uma forte associagdo, através
de ligacOes de hidrogénio, entre o Pluronic F68 (ou Kolliphor P188) e o alginato, levando a
um aumento na viscosidade dinamica da solug¢do que, por sua vez contribui na manutencao da

integridade estrutural da espuma, como relatado por Bueno (2015).

Bierhalz e Moraes (2016) produziram e compararam membranas de quitosana com
alginato de baixa viscosidade e de quitosana com alginato de média viscosidade, com distintas
propor¢des dos polissacarideos (3:1, 1:1 e 1:3), contendo ou ndo Poloxamer 188 (ou Kolliphor
P188). As autoras notaram que todas as formulacdes preparadas com alginato de baixa
viscosidade ndo apresentaram estrutura porosa quando na presencga de 0,1 g do tensoativo por
grama de polissacarideo, comportamento este também notado no presente estudo. J4 as
membranas desenvolvidas com alginato de média viscosidade apresentaram estrutura
altamente porosa na presenca do surfactante. Segundo as autoras, a baixa viscosidade do
alginato ndo auxiliou na manutencdo da estabilidade da espuma, sendo esta colapsada

completamente durante a moldagem do material na placa de Petri.

Neste sentido, o estudo com as membranas de quitosana complexada com alginato de
baixa viscosidade contendo Kolliphor® P188 foi descontinuado no presente trabalho, por estas
ndo apresentarem o aspecto poroso desejado. A incorporagdo dos compostos naturais, timol e
betacaroteno, e as caracterizagdes subsequentes foram realizadas somente com membranas

QASI10, as quais apresentaram melhor desempenho, principalmente quanto a resisténcia a

tracdo. A partir deste ponto esta amostra serd denominada simplesmente de QAS.

4.1.9. Efeito da adicdo dupla de timol e betacaroteno por diferentes metodologias nas

caracteristicas das membranas

Neste topico sdo apresentados os resultados referentes a comparacao das caracteristicas
das amostras QAS contendo simultaneamente timol e betacaroteno incorporados por adi¢do a
mistura polimérica, por impregnacdo em solu¢do e mediada por CO, supercritico. Para a
metodologia de adi¢do direta foram utilizadas as mdximas solubilidades dos compostos
bioativos em etanol, as quais correspondem a 1 g/mL e 0,38 mg/mL (ambos a 25 °C) para
timol e betacaroteno, respectivamente (Science Lab, 2013; Trés et al., 2007). Para a
impregnacdo por imersdo em solucdo e utilizando sistema supercritico, a concentragdo de

timol foi baseada em Dias ef al. (2011), empregando-se uma concentracdao de 10% do limite
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de solubilidade em CO, supercritico nas condi¢des testadas (taxa de pressurizagdo a 250 bar e
temperatura do sistema a 50 °C). J4 para o betacaroteno utilizou-se a mdxima solubilidade em
CO; supercritico também nas condi¢des testadas (Araus et al., 2011; Sovova et al., 2001).
Além do mais, visou-se comparar duas condi¢cdes de despressurizacdo, 5 e 10 bar. Na Figura

4.7 sdo apresentadas as caracterizacoes realizadas desses materiais na forma de diagrama.

Figura 4.7 — Diagrama referente as caracterizacdes das membranas de quitosana complexada
com alginato de baixa viscosidade preparadas com 0,1 g de PDMS (QAS10) e contendo timol

e betacaroteno por distintas metodologias.

Morfologia
I

Angulo de contato

Sor¢ao e transmissao de vapor d’agua

Capacidade hemolitica e trombogénica

I
FTIR-ATR

Eficiéncia de incorporacéo

Cinética de liberacao

4.1.9.1. Andlise morfologica da superficie e secgdo transversal

Na Figura 4.8 sdo mostrados os aspectos morfologicos das membranas flexiveis de
quitosana-alginato (QAS) com incorpora¢do dupla de timol e betacaroteno (QASTB) através

das distintas metodologias.

Nao houve diferencas significativas nas membranas quanto a efeitos estruturais na
presenca dos compostos bioativos ou quando submetidas as metodologias de incorporagdo.
Assim, as formulacdes continuaram apresentando matriz com aspecto homogéneo e a
presenca caracteristica de goticulas devido a presenga do agente siliconado

Silpuran® 2130 A/B.



85

Figura 4.8 — Morfologia das membranas flexiveis de quitosana-alginato (QAS) com
incorporacdo dupla de timol e betacaroteno. Superficie das membranas: A, C, E, G. Sec¢do

transversal das membranas: B, D, F, H.

Adicao direta

Impregnacdo em/|
solucao

CO, supercritico
5 bar/min

CO, supercritico
10 bar/min

Nota-se, portanto, que os farmacos timol e betacaroteno ndo sdo perceptiveis entre as
lamelas e a superficie dos materiais. Pode-se supor que, para todos os métodos de
incorporacdo utilizados, os compostos foram totalmente solubilizados pelo etanol e
dissolvidos homogeneamente na estrutura do material, dificultando sua visualizacdo. Outra

hipétese levantada foi que, possivelmente, o timol e betacaroteno poderiam ter sido carreados
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durante a evaporacdo dos solventes na fase de secagem das membranas, hipdtese esta

investigada no decorrer do desenvolvimento do trabalho.

4.1.9.2. Angulo de contato

Na Figura 4.9 sio mostrados os resultados referentes ao angulo de contato das
membranas de quitosana e alginato contendo 0,1 g/g de Silpuran® 2130 A/B (QAS) e com
incorporacdo dupla de timol e betacaroteno pelas trés metodologias distintas. Membranas
contendo Silpuran® 2130 A/B apresentaram cardter predominantemente hidrofébico, uma vez
que os angulos de contato estdo acima de 90°. O polidimetilsiloxano (PDMS) € caracterizado
por possuir cadeia principal com repetidas ligagdes de silicio-oxigénio (Si-O) e silicio-metila
(Si-CH3), sendo estas dispostas em espirais € com os grupamentos metila expostos na regido
externa da cadeia, fornecendo assim propriedades hidrofébicas ao material (Hassler et al.,

2011; Ratner et al., 2004; Brachaczek, 2014).

Figura 4.9 — Angulos de contato das membranas de quitosana e alginato (QA) preparadas
somente na presenga de Silpuran® 2130 A/B (QAS) e com incorporacdo dupla de timol e
betacaroteno por adi¢do direta a mistura, por impregnagdo em solugdo (IS) e por metodologia

supercritica (SC), com despressurizacao a 5 e 10 bar/min.
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Nota-se, no entanto, que ndo houve diferencas significativas decorrentes da
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incorporagdo dos compostos bioativos pelas diferentes técnicas, com exce¢do dos dispositivos
submetidos a impregnacao por metodologia supercritica com a maior taxa de despressurizacao

(10 bar/min).

Uma particularidade da metodologia supercritica refere-se a agdo plastificante
tempordria que o CO, exerce no material. Durante o processamento, com pressio e
temperatura definidas, hd o intumescimento da matriz polimérica, facilitando a migracdo e,
portanto, a impregnacdo dos compostos bioativos nos dispositivos. J4 na etapa de
despressurizacao hd a retracdo da matriz polimérica e as cadeias de polimero retornam ao seu
estado original (Dias et al., 2013). Segundo Braga er al. (2008), maiores taxas de
despressurizacdo podem alterar em maior propor¢do as amostras poliméricas e,
consequentemente, sua estrutura, isto quando comparadas as menores taxas. Além do mais, os
autores expoem que, nestes casos, também pode ocorrer carreamento de fragmentos da matriz
polimérica. Adicionalmente, de acordo com Bal et al. (2014) e Kiran (2016), o relaxamento
das cadeias dos polimeros e a capacidade de hidratacdo dos materiais sdo proporcionais as
taxas de despressurizacido. Assim, quanto mais rapida for a despressurizagdo do sistema de
CO, supercritico, maior serd o relaxamento e a hidratacdo das cadeias poliméricas que estao
expostas a tal metodologia de impregnacdo. Tais observacdes corroboram com os dados
obtidos para o angulo de contato, tendo-se em vista que na maior taxa de despressurizacdo (10
bar/min), a membrana apresentou diminui¢do na hidrofobicidade de sua superficie. Assim,
pode-se sugerir que fragmentos da matriz polimérica podem ter sido carreados durante a
despressurizacdo e/ou que houve maior relaxamento das cadeias poliméricas, facilitando a

maior hidratacdo do material quando na aplicacdo da goticula de dgua sobre o dispositivo.

4.1.9.3. Sorgdo e transmissdo de vapor d’agua

Na Tabela 4.6 encontram-se os valores da capacidade de sorcdo de vapor d’agua das
membranas produzidas. De acordo com o teste de Tukey, ndao héd diferencas significativas
entre as distintas formulacdes, tanto na auséncia quanto na presenca de Silpuran® 2130 A/B,
timol e betacaroteno, alcancando de 12 a 17% de sor¢dao de vapor d’agua. Logo, a
incorporacdo do agente siliconado e dos compostos bioativos ndo afeta esta propriedade. Os
dados obtidos corroboram com o trabalho de Bueno (2015), que obteve 15,5% de capacidade

de sor¢ao de vapor d’agua para membranas constituidas de quitosana-alginato.

Ainda na Tabela 4.6 sdo mostrados os valores obtidos de taxa transmissdao de vapor



88

d’4gua (TVA) pelas membranas. A andlise estatistica mostrou niao haver diferencas
significativas entre os valores encontrados entre as formulagdes QA, QAS e das formulacdes
incorporando timol e betacaroteno por adi¢do direta a mistura, variando de 710 a 755

g/mz.dia. Logo, a adi¢do de Silpuran® 2130 A/B também ndo afeta esta propriedade.

Tabela 4.6 — Sor¢do e transmissdo de vapor d’dgua das membranas de quitosana e alginato
(QA) preparadas somente na presenca de Silpuran® 2130 A/B (QAS) e com incorporagao
dupla de timol e betacaroteno por adi¢do direta a mistura, por impregnacdo em solugdo e por

metodologia supercritica (SC — 5 e 10 bar/min).

Amostra Sorg¢do (%) TVA ( g/mz.dia )
QA 14,60 0,80 * 728,8 452"
QAS 17,15+040° 755,1£229*
QASTB - Adig¢ao direta 12,46 +1,12*° 709,7 £219°
QASTB - Impregnacio em solucao 12,69 £0,51 ° 888.4 + 13,8 b
QASTB - CO, SC — 5 bar/min 12,60 £0,14* 948,7 +52,8°
QASTB - CO, SC — 10 bar/min 15,78 +1,72* 1148,4 £ 31,6°¢

Mesma letra mindscula na mesma coluna e mesma letra maidscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca
significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confianga 95%).

A incorporacdo de timol e betacaroteno por impregnacdo em solugcdo etandlica e
mediada por CO, supercritico aumentou a transmissdo de vapor d’agua nas membranas,
variando de 949 a 1148 g/m2 ao dia. Nota-se que houve uma maior transmissdo de vapor
d’agua nas formulagdes submetidas a impregnacdo por metodologia supercritica a uma maior
taxa de despressurizacdo (10 bar/min). Como j4 discutido anteriormente, a maior taxa de
despressurizacao pode ter contribuido para o maior relaxamento das cadeias dos polimeros, o

que também pode ter aumentado a taxa de transmissao de vapor d’agua.

A taxa de transmissdo de vapor d’agua ¢ um parametro de suma importancia na drea de
curativos, uma vez que um alto valor de TVA pode levar a desidratacdo excessiva da ferida,
enquanto que uma baixa TVA pode levar a maceracdao do tecido da lesdao por excesso de
liquido, causando dor ao paciente. A taxa de perda de dgua através da evaporacio depende do
tipo de lesdo e do estdgio da cicatrizacdo, como por exemplo, a pele sauddvel ou ferimentos
leves possuem uma TVA de 150-200 g/m*.dia, as queimaduras de primeiro grau estdo entre

250-300 g/m’.dia e as feridas com tecido de granulacdo exibem valores entre 5000-
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5200 g/mz.dia (Dias et al., 2011; Lee et al., 2012). Assim, todas as membranas descritas até

este momento neste trabalho apresentam potencial uso em lesdes moderadamente exsudativas.

4.1.9.4. Capacidade hemolitica e trombogénica

Para este ensaio foram avaliadas as formulagdes contendo o agente siliconado com
incorporacdo ou ndo de timol e betacaroteno durante o processamento das membranas. Este
ensaio de caracterizacdo do comportamento bioldgico foi realizado na Universidade de
Coimbra (Portugal), sendo um ensaio dispendioso e com cronograma para a execugdo
limitado. Assim, ndo foi possivel realizd-lo para todas as amostras. Na Figura 4.10 sdo

mostrados os aspectos destes materiais quando comparados aos controles positivo e negativo.

Figura 4.10 — Aspecto das membranas de quitosana-alginato contendo Silpuran® 2130 A/B
(QAS) e na presenca de timol e betacaroteno incorporados diretamente a mistura de polimeros

(QASTB) submetidas ao ensaio de determinacdo de capacidade hemolitica.

As formulagdes testadas apresentaram capacidade hemolitica de 0,45 e 0,89% para QAS
e QASTB, respectivamente. Logo, sdo consideradas nao hemoliticas por apresentarem valores
inferiores a 2, segundo a classificacdo ASTMF756-00 (2000). A capacidade hemolitica é uma
andlise baseada na quantificacdo da hemoglobina liberada no plasma decorrente do

rompimento das hemdcias no sangue, sendo considerado um teste importante, uma vez que
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pode ndo ser mensurdvel sob condi¢des in vivo. Neste sentido, tanto o agente siliconado
Silpuran® 2130 A/B quanto os compostos bioativos ndo resultam em aprecidvel rompimento

dos glébulos vermelhos.

Estas mesmas formulagdes foram analisadas quanto ao indice trombogénico e os

resultados sdo apresentados na Figura 4.11.

Figura 4.11 — Trombogenicidade das membranas de quitosana-alginato contendo Silpuran®
2130 A/B (QAS) e na presenga de timol e betacaroteno incorporados diretamente a mistura de

polimeros (QASTB).
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Todas as formulagdes foram classificadas como trombogénicas e o indice apresentou
uma tendéncia de aumento com a elevagdo do tempo de contato com o sangue. No entanto,
tais dados nao apresentaram diferencas significativas entre si, sugerindo que o aumento da
exposicdo de 30 para 60 min ndo influencia na capacidade trombogénica dos materiais. No
caso dos curativos, um indice de trombogenicidade elevado passa a ser até mesmo
interessante, uma vez que ao entrar em contato com a ferida aberta, haveria a indugdo da
formacdo de trombos, favorecendo o estancamento do sangramento e acelerando, desta forma,

o processo de cicatrizagdo.
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4.1.9.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Na Figura 4.12 sdo mostrados os espectros de absor¢do no infravermelho (FTIR - ATR)
obtidos para os polimeros quitosana, alginato e Silpuran® 2130 A/B isolados, para as
membranas de quitosana e alginato preparadas na presenca ou auséncia de
Silpuran® 2130 A/B, para timol e betacaroteno isolados e para as membranas flexiveis com

incorporagdo destes compostos naturais por distintas metodologias.

Figura 4.12 - Espectros de absor¢do (FTIR-ATR) dos polimeros isolados quitosana, alginato e
Silpuran® 2130 A/B; das membranas de quitosana e alginato (QA) preparadas na presencga de
Silpuran® 2130 A/B (QAS); dos agentes bioativos timol e betacaroteno livres; e das
membranas flexiveis (QASTB) com incorporacdo simultinea dos compostos naturais por

distintas metodologias.
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Os espectros dos polissacarideos isolados e das membranas mostram a existéncia de
uma banda larga significativa na regido de 3600-3000 cm™, aproximadamente. De acordo
com Lawrie et al. (2007), esta banda pode ser atribuida ao estiramento dos grupos —OH,
presentes tanto na quitosana como no alginato. Os picos caracteristicos do grupamento amina
da quitosana (1580 cm™) e carboxila do alginato (1600 cm™) estdo sobrepostos nos espectros
das membranas, entre uma regido de 1680-1520 cm™. Isto dificulta a identificagdo de um ou
outro composto livre, assim como de seu estado de protona¢do ou a ocorréncia de interacao

entre as cadeias.

As membranas contendo o agente siliconado Silpuran® 2130 A/B apresentam picos
pronunciados a 1260 em’, 1090 em™ e 1020 cm™. De acordo com Liu er al. (2001), o PDMS
apresenta picos agudos a 1262 cm™, os quais sdo caracteristicos para ligacdes Si-CHj e picos

duplos e largos em 1098 e 1018 cm™ que sio caracteristicos de ligacdes Si-O-Si.

Ainda na Figura 4.12 s@o apresentados os espectros de timol e betacaroteno isolados e
das membranas flexiveis com incorporacdo destes compostos naturais por distintas
metodologias. Nota-se que as bandas caracteristicas dos polissacarideos quitosana e alginato e
os picos caracteristicas do agente siliconado, apresentados anteriormente, dominaram os
espectros das membranas. No entanto, as membranas exibiram alguns picos caracteristicos de

betacaroteno e timol.

O betacaroteno possui picos a 2928, 1718 e 963 cm™, que sdo caracteristicos de
vibracoes de C-H aliféticos, do estiramento do grupo carbonila (C=0) e do trans conjugado
alceno (CH=CH), respectivamente (Zaibunnisa et al., 2011; Yi et al., 2014). Estes picos
podem ser notados nos espectros das membranas impregnadas, com excec¢ido do pico a 963
cm™, que estd sobreposto ao pico 1020 cm™' referente a presenca de Silpuran® 2130 A/B. Isto
mostra que o betacaroteno foi retido nas membranas flexiveis de quitosana e alginato, com
excecao da formulacdo impregnada por imersdo em solucdo, na qual nao € possivel identificar
vibragdes dos compostos bioativos isolados em seu espectro. No entanto, é possivel observar
que as membranas com incorporacdo de betacaroteno por adicdo direta ndo apresentam os
picos especificos referentes ao composto. Isto pode ser devido a sensibilidade da técnica,
tendo-se em vista que esta apresenta maior sensibilidade aos compostos localizados na
superficie do dispositivo e, quando o farmaco € incorporado durante o processamento, o

mesmo fica distribuido com maior homogeneidade por toda estrutura dos filmes. J4 o timol

exibe picos em 738, 807 e 1621 cm™, que sdo caracteristicos das vibragdes de seu anel
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aromédtico (Torres et al., 2014; Rukmani e Sundrarajan, 2011). No entanto, estes picos ndo sao
notados nos espectros dos dispositivos de quitosana e alginato contendo este composto
natural. Provavelmente isto se deve a sobreposicao destes picos com as bandas caracteristicas
do agente siliconado. A fim de confirmar a presenca ou niao de timol nas membranas apds as
distintas metodologias de incorporacdo, foram realizadas andlises de eficiéncia de
incorporagdo e cinética de liberacdo dos compostos bioativos. Os resultados sdo apresentados

a seguir.

4.1.9.6. Eficiéncia de incorporagdo de timol e betacaroteno

A incorporacdo dos compostos bioativos por adicao direta durante a mistura polimérica
foi realizada apds a etapa de reticulacdo primdria e nas proporcdes de 10% e 0,08%, em
relacdo a massa total de polimeros presentes na mistura, para timol e betacaroteno,
respectivamente. Estas concentracoes correspondem a adi¢do de 90 mg de timol e 0,76 mg de
betacaroteno por membrana, sendo esta composta por 0,9 g de polissacarideos. Para esta
metodologia, a eficiéncia de incorporagdo foi realizada através das medidas de absorbancia
dos compostos liberados nas etapas de reticulagdo secunddria e lavagem, como descrito no

item 3.4.15.

Verificou-se que os compostos bioativos ndo estavam sendo liberados em quantidades
significativas em tais etapas, tendo-se em vista que nido houve constatacio de valores
relevantes de absorbancia. Uma hipdtese para tal comportamento seria a evaporacao dos
compostos naturais durante a etapa de secagem. Desta forma, a fim de confirmar esta possivel
evaporacao, optou-se por avaliar gravimetricamente a presenca ou ndo de timol e betacaroteno
ap6és a etapa de secagem. Esta andlise foi realizada separadamente para cada composto
natural, a fim de averiguar com maior exatidao qual deles estaria sendo evaporado em maiores
propor¢des. Para isto, uma placa de Petri, previamente pesada, contendo a mesma quantidade
de 4gua, etanol e timol ou betacaroteno, utilizada no processamento das membranas foi
mantida em estufa a 37°C por 20 horas. Apds este periodo, notou-se que a massa da placa
contendo timol ndo diferiu significativamente da placa vazia. Neste caso, € possivel afirmar
que os solventes carregaram todo timol durante a evaporacdo na etapa de secagem. J4 para o
betacaroteno, foi possivel quantificar aproximadamente 23% da massa inicial depositada na
placa, o que corresponde a 0,18 mg. Desta forma, 77% da massa de betacaroteno também foi
carregada durante a evaporac@o. Possivelmente, a ndo quantificagcdo deste composto nas

etapas de reticulagdo secunddria e lavagens pode ser decorrente da reten¢do do betacaroteno
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na matriz polimérica, o qual nio foi liberado nestas etapas. Adicionalmente, a andlise de
espectroscopia de infravermelho de Fourier apresentada no tépico anterior mostra a presenca

de betacaroteno no dispositivo, confirmando assim a retengao do composto.

A eficiéncia de incorporacdo para a metodologia de impregnag@o em solugdo etandlica e
mediada por CO, supercritico contendo os compostos naturais foi avaliada através da
comparacdo entre a razdo madssica final do composto bioativo e sua razdo madssica inicial.
Apesar de a presenca do betacaroteno ter sido confirmada nas membranas através da analise
de FTIR-ATR, o mesmo somente foi quantificado quando submetido ao sistema supercritico
na taxa de despressurizacdo de 10 bar/min, alcancando eficiéncia de incorporacdo de 33%.
Logo, uma maior quantidade do composto ficou retida na matriz polimérica para esta
metodologia. Possivelmente, o betacaroteno interage por ligacdes de hidrogénio com os
polimeros constituintes da membrana. Para o timol, baixas efici€éncias de incorporacao foram

obtidas para todas as metodologias, em torno de 0,2%.

Baixas eficiéncias de incorporagdo do composto bioativo quando impregnado por
imersdo em solugdo também foram observadas por Souza et al. (2016), que incorporaram o
antibiotico eritromicina em membranas de quitosana-alginato e quitosana-xantana. Os autores

atribuiram tal comportamento a baixa absorcao de etanol pelos filmes, em torno de 0,6 g/g.

Ao analisar os dados obtidos para o sistema supercritico, pode-se supor que grande parte
da quantidade adicionada de timol foi evaporada durante a etapa de despressurizacdo, o que

pode ser devido a alta volatilidade e solubilidade desse composto em CO; supercritico.

Desta forma, as caracteristicas das moléculas a serem incorporadas sdo de primordial
importancia para uma impregnacdo efetiva. O timol, por exemplo, apresentou alta volatilidade
nas condi¢des operacionais da metodologia por adicdo direta, no entanto, por ser uma
molécula relativamente pequena (massa molar de 150,22 g/mol), sua incorpora¢do durante a
imersdo em solugdo foi facilitada. Ja o betacaroteno apresenta, possivelmente, a pressdo de
vapor proxima as condi¢des testadas para a primeira metodologia, tendo-se em vista que
somente 23% de sua massa nao foi carregada durante a etapa de secagem a temperatura de
37 °C. A molécula deste composto (massa molar de 536,87 g/mol) € maior que a do timol e,
possivelmente, apresenta maior limitagdo para difundir totalmente para fora da matriz. Desta
forma, tanto a metodologia a ser empregada quanto as caracteristicas da molécula a ser
incorporada influenciam fortemente na eficiéncia de incorporacdo de compostos na matriz de

polimeros.
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Na Tabela 4.7 sao sumarizados todos os resultados coletados acerca da eficiéncia de
incorporagdo do timol e do betacaroteno, e no item a seguir sdo mostrados os dados de
liberagdo dos compostos bioativos incorporados pelas trés metodologias abordadas no

presente trabalho.

Tabela 4.7 — Eficiéncia de incorporacdo de timol (T) e betacaroteno (B) nas membranas
flexiveis de quitosana e alginato por adicdo direta a mistura polimérica, por impregnagdo em

solucdo (IS) e por mediacdo de CO, supercritico com despressurizacdo de 5 e 10 bar/min.

Razdo mdssica inicial Razdo mdssica final Eficiéncia de incoporacdo
Metodologia (mg/mg) (mg/mg) (%)
T B T B T B
Adicdo direta 100 0,84 0,0 0,2 0,0 23,8
IS 1,5 0,0216 0,0031 0,0* 0,22 0,0*
SC-5bar/min 1,5 0,0216 0,0035 0,0* 0,20 0,0*
SC-10bar/min 1,5 0,0216 0,0039 0,012 0,22 33

*abaixo do limite minimo de detec¢io

4.1.9.7. Extracdo de timol e betacaroteno

Na Figura 4.13 sao apresentados os resultados obtidos para a quantidade de timol
extraida das membranas flexiveis de quitosana-alginato apds imersdo em solucdo etandlica

(etanol PA, >99,5%).

Observa-se que os valores liberados de timol para as metodologias de impregnacdo em
solugdo e mediada por CO, supercritico ndo representaram a quantidade total incorporada,
constatando-se que a maior parte do composto ficou retida na matriz. Apesar de o
betacaroteno ter sido detectado nas formulacdes através da andlise de FTIR, o mesmo
somente foi liberado eficientemente do dispositivo através da metodologia mediada por CO,
supercritico com taxa de despressurizagdo de 10 bar/min, ndo apresentando assim liberagao
significativa para as demais metodologias (impregnacdo em solu¢do e CO; supercritico com
taxa de despressurizacdo de 5 bar/min). Contudo, a retencdo de timol e betacaroteno na
membrana pode ser um ponto positivo para quando o biomaterial for utilizado como

cobertura, podendo exercer efeitos de barreira.

Em geral, o equilibrio da quantidade liberada de timol e betacaroteno foi atingido em,

aproximadamente, 8 horas e 15 minutos, respectivamente. Assim, ja a partir dos primeiros
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minutos de aplicacdo, o timol pode agir como anestésico, antisséptico e anti-inflamatério por
tempo prolongado e o betacaroteno, como antioxidante. Além do mais, ndo foram encontradas
diferencgas significativas na liberag¢do de timol incorporado pelas diferentes metodologias apds
48 h, observando-se valores iguais a 3,1, 3,5 e 3,9 ug de timol para a impregnagdo em solugdo
e mediada por fluido supercritico nas taxas de despressurizacio de 5 e 10 bar/min,
respectivamente. Na Tabela 4.8 sdo mostrados os valores extraidos em etanol apds 48 h dos
compostos timol e betacaroteno quando submetidos as trés distintas metodologias de

incorporagao.

Figura 4.13 — Cinética de extracdo do timol incorporado nas membranas flexiveis de
quitosana e alginato por impregnacdo em solucdo e por mediacdo de CO; supercritico (5 e

10 bar) em solucao constituida de etanol PA.
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Dias et al. (2011) incorporaram em filmes de carboxibutilquitosana, através da
metodologia supercritica, a mesma fracdo de timol utilizada no presente trabalho (10% do
limite de solubilidade em CO, supercritico), a uma taxa de pressurizacdo de 200 bar/min a
40 °C e despressurizacdo de 10 bar/min, e observaram que, apds 8 horas, houve liberacao
maxima de, aproximadamente, 10 pg de timol por miligrama de polimero. Os autores

observaram que alteragdes nas condic¢Oes de pressurizagdo e temperatura (100 bar e 30 °C, e
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200 bar e 40 °C) do sistema supercritico podem alterar significativamente a liberacdo do
composto, uma vez que ao aumentar estas duas varidveis houve um aumento de 50% da

quantidade liberada de timol.

Tabela 4.8 — Liberacdo médxima de timol e betacaroteno apds 48 horas de exposi¢do em

solucdo etandlica (etanol PA, >99,5%).

Quantidade mdxima liberada

Metodologia de incorporacdo

Timol (ug) Betacaroteno(ug)
Adicao direta 0,0 0,0
Impregnacgdo em solugdo 3,1+£0,5° 0,0%
CO; supercritico — Sbar/min 3,5+0,6% 0,0%*
CO, supercritico — 10bar/min 39+0,8% 1,2 +0,05 b

Mesma letra mintdscula na mesma coluna e mesma letra maidscula na mesma linha indica que nfo h4d diferenga
significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confianca 95%).

*abaixo do limite minimo de deteccio

No presente trabalho, ao se alterar as condicdes de despressurizacdo do sistema (5 e
10 bar/min) notou-se que, apesar de se atingir maiores quantidades liberadas em solucdo

quando na maior taxa, ndo houve diferencas estatisticas significativas para as duas condi¢des.

4.1.9.8. Discussdo comparativa das caracteristicas das membranas produzidas com
quitosana e alginato de baixa viscosidade na presenca de diferentes proporcoes de

Silpuran® 2130 A/B e com incorporagdo de timol e betacaroteno

Na Tabela 4.9 € mostrada uma listagem geral dos dados obtidos no presente trabalho,
focando principalmente nas membranas contendo ou ndo diferentes proporcdes do agente
siliconado Silpuran® 2130 A/B. Buscou-se, com isso, avaliar se os requisitos estabelecidos
para curativos visando o tratamento de lesdes de pele estavam sendo adequadamente
atendidos e, também realizar a comparagdo dos resultados obtidos com os dados relatados
anteriormente por Pires (2013), a qual produziu membranas contendo 0,1 g de
Silpuran® 2130 A/B por grama de polissacarideo. No entanto, para algumas propriedades ndo
ha relatos sobre os valores ideais desejados e, neste sentido, ndo foi possivel a comparagdo

dos mesmos.
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Tabela 4.9 — Comparacdo das caracteristicas das membranas de quitosana e alginato de baixa

viscosidade produzidas neste trabalho, na presenca ou niao de Silpuran® 2130 A/B com as

requeridas para a aplicagdo de curativos em lesdes de pele.

Proporciio de Silpuran® adicionado com relacdo

N . , |
Propriedade a massa de polissacarideo (g/g) c::ln 01;1 faal;;:)
0 0,01 0,05 0,10 0,15 parag
Espessura (mm) 0,11 0,10 0,16 0,16 0,22 <2t
Capacidade de 1,77 1,72 7.47 1,39 1,37 >3,1°
absorc¢do de dgua (g/g)
Perda de massa em 5,82 6,65 3,68 1,08 2,12 >23°
agua (%)
Perda de massa
12 1 13,1 12 ND
durante banho (%) 6 33 o8 3 9
Tensao na ruptura c
3,41 4,5 4,64 12,13 1,67
(MPa) ; ,59 15a150
Alongamento na c
5,94 3,61 3,71 4,73 4,65 35all5
ruptura (MPa)
Moédulo de Young
2,4 2,74 1 1,81 1 ND
(MPa) 43 i ,96 8 0,5
Angulo de contato (°) 65,9 - - 104,3 - 65 a 88 de
Sorcao de vapor £
14,6 - - 17,5 -
dagua (%) : : 29a57
Transmissao de vapor g
, 2 4 728,8 - - 755,1 - 300 a 3000
d’agua (g/m".dia)
C idade h iti
apacidade hemolitica i i i 0.48 i <oh
(%)
Trombogenicidade (%) - - - 166,8 ND

ND: dados néo relatados na literatura

a: Ma et al. (2001)

b: Pires (2013)

c: Khan e Ahmad (2013)
d: Kang et al. (2010)

e: Xu et al. (2007)

f: Dias et al. (2013)

h: ASTM F 756 00 (2000)

De forma geral, todos os dispositivos desenvolvidos apresentaram propriedades distintas

quando comparada as membranas desenvolvidas por Pires (2013), com excec¢do do

alongamento na ruptura, que apresentou valores médios préoximos aos do referido trabalho. Os

valores de alongamento na ruptura sdo menores do que o limite inferior da faixa requerida
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para aplicagdo na pele, no entanto, como ji observado anteriormente (Topico 4.1.7), estes
valores sdo caracteristicos de membranas polissacaridicas (Yan et al., 2000; Rodrigues et al.,
2008, Pires e Moraes, 2015). Supde-se que as diferencas significativas entre os valores das
demais propriedades devam-se, primordialmente, ao alginato de viscosidade reduzida

utilizado neste trabalho, fato este também discutido anteriormente.

Tendo-se em vista os requisitos de propriedades mecanicas para aplicacio como
curativos, a membrana que obteve melhor desempenho foi a contendo 0,1 g/g do agente
siliconado (QAS10), que alcangou 12,13 MPa. Esta formula¢do foi mais detalhadamente
caracterizada e comparada aquela preparada na auséncia do agente siliconado (QA). Notou-se
uma diminuicdo significativa na hidrofilicidade dos dispositivos quando na presenca de
Silpuran® 2130 A/B, porém ndo houve grandes diferengas na sorcdo e transmissdo de vapor
d’agua. Além do mais, a membrana QAS10 mostrou ser ndo hemolitica, apresentando,
entretanto, cardter trombogénico. Esta ultima propriedade pode ser considerada como positiva

quando hd a necessidade de estancar sangramentos em feridas.

A incorporagdo simultinea de dois medicamentos foi uma alternativa testada no
presente trabalho, tendo-se como escolha os compostos naturais timol e betacaroteno. No
entanto, os mesmos nao foram liberados como esperado. O timol evaporou-se totalmente
quando a incorporacdo foi realizada durante o processamento da membrana, mais
provavelmente na etapa de secagem. Para as outras metodologias (mediada por CO,
supercritico e impregnacdo em solu¢cdo), o mesmo foi liberado a uma quantidade
relativamente baixa, alcancando o maximo de 3,5 pg para as membranas submetidas ao
sistema supercritico com taxa de despressurizacdo a 10 bar/min. A presenca de betacaroteno
ndo foi detectada na andlise de liberacdo em solucdo através da técnica espectrofotométrica
para as metodologias de adi¢do direta a mistura polimérica e de impregnacdo em solugdo.
Para a metodologia de incorporacdo por adi¢do direta a mistura de polimeros, notou-se que,
apesar de cerca de 77% da massa adicionada ter sido evaporada durante a etapa de secagem, o
restante do composto ficou firmemente retido na membrana, como confirmado pela andlise

por FTIR.

Considerando-se a aplicagdo desejada dos filmes produzidos com alginato de baixa
viscosidade, a formulagdo mais promissora foi a membrana de QASI0, sendo esta

recomendavel para lesdes pouco exsudativas.

Tendo-se em vista que a incorporacdo de timol e betacaroteno por distintas

metodologias ndo atingiu a meta esperada em termos da quantidade dos agentes bioativos
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liberados, optou-se por avaliar outro agente bioativo que permitisse avaliar a factibilidade de
liberagdo em propor¢des mais atrativas e potencialmente efetivas. O agente selecionado foi o
extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot. Além do mais, a fim de melhorar as
propriedades mecanicas destes biomateriais e possibilitar a obtengao também de dispositivos
porosos, optou-se por preparar € caracterizar membranas com alginato de média viscosidade.

Os resultados sdo apresentados no topico a seguir.

4.2. Membranas flexiveis densas e porosas de quitosana complexada com alginato de

média viscosidade

ApOs definir a concentracdo mais apropriada de PDMS para incorporar as membranas
de quitosana-alginato (0,1 g/g com relagdo a massa de polissacarideos), foram produzidas
membranas com alginato de média viscosidade contendo ou ndo o agente siliconado
Silpuran® 2130 A/B e o agente porogénico Kolliphor® P188 a uma concentracio de 0,1% com
relacdo ao volume de solugdo de alginato.

As membranas produzidas foram denominadas QA (para membranas de quitosana-
alginato somente), QAS (para membranas contendo Silpuran® 2130 A/B), QAP (para
membranas obtidas na presenca de Kolliphor® P188) ¢ QAPS (para membranas produzidas,
simultaneamente, com a adig¢do de Silpuran® 2130 A/B e Kolliphor® P188). Na Figura 4.14

sdo mostradas as caracterizacOes realizadas para essas formulacdes em forma de diagrama

Figura 4.14 — Diagrama das caracterizagdes realizadas para as membranas flexiveis, densas e

porosas de quitosana-alginato.
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4.2.1. Aspecto e morfologia das membranas

Na Figura 4.15 é mostrado o aspecto visual das membranas de quitosana complexadas
com alginato de média viscosidade produzidas ou ndo na presenga do agente siliconado e do

tensoativo.

Figura 4.15 - Caracteristica visual e morfolégica de membranas de quitosana e alginato (QA)
contendo o tensoativo Kolliphor® P188 (QAP), o agente siliconado Silpuran® 2130 A/B
(QAS) ou ambos (QASP).

Nota-se que as membranas densas de quitosana- alginato (QA) e quitosana-alginato-

Silpuran® (QAS), ndo apresentaram diferencas quanto a homogeneidade e transparéncia dos
filmes. A transparéncia de um curativo € uma vantagem considerdvel, tendo-se em vista que
permite a inspecdo da ferida sem a necessidade de remover o dispositivo, evitando o

desconforto do paciente (Boateng et al., 2008). Adicionalmente, observou-se que o filme de
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QAS apresentou melhora na flexibilidade durante sua manipulacdo quando comparado a
formulacdo de QA, fato este também observado por Pires e Moraes (2015). De acordo com as
autoras, como as cadeias de siloxano proveniente do composto siliconado podem adotar vérias
configuragdes, sua adicdo ao complexo quitosana-alginato pode contribuir para o aumento da

flexibilidade do dispositivo.

As formulagdes contendo Kolliph0r® P188 (QAP e QAPS) apresentaram aspecto poroso
e homogéneo, ao contrério do que foi obtido para as membranas preparadas com alginato de
baixa viscosidade. Para a membrana de QAPS, o mesmo comportamento de melhora na
flexibilidade durante o manuseio foi notado. A escolha do alginato de maior massa molar
contribuiu para o aumento da viscosidade dindmica da mistura, o que facilitou as intera¢des
por pontes de hidrogénio entre o polissacarideo anidnico e o tensoativo, auxiliando na

estabilizacao das bolhas formadas e na integridade da espuma durante a secagem.

Nota-se ainda que a porosidade resultante influenciou na transparéncia destes materiais.
Apesar da diminui¢do na transparéncia dos dispositivos, a estrutura porosa tem papel
fundamental no tratamento de feridas, uma vez que poros grandes e interconectados
favorecem a migracgdo e reorganizacdo celular, assim como a difusdo de fluidos e nutrientes, a
e remoc¢do de metabdlitos secunddrios, sendo esta estrutura muito utilizada na confeccao de
suportes para o crescimento celular tteis na drea de Engenharia de Tecidos, os scaffolds
(Bueno et al., 2014; Bellini et al., 2012). Contudo, ndo sé a ocorréncia de poros é importante
para a confecgdo dos scaffold, mas também seu tamanho, volume, distribui¢do e formato. O
tamanho dos poros, por exemplo, é crucial para a penetracdo celular, producdo de matriz
extracelular e vascularizacdo das dreas internas da matriz (ElI-Sherbiny e Yacoub, 2013). No
entanto, o tamanho ideal do poro depende do propdsito da aplicacdo do dispositivo como, por
exemplo, a neovasculariza¢do requer poros de cerca de 5 um (Brauker et al., 1995), enquanto
para o crescimento de fibroblastos, os poros devem ter de 5 a 15 pm (Klawitter e Hulbert,
1971) e, para a reparagdao de pele de mamiferos adultos, entre 20 e 125 um (Yannas et al.,
1989). Mais recentemente, no entanto, tem-se o registro de recomendacdes mais claras, por
exemplo, na drea de engenharia de tecidos Osseos (Holzapfel et al., 2013). Neste caso, o
tamanho recomendado é de 100 um, mas para a osteogénese, sd0 necessarios poros maiores
superiores a 300 um. Supde-se, nesta situacdo, que a interconectividade dos poros deva ser

proxima de 100%, com interconexdes de pelos menos 100 pm.

Bueno ef al. (2014) avaliaram, através da técnica de picnometria de hélio, o tamanho

dos poros das membranas de quitosana-alginato contendo o agente tensoativo € porogénico
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Pluronic F68. Os autores relataram que poros com tamanho superior a 0,1 pm nio foram
considerados na andlise, contudo, foi possivel observar a presenca de grande quantidade de
poros de até 52 A (5,2 nm). Ainda, segundo os autores, a técnica utilizada apresenta resultado
mais preciso quando para a andlise da densidade real do material; desta forma, salientam que
a técnica mais apropriada para o dimensionamento do tamanho dos poros € a porosimetria de
mercurio por intrusdo, mas que, para materiais poliméricos, tal método pode gerar resultados

imprecisos.

Ainda na Figura 4.15 s3o mostradas as microscopias eletronicas de varreduras das
formulacdes. Assim como observado para as membranas produzidas com alginato de baixa
viscosidade (Item 4.1.1), esta andlise possibilitou confirmar o aspecto tipico destes

biomateriais, que apresentam estrutura relativamente homogénea e lamelar.

Como esperado, as membranas densas contendo o gel de silicone apresentaram
goticulas dispersas por toda estrutura do material (Figuras 4.15G e 4.15H) e, como discutido
anteriormente, estas podem ser consequéncia da alta viscosidade e da hidrofobicidade do
agente siliconado, que desfavoreceram sua dispersio homogénea (Pires e Moraes, 2015;
Estarlich et al., 2011). Nota-se, no entanto, que o didmetro das goticulas ndo ¢é
significativamente diferente daqueles observados nos filmes preparados com alginato de baixa
viscosidade (entre 10 e 100 pm). Isto mostra que ndo sé a viscosidade do alginato pode
interferir na reducdo e dispersdo das bolhas de PDMS. Desta forma, pode-se também associar
o efeito na dispersdo das goticulas de gel de silicone a etapa de secagem dos dispositivos. A
temperatura de secagem das membranas de quitosana-alginato contendo Silpuran® 2130 A/B
produzidas por Pires e Moraes (2015), foi de 60 °C, sendo obtidas goticulas com dimensdes
em torno de 30 e 120 um. Neste sentido, a maior temperatura de secagem pode ter acelerado a
cinética de reticulagdo do gel de silicone, gerando menor homogeneidade na dispersdo do
PDMS no PEC de quitosana-alginato e, consequentemente, obtendo maiores dimensodes de

goticulas.

Para as amostras contendo o tensoativo (QAP e QAPS), observa-se que 0s poros se
situam, primordialmente, na seccdo transversal do material e a superficie apresenta aspecto
rugoso (que segue o contorno dos poros da estrutura alveolar da espuma seca) com algumas
rupturas. Segundo Bueno e colaboradores (2014), as rupturas na superficie de membranas de
quitosana-alginato preparadas na presenca do tensoativo sdo indicativas do rompimento das
bolhas de ar durante a etapa de secagem em estufa com circulagdo de ar. Alternativamente,

tais rupturas podem ter ocorrido durante o processamento das amostras para a andlise por
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MEV, que envolve criofratura, deposi¢do de ouro e exposi¢do a vacuo. Em contrapartida,
pode ser observado que nao hd presenga de goticulas visiveis de PDMS nas amostras QAPS.
Este comportamento pode ser devido a presenca do tensoativo, que auxilia na diminui¢do da
tensao superficial entre misturas imisciveis (Fawcett e al. ,2012), facilitando a dispersao do
gel de silicone. A fim de confirmar tal justificativa foi realizado o mapeamento de silicio na

matriz polimérica, mostrado a seguir.

4.2.2. Mapeamento de silicio nas membranas

Nas Figuras 4.16 e 4.17 sdo mostrados os resultados obtidos por espectroscopia de
energia dispersiva (EDS). As micrografias com mapeamento de silicio (Figura 4.16) mostram
a deposicdo e aglomeracao de silicio (pontos vermelhos), proveniente do agente siliconado,
dentro das goticulas da formulacdo de QAS. Em contrapartida, ratifica-se a ausé€ncia das
goticulas e, consequentemente, de aglomerados de silicio quando na presenca do tensoativo
(QAPS). Os espectros de EDS (Figura 4.17) mostram que, mesmo ndo apresentando as
goticulas caracteristicas da imiscibilidade do sistema, o silicone continua presente na estrutura
da matriz de QAPS. Assim, confirma-se a hipdtese de que o tensoativo compatibilizou a
tensdo superficial no complexo polimérico com a do PDMS, dispersando homogeneamente o

silicio anteriormente aglomerado nas goticulas.

Figura 4.16 — Mapeamento de silicio das membranas flexiveis de quitosana e alginato na

auséncia (QAS) e presenca do tensoativo Poloxamer 188 (QAPS).
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Neste caso, devido ao carater hidrofilico e lipofilico da molécula de Kolliphor® P188,
houve favorecimento da homogeneizacdo entre a solugdo de polissacarideos e o agente
siliconado através da orientacdo das cadeias do surfactante na interface das duas fases
imisciveis. Assim, a vantagem da associagdo de um tensoativo, como é o caso do
Kolliphor® P188, nestes tipos de materiais é a sua funcio de reduzir a tensdo interfacial entre

fases hidrofilicas e hidrofébicas e a estabilizacdo da espuma.

Figura 4.17 — Espectros do mapeamento elementar das membranas flexiveis de quitosana e

alginato produzidas na auséncia (QAS) e na presenca do tensoativo Kolliphor® P188 (QAPS).
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4.2.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Na Figura 4.18 sdao mostrados os espectros obtidos para os polissacarideos,
Silpuran® 2130 A/B e Kolliphor® P188 isolados e também para as membranas flexiveis

contendo ou ndo o agente tensoativo e o siliconado.

Nota-se que os picos caracteristicos dos polissacarideos (1580 e 1600 cm™ para
quitosana e alginato, respectivamente) foram encontrados nos espectros referentes a cada
polissacarideo isolado e, como ja observado anteriormente, os mesmos ficam sobrepostos nas
membranas. As membranas flexiveis também apresentaram os picos caracteristicos do PDMS

(1260 e 1020 cm}).

O que difere esta andlise da anteriormente realizada para as membranas produzidas com
alginato de baixa viscosidade, € a presenca do tensoativo. O Kolliphor® P188 apresenta picos
caracteristicos em 2880 cm™ e 1343 cm™, que correspondem as vibracdes dos estiramentos C-

H e O-H, respectivamente (Ansari et al., 2015), e um pico pronunciado a 1098 cm'l,
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correspondente ao grupo éter alifatico (Wang et al., 2010). Pode-se observar que estes picos
ndo foram encontrados de forma clara nas formulagdes de QAP e QAPS. No entanto, na
membrana de QAP, observa-se uma vibracao na regido de 2880 cm’, 0 que sugere a presenga
do tensoativo. Tendo-se em vista que o tensoativo utilizado ndo € iOnico, que apresenta
solubilidade relativamente elevada em dgua e que as interagdes deste composto com alginato
por ligacOes de hidrogénio sdo relativamente fracas, o mesmo deve ter sido eficientemente

removido do dispositivo durante as etapas de reticulagdo secunddria e de lavagem.

Figura 4.18 — Espectros de absor¢do obtidos por FTIR-ATR dos polimeros isolados e das

membranas preparadas na auséncia e na presenca de Silpuran® 2130 A/B e Kolliphor® P188.
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4.2.4. Espessura das amostras secas e hidratadas

Na Tabela 4.10 sao mostrados os dados obtidos para as amostras secas e umidas das
formulacdes flexiveis, densas ou porosas preparadas com alginato de média viscosidade, antes

e apds exposicdo a dgua a 37 °C por 24 h.

Tabela 4.10 — Espessura das membranas secas e umidas preparadas pela complexacido de
quitosana e alginato de média viscosidade contendo ou nado Silpuran® 2130 A/B e

Kolliphor® P188.

Espessura (mm)

Formulagdo
Amostras secas Amostras umidas
QA 0,046 + 0,005 * 0,293 + 0,001 *
QAS 0,074 + 0,002 * 0,103 + 0,001 °
QAP 0,472 +0,023 ° 0,949 £ 0,014 ¢
QAPS 0,488 + 0,001 ° 0,997 + 0,002 ¢

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).

Nota-se uma alteracdo considerdvel entre as espessuras dos filmes preparados com
alginato de baixa e média viscosidade (Tabelas 4.1 e 4.10, respectivamente). As membranas
produzidas com alginato de baixa viscosidade apresentaram espessura significativamente
maior do que os dispositivos desenvolvidos com alginato de média viscosidade, alcangando

uma diferenca média em torno de 56% para as amostras densas.

Os maiores valores obtidos anteriormente para o alginato de baixa viscosidade, como ja
mencionado, foram devido a utilizag@o do alginato de baixa massa molar (Topico 4.1.3). Ja os
dados de espessura encontrados para as membranas de quitosana-alginato produzidas com
alginato de maior viscosidade se corroboram com os relatados na literatura, os quais
abrangem uma faixa de 0,01 a 0,08 mm (Yan et al., 2000; Wang et al., 2001; Rodrigues et al.,
2008; Pires e Moraes, 2015).

Nao foram encontradas diferencas significativas, pelo teste de Tukey, para as amostras
densas contendo ou ndo Silpuran® 2130 A/B. Este comportamento ndo foi observado por

Pires e Moraes (2015), as quais notaram uma diminui¢do de 78% da espessura para as



108

amostras contendo o PDMS. Segundo as autoras, tal diminuicdo pode ter sido consequéncia
da interacdo da platina do agente siliconado com os grupamentos amina da quitosana,
favorecendo a maior compactagdo do dispositivo. Contudo, uma alternativa para justificar a
hipétese de Pires e Moraes (2015) seria analisar a quantidade de grupos funcionais
disponiveis da quitosana e do alginato associados ou ndo ao agente siliconado. Tal andlise

serd apresentada no topico seguinte.

Tendo-se em vista que no presente trabalho ndo houve diferencas significativas nesta
propriedade quando na presenca de Silpuran 2130® A/B, tanto para as amostras densas quanto
para as porosas, pode-se considerar que tal comportamento foi decorrente da temperatura de
secagem dos dispositivos, sendo utilizadas as temperaturas de 37 °C no presente trabalho e

60 °C por Pires e Moraes (2015).

Sabe-se que o aumento da temperatura eleva a energia cinética das moléculas e também
a mobilidade das cadeias poliméricas (Shamsabadi et al., 2014). Bueno (2015) estudou a
influéncia do aumento da temperatura de secagem de membranas de quitosana-alginato e
notou que houve uma diminui¢c@o na espessura dos materiais de 62% quando na elevacdo de
temperatura de 37 para 60 °C. Adicionalmente, a temperatura para a gelificacio maxima do
Silpuran® 2130 A/B alcanga cerca de 70°C (Wacker Silicones, 2014), neste caso,
possivelmente a temperatura utilizada por Pires e Moraes (2015) auxiliou, em maior
propor¢do, a aproximacdo entre as cadeias de siloxano do gel de silicone e,
consequentemente, na maior compactacio da membrana. Contudo, uma alternativa para
justificar tal suposi¢do seria avaliar o comportamento do PDMS a partir do aumento da

temperatura.

Como esperado, as amostras imidas apresentaram maior espessura quando comparadas
aquelas no estado seco. Contudo, nota-se que a formulac@o densa e umida contendo o agente
siliconado (QAS) mostrou-se menos espessa que o filme livre do mesmo (QA). Tal
comportamento é justificado pela hidrofobicidade do Silpuran® 2130 A/B, que dificulta o

contato da matriz polimérica com as solucoes (Pires e Moraes, 2015).

Devido a maior proporcdo de espacos vazios, as membranas contendo o tensoativo
(QAP e QAPS) apresentaram espessuras significativamente maiores que as densas,
observando-se que a adi¢do do agente siliconado nao alterou tal propriedade. Membranas
porosas de quitosana-alginato sdo relatadas na literatura com espessura média de 0,45 mm
(Bueno e Moraes, 2011; Bueno et al., 2014) e tais dados corroboram com o presente trabalho.

Nota-se, no entanto, que a presenga do PDMS (QAPS) aumentou em 5% a espessura do
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dispositivo imido quando comparado a formula¢do imida na auséncia do mesmo (QAP). Isto
se deve a presenca conjunta do tensoativo, que auxiliou na homogeneidade da mistura
polimérica, proporcionando assim valores nao muito discrepantes. Desta forma,
possivelmente, a presenca de Silpuran® 2130 A/B auxiliou na melhoria da flexibilidade das
cadeias poliméricas e, tendo-se em vista que seu carater apolar foi minimizado pela presenca

de surfactante, a acomodagdo de moléculas de dgua foi favorecida.

4.2.5. Deteccdo de grupamentos amina e carboxilico livres nas membranas

A fim de quantificar de forma indireta os grupamentos amina e carboxilico livres nas
membranas de quitosana-alginato (QA) contendo ou nio Silpuran® 2130 A/B (QAS) e
Kolliphor® P188 (QAP) separadamente ou em conjunto (QAPS), foram utilizados os corantes
de cargas opostas azul de metileno (carregado positivamente) e o rosa de bengala (carregado
negativamente) para a detec¢do dos grupos carboxilicos residuais do alginato e amina da

quitosana nao ligados entre si, respectivamente.

Na Figura 4.19 sdao mostrados os aspectos e morfologias das formula¢des ndo coradas e
coradas com rosa de bengala (RB) e azul de metileno (AM). Aparentemente, em todas as
formulacdes a coloracdo rosa aparece de forma mais intensa, sugerindo maiores quantidades
de grupamentos amina livres. Contudo, ha a necessidade de confirmar tal andlise com maior
precisao, mesmo que de forma indireta. Neste sentido, foi também mensurada por
espectrofotometria a absorbancia dos corantes RB e AM, nos comprimentos de onda de 560 e
620 nm, respectivamente. Na Figura 4.20 sdo mostrados os valores de absorbancia de ambos

Os corantes para cada uma das amostras.

Em geral, nota-se que ha uma maior quantidade de grupamentos amina (corados com
rosa de bengala) do que de carboxilicos (corados com azul de metileno) para todas as
formulac¢des, como também observado visualmente na Figura 4.19. Isto pode ser justificado
pela massa molar dos polissacarideos utilizados, tendo-se em vista que a quitosana € o
alginato apresentam massa molar de 1,26 x 10° e 9,11 x 10* g/mol, respectivamente. Logo,
ainda que utilizando a mesma propor¢ao em massa dos polissacarideos (1:1) para a confeccao
dos dispositivos, hd um maior nimero de moléculas de quitosana do que de alginato, com
uma diferenga aproximada de 7%. Segundo os dados obtidos, a diferenca entre a quantidade
dos grupamentos carboxilicos e aminas remanescentes para todas as amostras variaram em

torno de 6,5 a 7%, o que concorda com a hipétese relacionada as massas molares.
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Figura 4.19 — Aspecto visual e morfoldégico das membranas de quitosana-alginato contendo
ou nao Silpuran® 2130 A/B e/ou Kolliphor® P188, separadamente coradas ou ndo com rosa de

bengala (RB) e azul de metileno (AM).
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Como mencionado anteriormente, Pires e Moraes (2015) produziram membranas de
quitosana-alginato contendo Silpuran® 2130 A/B e notaram diminuicdo significativa na
espessura dos dispositivos quando na presenga do agente siliconado. As autoras justificaram
tal comportamento pela interacdo entre a platina contida no PDMS com os grupamentos

amina da quitosana, auxiliando assim na compactacdo do material. No entanto, a andlise de
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deteccao dos grupamentos funcionais remanescentes dos polissacarideos realizada no presente
trabalho mostrou que ndo hd diminui¢do da quantidade de grupamentos amina livres quando
na presenca de Silpuran® 2130 A/B. Em contrapartida, observam-se maiores quantidades de

tais grupos quando na presenca de PDMS, com aumento expressivo de 26%.

Figura 4.20 — Valores de absorbancia para as formulac¢des coradas com azul de metileno

(AM) e rosa de bengala (RB).
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Desta forma, pode-se constatar que a diferenca significativa encontrada por Pires e
Moraes (2015) pode ser decorrente da maior temperatura de secagem do dispositivo (60 °C), a
qual, devido a maior aproximacdo da temperatura de geleificacdo do agente siliconado (70

°C), auxiliou em maior propor¢cdo a compactacao das cadeias de siloxano.

Em geral, a presenca de Silpuran®2130 A/B (QAS) e Kolliphor® P188 (QAP)
aumentam em média 25 e 17%, respectivamente, a propor¢do dos grupos funcionais
disponiveis dos polissacarideos. Possivelmente, a presenca das cadeias do agente siliconado e
do tensoativo entre as cadeias do PEC de quitosana-alginato bloqueiam estericamente as
interacOes eletrostdticas. Nota-se, portanto, que a presenca conjunta do gel de silicone e do
surfactante (formulagdo QAPS) influencia na disponibilidade dos grupamentos remanescentes

dos polissacarideos, contudo, ndo contribui para a desestabilizacao estrutural do dispositivo.
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Isto se deve a homogeineidade entre os polissacarideos em suspensdo com o agente siliconado

através da orientac@o das cadeias do tensoativo na interface das duas fases imisciveis.

4.2.6. Capacidade de absorcdo de fluidos fisiolégicos pelas membranas

Na Tabela 4.11 sdo mostrados os dados obtidos para absor¢do de fluidos pelas
membranas de quitosana e alginato de média viscosidade contendo ou ndo o agente siliconado
e 0 porogénico apds exposi¢do a dgua, tampao fosfato salino (PBS) e solugdo salina (SS) por

24 horas.

Tabela 4.11 — Intumescimento das membranas preparadas pela complexacdo de quitosana e

alginato de média viscosidade contendo ou ndo Silpuran® 2130 A/B e Kolliphor® P188.

Absorcdo (g/g)

Formulag¢do
SAgua Sras Sss
QA 4,95 +0,91* 16,66 + 2,81 ** 1397 +1,4 %
QAS 1,66 + 0,26 ** 15,46 + 0,38 *® 13,06 + 0,69 *®
QAP 22,31 +0,69 ** 27,26 + 1,46 *® 29,81 +0,81 ™
QAPS 32,85 +3,69 32,18 0,78 31,85 + 0,98 **

Mesma letra mindscula na mesma coluna e mesma letra maidscula na mesma linha indicam que ndo hd
diferencas significativas entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confianca 95%).

O intumescimento ou a capacidade de absor¢dao das membranas densas (QA e QAS)
variou de cercade 2 a 5 g/g em 4gua, 13 a 14 g/gem SS e 15 a 17 g/g em PBS. Apesar da
menor tendéncia em absorver solucdes pelas membranas de QAS, nao foi verificada diferenca
significativa sobre os valores obtidos pelo teste de Tukey quando na presenca de

Silpuran®2130 A/B.

Ao contrario do comportamento observado anteriormente para os dispositivos
preparados com alginato de baixa viscosidade frente a exposi¢ao a PBS, os filmes preparados
com alginato de média viscosidade permaneceram estdveis quando expostos a este fluido.
Neste caso, possivelmente, a proporcao de fons cédlcio quelatados pelos ions fosfato foi menor
pelo maior tamanho das cadeias de alginato, as quais apresentam mais disponibilidade de
sitios para interagdo com o cdlcio e também pontos de interacdo com o fluido (Bertran e

Bondmeir, 2012). Os valores obtidos para absor¢do de PBS sdo similares aos encontrados por
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Bueno et al. (2014), que alcangaram absorcdo por volta de 15 e 20 g/g para membranas

densas e porosas, respectivamente.

Nota-se ainda que ndo houve diferencas estatisticas significativas para a absor¢do de
PBS e SS pelas amostras. Como mencionado anteriormente, a presenca de ifons nas solucdes
pode desestabilizar as interacdes eletrostaticas entre os polissacarideos e as dos fons célcio
com alginato, substituindo-os e, com isto, propiciando um aumento das interagdes polimero-
dgua, consequentemente, elevando a capacidade da matriz polimérica de absorver fluidos

(Mallepalli et al., 2013).

Como esperado, os filmes porosos apresentaram maior absor¢do de fluidos quando
comparado as membranas densas. No entanto, nota-se uma particularidade quanto a
capacidade de absorcdo das formulacdes contendo o tensoativo e o agente siliconado em
conjunto (QAPS), tendo-se em vista que tal filme absorveu as maiores quantidades de

solugdes, alcancando uma média de 32 gramas de fluidos por grama de polimero.

4.2.7. Perda de massa das membranas quando expostas a fluidos fisiologicos

Na Tabela 4.12 sdo mostrados os resultados para a perda de massa das distintas

formulacdes apds exposicao por 7 dias em dgua, PBS e SS a temperatura de 37 °C.

Tabela 4.12 — Estabilidade das membranas preparadas pela complexacdo de quitosana e

alginato de média viscosidade contendo ou ndo Silpuran® 2130 A/Be Kolliphor® P188.

Perda de massa (%)

Formulacdo
Ligua Lpps Lss
QA 6,69 + 0,34 ** 11,93 £ 1,60 *® 11,71 £ 1,258
QAS 2,50 +0,31 " 8,52 +1,45" 4,62 +0,82 ¢
QAP 12,27 +0,11 <* 15,96 +0,17 8 14,65 + 0,49
QAPS 6,87 £ 0,63 *® 8,83 +0,55 8,47 +0,58 44

Mesma letra mindscula na mesma coluna e mesma letra maidscula na mesma linha indicam que ndo hi
diferencas significativas entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confianca 95%).

Nota-se que, de modo geral, as formula¢des foram mais estiveis em dgua do que em
PBS e SS, variando em torno de 2 e 13 % de perda de massa em dgua. Isto pode ser

correlacionado aos resultados obtidos para absor¢do, tendo-se em vista que todas as amostras
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intumesceram menos em dgua. Como mencionado anteriormente, quanto menor a capacidade
de absorver um fluido, menor serd o afastamento entre as cadeias poliméricas e,
consequentemente, menor serd a solubilizacdo do PEC (Bueno, 2010). Maior estabilidade em
dgua foi também observada por Bierhalz e Moraes (2016) para as membranas produzidas com

alginato de baixa viscosidade (Tabela 4.3).

As membranas densas contendo PDMS (QAS) foram consideradas as mais estaveis
dentre todas as formulacgdes, apresentando médxima perda de massa de 2, 5 e 8% em 4gua, SS
e PBS, respectivamente. Tal comportamento era ja esperado devido a maior hidrofobicidade
que a presenca do gel de silicone propicia a matriz polimérica. Nesta mesma perspectiva,
observa-se que a presenca de Silpuran® 2130 A/B exerce o mesmo efeito quando na presenca
conjunta com Kolliphor® P188 (QAPS), constatando-se valores menores de perda de massa
quando se compara a formulacao preparada somente com o tensoativo (QAP). Nota-se, que a
formulacdo QAPS apresenta os maiores valores de absor¢c@o para todos os fluidos testados.
Neste caso, possivelmente, a maior absorcdo ndo se deve somente a melhora na
homogeneidade da mistura, mas também a maior flexibilidade das cadeias poliméricas. Desta
forma, a presenca do agente siliconado contribui positivamente para o aumento da

estabilidade do material que, mesmo com a homogeneizacio pela presenca de Kolliphor®

P188, ainda apresenta efeito hidrofébico no dispositivo.

Os dados de perda de massa das membranas produzidas com alginato de média
viscosidade obtidos no presente trabalho mostraram maiores estabilidades das formulacdes
frente aos valores obtidos na literatura, tanto para as membranas densas que apresentam perda
de massa entre 9 e 21% (Rodrigues et al., 2008; Bueno et al., 2014; Pires e Moraes, 2015)
quanto para as formulagcdes porosas que variam em torno de 20 e 30% (Bueno et al., 2014;
Bierhalz e Moraes, 2016). Tal diferenca pode ser decorrente das modificacdes do
processamento e das matérias-primas. Bueno et al. (2014) produziram membranas densas e
porosas de quitosana-alginato, no entanto, a etapa de ajuste de pH e secagem (temperatura)
foram distintas das utilizadas no presente trabalho, tendo-se em vista que no referido trabalho
as membranas apresentavam pH em torno de 5,3 e foram secas a 60 °C. Além do mais, os
lotes das matérias-primas, como alginato e o tensoativo, ndo foram similares. Bierhalz e
Moraes (2016) produziram formulacdes densas e porosas utilizando os mesmos lotes de
polimeros, no entanto, a neutralizacdo dos dispositivos foi realizada com concentracdo de

NaOH de 1M, o que levou a um maior volume de tal solu¢do no complexo polimérico. Assim,
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apesar dos dados apresentarem valores proximos, modificacdes tanto no processamento

quanto nos reagentes utilizados podem exercer influéncia nas propriedades do material.

Como conclusdo dos dois dltimos tépicos (itens 4.2.6 € 4.2.7), pode-se assumir que as
membranas de QA e QAS sdo adequadas para aplicacdes em feridas de moderada exsudagao.
Ja as formulacdes porosas (QAP e QAPS) seriam mais propicias para aplicacdo em lesdes
altamente exsudativas. Todas os dispositivos desenvolvidos apresentaram alta estabilidade
com, no maximo, 15% de perda de massa apds 7 dias de exposi¢do aos fluidos. Logo, os
mesmos podem ser utilizados por esse periodo sem a necessidade de remoc¢ao. Além do mais,
devido a alta porosidade resultante da introdu¢do do tensoativo na formulacdo, tais

dispositivos podem auxiliar no crescimento celular, atuando assim como scaffolds.

4.2.8. Sorcdo de vapor d’dgua

Na Figura 4.21 s3o mostradas as cinéticas de sor¢do de vapor d’agua das membranas
produzidas com alginato de média viscosidade (QA), na presenca de Kolliphor® P188 (QAP),
do agente siliconado Silpuran® 2130 A/B (QAS) ou de ambos (QAPS). Todas as formulacoes
apresentaram equilibrio em torno de 8 horas, com excecdo da membrana de QA que alcangou
o equilibrio a partir de 4 horas de ensaio. Logo, a presenca do tensoativo e do agente
siliconado, separadamente ou em conjunto, alterou o comportamento cinético de tal
propriedade, possivelmente devido a presenca de maior massa polimérica total no dispositivo

2
por cm”.

Nota-se que as membranas porosas apresentaram maiores taxas de sor¢do de vapor
d’4gua, alcancando cerca de 25% e 21% para QAP e QAPS, respectivamente. Os maiores
valores de sorcdo de dgua para membranas porosas também foram observados por Bueno et
al. (2016) que produziram filmes com diferentes propor¢des de tensoativo (2 € 10% com
relacdo a massa de polissacarideo) e notaram que quanto maior a porosidade, ou seja, quanto
maior a propor¢do de surfactante utilizada durante a preparacdo da membrana, maior a taxa de
sorcao de vapor d’agua. Os autores atribuiram tal comportamento ao maior espago disponivel

para acomodac¢do das moléculas de dgua.

Ja as membranas densas apresentaram valores inferiores as porosas, porém os dados
obtidos corroboram os reportados na literatura para membranas densas de quitosana-alginato,
em torno de 15,5% (Bueno et al., 2016), e também para os valores obtidos para as

formulacdes produzidas com alginato de baixa viscosidade (Tabela 4.6), as quais
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apresentaram uma média de 16%, tanto na presenga quanto na auséncia do agente siliconado.
Além do mais, € possivel notar que a presenca do agente siliconado (QAS), neste caso,
influenciou na sor¢do de vapor d’agua com uma diminui¢do de 26% quando comparada a
formulacdo densa preparada na auséncia de Silpuran® 2130 A/B (QA). Esta diminui¢io na
capacidade de sorver vapor de dgua deve-se a hidrofobicidade do agente siliconado, fato este

jé discutido anteriormente.

Figura 4.21 — Cinética de sorcdo de vapor d’dgua das membranas de quitosana e alginato
(QA) contendo o tensoativo Kolliphor® P188 (QAP), o agente siliconado Silpuran® 2130 A/B
(QAS) ou ambos (QASP).
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4.2.9. Propriedades mecdnicas

Na Tabela 4.13 s@o mostrados os valores de tensdao na ruptura, alongamento na ruptura e
modulo de Young das membranas preparadas com alginato de média viscosidade, na auséncia

ou presenca de tensoativo (QAP), agente siliconado (QAS) ou ambos em conjunto (QAPS).

Os dados de tensdo na ruptura mostram que as formula¢des produzidas com alginato de
média viscosidade apresentaram uma melhora significativa quando comparadas aos

dispositivos desenvolvidos com alginato de baixa viscosidade (Tabela 4.5), notando-se um
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aumento de 89% para membranas de QA e de 73% para as de QAS. Nesta mesma
perspectiva, Bierhalz e Moraes (2016) compararam membranas de quitosana complexada com
alginato de baixa viscosidade e de média viscosidade, com diferentes razdes madssicas dos
polissacarideos, e notaram aumento significativo de 45% para as formulagdes de maior

viscosidade.

Tabela 4.13 — Propriedades mecanicas das membranas preparadas pela complexacdo de
quitosana e alginato de média viscosidade na presenca ou nio de Silpuran® 2130 A/B e

Kolliphor® P188.

Tensdo na ruptura Alongamento na Moédulo de Young
Formulagdo
(MPa) ruptura (%) (MPa)

QA 30,30 2,16 * 2,83+0,81° 22,68 £2,92
QAS 45,73 +3,47° 4,65+1,03° 16,76 + 1,62 °
QAP 3,88+0,59° 2,15+£0,28"* 1,52+0,30°

QAPS 10,73 0,76 ¢ 2,41 £0,55° 0,60 + 0,09 ¢

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).

Como esperado, as formulacOes porosas apresentaram estrutura mais fragil e,
consequentemente, tensdo na ruptura inferior as densas. Tal comportamento foi também
relatado por Bierhalz e Moraes (2016) e Bueno et al. (2014) para membranas de quitosana-
alginato e por Bellini er al. (2012) para membranas de quitosana-xantana. No entanto,
observa-se que a presenga do agente siliconado aumentou em 64% tal propriedade, o que
contribui positivamente para as formulagdes. Desta forma, os valores obtidos para as
membranas de QA, QAS e QAPS estdo dentro dos requisitos bdsicos para utilizacio como
curativos para lesdes de pele, tendo-se em vista que sdo compativeis com a tensdo deste

tecido, que varia de cerca de 5 a 30 MPa (Evans et al., 2013).

Tendo-se em vista que o alongamento na ruptura da pele sadia varia em torno de 35 a
115% (Khan e Ahmad, 2013), os dispositivos produzidos no presente trabalho nao
apresentaram valores adequados para esta propriedade quando secas. Os dados obtidos
corroboram os relatados na literatura para membranas de quitosana e alginato (Yan et al.,
2000; Rodrigues et al., 2008; Bueno e Moraes, 2011; Bueno et al., 2014; Pires e Moraes,

2015; Bierhalz e Moraes, 2016). Desta forma, nao se recomenda a aplicagdo de membranas
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secas em feridas localizadas em regides altamente articuladas.

Nota-se que a presenca do agente siliconado diminuiu o médulo de Young das
formulacdes, confirmando que o PDMS auxilia positivamente na melhora da flexibilidade das
membranas de quitosana-alginato. Como mencionado anteriormente, o mddulo eléstico
(médulo de Young) da pele pode variar entre 0,02 e 57 MPa. Logo, todas as formulagcdes
desenvolvidas apresentam valores dentro da faixa requerida em condi¢des de umidade em

equilibrio com a do ambiente (40%).

Na Tabela 4.14 mostra-se, de forma sumarizada, as caracteristicas mais relevantes das
membranas produzidas com alginato de baixa e média viscosidade desenvolvidas no presente

trabalho.

Tabela 4.14 - Comparacdo das caracteristicas das membranas de quitosana e alginato de baixa
(BV) e média viscosidade (MV) produzidas neste trabalho contendo ou nao 0,10 g do agente

siliconado Silpuran® 2130 A/B e 0,10 g tensoativo Kolliphor® P188 por grama de

polissacarideos.
Alginato BV Alginato MV

Caracteristicas

QA QAS QAP QA QAS QAP QAPS
Aspecto da matriz denso  denso denso denso denso  poroso  poroso
Espessura (mm) 0,11 0,16 NR 0,046 0,074 0,472 0,488
Absorcao de PBS (g/g) - 24

NR NR NR 16,66 15,46 27,26 32,18
horas
Perda de massa (%) NR NR NR 11,93 5,52 15,96 8,83

Sorg¢do de vapor d’agua (%) 14,60 17,15 NR 18,58 13,75 24,99 21,43

Tensao na
3,41 12,13 NR 30,30 45,73 3,88 10,73
ruptura (MPa)

Propriedades Alongamento
5,94 4,73 NR 2,83 4,65 2,15 2,41
mecanicas  na ruptura (%)

Médulo de
Young (MPa)

2,43 1,81 NR 22,68 16,76 1,52 0,60

NR: ensaio nio realizado
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Os dispositivos apresentaram propriedades promissoras para uso como curativos, sendo
as formulagdes produzidas com alginato de média viscosidade as que exibiram os melhores
resultados quanto a capacidade de absorcdo, estabilidade e propriedades mecanicas. Uma
possivel alternativa para a aplicagdo destas membranas seria no campo odontolégico como,
por exemplo, barreira de regeneracdo de tecidos gengivais, mucosas € mesmo de tecidos
duros, devido a capacidade de absorver fluidos e a degradabilidade previsivel dos materiais,
caracteristicas estas primordiais na confec¢do de biomembranas odontoldgicas (Song et al.,
2014; Costa et al., 2016). Contudo, estudos detalhados sobre a capacidade destas membranas
flexiveis, densas e porosas de auxiliarem na reparacdo tecidual, como na promoc¢dao de
regeneracdo 6ssea de forma previsivel, sdo necessdrios para se analisar a factibilidade de tal

aplicacdo (Costa et al., 2016).

Uma vez que os valores obtidos de praticamente todas as caracterizagdes das
membranas produzidas com alginato de média viscosidade foram satisfatérios do ponto de
vista de aplicagdo como curativos, foi incorporado as membranas flexiveis, densas e porosas,
o extrato padronizado da planta Arrabidaea chica Verlot. Adicionalmente, uma alteracdo foi
realizada durante o processamento dos materiais a partir deste ponto. Uma vez que apds a
etapa de secagem as formulacdes apresentavam odor de dcido acético, mesmo apds a
neutralizacdo, a proporcdo de 4cido acético na solugdo de quitosana foi diminuida para

1% (vIv).

4.2.10. Efeito da adigcdo de diferentes concentracdes do extrato de Arrabidaea chica Verlot

nas caracteristicas das membranas de quitosana-alginato

Neste topico sdo apresentados os resultados referentes as caracteristicas das membranas
preparadas com alginato de média viscosidade (além dos outros polimeros) contendo o extrato
padronizado da planta Arrabidaea chica Verlot. Tendo-se em vista que ndao ha relatos na
literatura sobre a incorporacdo deste extrato em membranas poliméricas, pretendeu-se
analisar, inicialmente, o efeito da adi¢do de diferentes proporc¢des (33,3, 66,7, 100,0 e 133,3
mg de extrato por grama de quitosana-alginato) de extrato de A. chica nas caracteristicas das
matrizes de quitosana-alginato (QA). O extrato dissolvido em 1 mL de etanol foi diretamente
adicionado a mistura de polimeros na fase de producdo das membranas. As amostras foram

caracterizadas de acordo com o diagrama mostrado na Figura 4.22.
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Apo6s a andlise dos dados, a propor¢do que apresentou o melhor desempenho quanto a
quantidade liberada em solucdo foi selecionada para incorporacdo nas demais formulagdes
(QAS, QAP e QAPS) pelo mesmo método, a fim de avaliar as caracteristicas de liberagao das
distintas matrizes, assim como a influéncia do agente siliconado e do tensoativo
separadamente e em conjunto na cinética de liberacdo. Para tal, monitorou-se a concentracao

das antocianinas totais, que absorvem luz a 470 nm.

Figura 4.22 — Diagrama das caracterizacdes das membranas de quitosana e alginato contendo

diferentes concentragdes do extrato de Arrabidaea chica Verlot.

Aspecto

Morfologia

Espessura e absorcéo em PBS

Eficiéncia de incorporacao

Cinética de liberacéao

4.2.10.1.Aspecto das membranas de quitosana-alginato contendo distintas concentracoes do

extrato de Arrabidaea chica Verlot

Na Figura 4.23 s@o mostrados os aspectos visuais e morfolégicos das membranas de
quitosana-alginato produzidas na presenca do extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot
nas proporcdes de 33,3, 66,7, 100,0 e 133,3 mg de extrato por g dos polissacarideos Q e A .

As amostras foram denominadas como QAj333, QAes.7, QA1000 € QA1333.

O extrato de A. chica é fonte de antocianinas (pigmentos) denominadas carajurina e
carajurona. Estes pigmentos insoliveis apresentam colora¢do vermelho-escuro ou vermelho-
tijolo (Aro et al., 2013; Medina, 2014). Desta forma, pode-se observar que as membranas
contendo o extrato apresentaram tal coloracdo que tende ao vermelho. Nota-se ainda que,
visualmente, a0 aumentar a concentragdo do composto, a cor avermelhada se intensifica

gradualmente. Adicionalmente, apesar da transparéncia dos materiais ser afetada com o
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aumento da concentragdo do composto bioativo, ainda € possivel considerar que todos os
dispositivos apresentaram transparéncia suficiente para permitir inspecionar a ferida a ser

tratada sem a remocao do curativo.

Figura 4.23 — Aspecto visual e morfolégico das membranas de quitosana-alginato produzidas
na presenca do extrato de Arrabidaea chica Verlot nas propor¢des 33,3, 66,7, 100,0 e

133,3 mg/g.

A

QA;;;
E

QA4 7
|

QA ;40,0
N
QA,;;; ‘

As morfologias de superficie e secc@o transversal das amostras mostram que a presenca
de A. chica ndo exerceu alteracdes significativas na estrutura das membranas, que
permaneceram com aspecto homogéneo e estrutura lamelar. Além do mais, nota-se que o
extrato ficou adequadamente disperso em forma solivel na matriz polimérica, tendo-se em
vista que nao foi possivel visualizar agregados do extrato nas membranas. Uma vez que o
extrato padronizado de A. chica € praticamente insolivel em dgua, esta homogeneidade em
sua distribui¢cdo se deve a boa dissolucdo do composto em etanol anteriormente a sua adicao

ao complexo polimérico e potencialmente a sua interagdo com componentes na matriz.
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4.2.10.2. Espessura e capacidade de absor¢cdo em PBS das membranas de quitosana-alginato

contendo distintas concentracoes do extrato de Arrabidaea chica Verlot

Na Tabela 4.15 sdo mostrados os valores obtidos para espessura e absor¢ao em PBS das
membranas de quitosana-alginato (QA) contendo distintas formulagdes do extrato de

Arrabidaea chica Verlot.

Tabela 4.15 — Espessura e absor¢do das membranas de quitosana-alginato contendo o extrato

diferentes propor¢des do extrato de Arrabidaea chica Verlot.

Formulacdo Espessura de amostras secas (mm) Capacidade de absorcdo (g/g)
QA333 0,059 + 0,004 * 21,32+0,24 "
QAg67 0,060 + 0,005 * 21,68+0,11°
QA000 0,061 + 0,006 * 21,99 +0,12*°
QAis33 0,080 % 0,006 ° 28,82 +0,18°

Mesma letra na mesma colina indica que ndo h4 diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).

As membranas apresentaram espessuras entre 0,06 e 0,08 mm, sendo a unica diferenca
estatistica encontrada para a formulacdo preparada na presenca da maior quantidade de A.
chica (QAj333). Apesar da homogénea distribui¢io do composto pela matriz de quitosana-
alginato, nota-se um aumento na espessura em torno de 70% para a formulacao de 133,3 mg/g
de A. chica quando comparada as outras (Tabela4.10). Desta forma, apesar da prévia
dissolu¢do do composto, a presenca do extrato exerceu influéncia nesta propriedade devido ao
maior aumento percentual da massa contida no dispositivo, tendo-se aumento de 3,23; 6,25;
9,09 e 11,76% para as propor¢cdes de 33,3, 66,6 e 100,0 e 133,3 mg/g de A. chica,

consequentemente.

Os valores de absor¢cdo em PBS, também mostrados na Tabela 4.15, indicam o mesmo
comportamento estatistico observado para os dados de espessura, em que a diferenca
significativa encontrada foi para a formulaciao de QA 33 3. Em geral, as membranas preparadas
na presenca de distintas concentracOes de extrato apresentaram absor¢do em torno de 21 e
29 gramas de PBS por grama de polimero. Os resultados obtidos sdo superiores aos
apresentados na Tabela 4.11 para a formulacdo de QA, a qual alcangou absorcio méxima

nesse fluido de 17 g/g. Como ja mencionado anteriormente, geralmente, as quantidades de
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fluidos absorvidos pelas membranas podem ser diretamente relacionadas a espessura, tendo-se
em vista que quanto maior a espessura maior serd a capacidade do material em absorver as
solucdes em que foram expostos, em decorréncia do maior afastamento das lamelas e da
propria presenga de outros compostos adicionados a formulacdo das membranas que sejam

capazes de se associar a solucao.

4.2.10.3.Eficiéncia de incorporagdo de distintas concentragcoes do extrato de Arrabidaea

chica Verlot nas membranas de quitosana-alginato

Na Tabela 4.16 s@o mostrados os valores de eficiéncia de incorporagdo de extrato
adicionado a mistura das membranas nas propor¢des de 33,3, 66,6 e 100,0% e 133,3 mg/g,
avaliados considerando as antocianinas totais como compostos de referéncia (repérteres) no
extrato, devido a sua elevada absor¢@o de luz a 470 nm . A eficiéncia de incorporagdo foi,
portanto, calculada através das medidas de absorbancia a 470 nm das solu¢des de lavagem das

membranas como explicado no item 3.2.16.

Tabela 4.16 — Eficiéncia de incorporagdo das distintas propor¢des do extrato de Arrabidaea

chica Verlot incorporado nas membranas de quitosana-alginato.

.. ) Eficiéncia de
Massa de extrato adicionado Massa de extrato incorporado

. e . ~

ormulagao por membrana (mg) por membrana (mg) 1ncor(;(>70;aga0
0

QAs3;3 30 24,13 £0,05° 80,43 0,16 °

QAc6.7 60 50,16 +1,34° 83,61 +2,24°"

QAi000 90 78,97 +1,40°¢ 87,74 £1,55°¢

QAi333 120 105,21 + 1,36 ¢ 87,67+1,13°

Mesma letra na mesma colina indica que ndo hé diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).

Em geral, os valores de eficiéncia de incorporacdo do extrato foram altos, variando de
cerca de 80 a 88%, sendo as propor¢oes de 100,0 e 133,3 mg/g as que apresentaram o0S

maiores valores.

A andlise estatistica pelo teste de Tukey sugere que hd uma tendéncia no aumento da

massa do extrato incorporado com o aumento da massa do composto adicionado. No entanto,
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as formulagdes com proporcao inicial de 100,0 e 133,3 mg/g de A. chica ndo apresentaram
diferencas significativas entre si quanto a eficiéncia de incorporagdo. Tendo-se em vista que a
planta Arrabidaea € rica em taninos, os quais sdo compostos fendlicos que possuem a
capacidade de se ligarem fortemente a outras moléculas, pode-se supor que houve uma
interacdo, possivelmente por pontes de hidrogénio, entre os taninos e os polissacarideos da
membrana. Além do mais, as moléculas de carajurina e carajurona apresentam potencial para
realizar ligacdes de hidrogénio, uma vez que apresentam 6 e 7 regides para este tipo de
interacdo, respectivamente (PubChem, 2017). Desta forma, tais caracteristicas de possiveis
interacOes podem auxiliar fortemente na retencdo dos componentes do extrato na matriz
polimérica, sendo que para propor¢des proximas a 100,0 mg/g de extrato pode ter ocorrido

saturagdo do sistema.

4.2.10.4.Cinética de liberacdo das distintas concentracoes do extrato de Arrabidaea chica

Verlot nas membranas de quitosana-alginato

A fim de verificar se as membranas de quitosana-alginato (QA) produzidas contendo
distintas concentracdes do extrato padronizado de A. chica s@o capazes de liberar seus
componentes para uso tépico, foi realizado o estudo da cinética de liberacdo do extrato em
meio que simula o ambiente fisiologico (PBS). Tendo-se em vista que o extrato €
praticamente insoluvel em dgua, foi adicionado ao meio de liberacdo 20% (v/v) de etanol. O
estrato corneo é uma estrutura semipermeédvel que permite a passagem seletiva de diferentes
compostos. Uma vez que apresenta alto teor lipidico no espacgo intercelular, o estrato corneo
exibe também cardter hidrofébico. Da mesma forma, as matrizes lipidicas estdo presentes ao
redor das células como, por exemplo, em forma de uma matriz circundante e na membrana
celular. Desta forma, quando um farmaco hidrofébico € administrado topicamente, a sua
difusdo para a rede sanguinea se deve a sua particdo entre as partes hidrofébicas do tecido
(Klaassen e Watkins, 2012). Contudo, este processo acontece por etapas, sendo que o
composto bioativo precisa, primeiramente, atravessar o extrato cérneo, seguido da difusdo
através dos lipidios que circundam as células e, posteriormente, da membrana celular. Neste
sentido, a adi¢do de etanol ao meio de liberacdo € uma alternativa que pode simular tais

fragcdes hidrofébicas contidas no tecido.

Na Figura 4.24 sdao mostrados os resultados da cinética de liberacdo do extrato
padronizado de A. chica (expressos com base na medida das antocianinas totais) a partir das

membranas de QA. Na Tabela 4.17 estdo indicadas as concentragdes finais atingidas no
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equilibrio para cada formulagdo testada, assim como as porcentagens de extrato liberado apds

8 € 48 h de ensaio.

Figura 4.24 — Cinética de liberagdo das membranas de quitosana-alginato preparadas nas
propor¢des de 33,3, 66,7, 100,0 e 133,3 mg/g do extrato de Arrabidaea chica Verlot nas
membranas. Resultados expressos em microgramas de agente ativo por miligrama de

polissacarideos (A) e em microgramas de agente ativo por mililitro de solugdo receptora (B).
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Tabela 4.17 — Fracdo do extrato de Arrabidaea chica Verlot liberado pelas membranas apds 8

e 24 horas de ensaio e tempos aproximados para se atingir o platd de equilibrio na liberacao.

Formulagio Tempo .para. atingir o .Frag:ﬁo do extrato . Fracdo do extrato
equilibrio (h) liberado (%) em 8 h  liberado (%) em 48 h
QA333 4 1,83 £0,18 * 2,18 £0,09 *®
QAsg6.7 4 3,57 £ 0,00 %A 3,40 £0,24 ™A
QAi000 8 6,18 £ 0,29 A 6,29 + 0,25
QAi333 8 5,76 0,38 “* 587 £0,26

Mesma letra mindscula na mesma coluna e mesma letra maidscula na mesma linha indica que nio h4 diferenca
significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confianga 95%).

Observa-se que para as concentracdes de 33,3 e 66,7 mg/g o equilibrio foi atingido ja
nas primeiras horas de ensaio (4 horas). Ja para as amostras contendo 100,0 e 133,3 mg/g de
extrato, o equilibrio foi alcancado praticamente apds 8 horas de ensaio. Nota-se uma
tendéncia de aumento na fracdo de extrato liberado com o aumento da concentragdo do
extrato de A. chica, observando-se que as formulagdes contendo 100,0 e 133,3 mg/g do
composto ndo apresentaram diferencas significativas entre si, alcancando em torno de 6% de

eficiéncia de liberacdo.

De acordo com Bueno (2015), o fato de uma matriz polimérica ndo liberar a totalidade
do composto bioativo incorporado pode ser uma alternativa atraente. Tendo-se em vista que
parte do extrato ficou retido na matriz de QA, o mesmo pode agir também como reservatorio

do agente bioativo durante o contato com a ferida.

Nota-se que as formulacOes preparadas nas duas menores razdes massicas
extrato/polissacarideo atingem muito rapidamente o equilibrio, além de disponibilizarem
menor quantidade de ativos em solu¢do. O desempenho das formulacdes preparadas nas
razdes mdssicas mais elevadas, por outro lado, é aproximadamente igual, tanto em termos do
tempo de liberacdo continua quanto das concentracdes de extrato atingidas na solucdo
receptora. A formulacdo QA mostra-se como potencialmente a mais atrativa dentre as
testadas, pois envolve menor dispéndio de extrato por quilograma de polissacarideo para levar
aos mesmos resultados favordveis que a formulacio QA;333. Entretanto, esta conclusdo
parcial deve ser também analisada frente a concentragcdo desejdvel de agente ativo liberado na
lesdo, concentracdo esta que resulte no fechamento da lesdo e que ndo seja irritante ou

citotoxica ao paciente.
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N3ao h4 relatos na literatura sobre a efetividade de liberacdo do extrato padronizado de
A. chica incorporado em membranas poliméricas. H4, no entanto, dados de veiculacdo do
extrato na forma de solugdo (Jorge et al., 2008), de creme (Sousa, 2013; S4 et al, 2016) ou
incorporada a nanoparticulas (Medina et al., 2015) que podem ser avaliados visando ao
estabelecimento das metas terapéuticas de disponibilizacdo do extrato em lesdes de pele em

condi¢Oes seguras no que se refere a citotoxicidade.

Jorge et al. (2008), por exemplo, avaliaram as propriedades cicatrizantes do extrato de
A. chica em aplicacdes tOpicas em ratos Wistar na concentragdo de 100 mg/mL
(200 uL/ferida/dia) e, através da andlise por determinacdo de coldgeno, notaram que o
tratamento reduziu em 96% a ferida que compreendia uma drea de 1,5 cm? enquanto o

controle (solugdo salina) reduziu apenas 36%.

Nessa mesma perspectiva, Sousa (2013) preparou cremes contendo ou ndo 2,5% (m/m)
do extrato na sua forma livre e microencapsulada em diferentes matrizes poliméricas (goma
guar, goma de cajueiro e mistura de goma guar com maltodextrina) e os aplicou em ulceras de
ratos Wistar. A autora notou que para todas as formulacOes a contragdo da ferida foi
significativamente maior quando na presenca do composto bioativo, alcangando cerca de 70 e
80% na cicatrizacdo, enquanto o grupo controle apresentou 37% no fechamento das tlceras,

ap6s 10 dias de tratamento.

Medina e colaboradores (2015) produziram nanoparticulas de quitosana contendo 10, 15
e 25% do extrato de A. chica com relacdo a massa de quitosana e analisaram a viabilidade
celular apds exposi¢do por 24, 48 e 72 horas as nanoparticulas contendo ou ndo o extrato e
também ao extrato isolado. Os autores observaram que a viabilidade méxima das células
(100%), quando em contato com o extrato isolado, foi na concentragdo de 125 ug/mL, no
entanto, a viabilidade decresce apos esta concentragdo. Quando o extrato foi incorporado nas
nanoparticulas de quitosana, a midxima viabilidade celular foi alcangada, quando comparado
ao controle, em concentragdes de até 500 pg/mL, o que indica efeito protetor das células da

acdo direta do extrato pela matriz de quitosana das nanoparticulas.

Sé et al. (2016), investigaram o efeito cicatrizante do extrato de A. chica veiculado em
um creme de base aquosa na cicatrizacdo de lesdes em ratos Webster por 21 dias. Os autores
notaram que a cicatrizacdo foi mais acelerada na fase inicial do tratamento, ndo sendo
observadas respostas significativas ao final dos 21 dias. Além do mais, andlises de
citotoxicidade mostraram que na concentracdo acumulada de 190 ug/mL de extrato, houve

efeito citotoxico a macrofagos. Segundo os autores, muitos fatores externos podem influenciar
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o processo de cicatrizacdo, como as infec¢Oes, as técnicas cirdrgicas, md nutricdo ou
deficiéncia de vitaminas dos pacientes e também a auséncia de curativos. Tendo-se em vista
que os autores ndo utilizaram nenhuma protec@o na drea da lesdo, os mesmos alegaram que,
possivelmente, a falta de uma camada protetora, como o curativo, pode ter influenciado no
retardamento da cicatrizagdo apds os 21 dias de tratamento, salientando assim a importincia

de estudos adicionais sobre a a¢do do extrato de A. chica.

Observa-se, portanto, que as concentracdes de extrato de A. chica que menos
comprometeram a viabilidade celular foram as apresentadas por S4 et al. (2016) e
Medina et al. (2015) na forma livre e encapsulada do agente bioativo, de 125-200 e
500 pg/mL, respectivamente, determinadas pelo método de MTT. No presente trabalho, uma
ampla gama de concentra¢Oes de extrato liberado no meio PBS contendo 20% de etanol apos
8, 24 e 48 horas foi observada, de forma dependente da razdo inicial extrato/polissacarideo,

conforme apresentado na Tabela 4.18.

Tabela 4.18 — Concentracdes maximas do extrato de Arrabidaea chica Verlot liberado apods 8,

24 e 48 horas em contato com o meio PBS contendo 20% (v/v) de etanol.

Concentracdo no tempo Concentragdo no tempo Concentragio no tempo

Formulaca
ormulagao de 8 h (ug/mL) de 24 h (ug/mL) de 48h (ug/mL)
QA333 31,10 5,16 34,40 + 4,07 36,85 + 4,31 **
QAgs,7 57,11 +1,53 % 57,77 + 1,66 °* 58,80 + 0,94 ™4
QAj000 129,17 + 9,27 A 130,32 + 8,33 A 131,46 + 8,87

QA 1333 125,28 + 28,18 A 127,24 +29,73 A 128,29 + 29,56

Mesma letra mintiscula na mesma coluna e mesma letra maidscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca
significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confianga 95%).

Constata-se que quanto maior a concentracao de A. chica nas amostras de QA, maior € a
quantidade de extrato liberado, observando-se que ndo ha diferengas significativas na
liberagdo entre 8 e 48 h para cada tipo de formulagdo, o que ja era esperado devido ao formato

assintotico das curvas de liberacdo apos seus respectivos periodos de equilibrio.

Nota-se que todos os valores obtidos foram inferiores a 200 pg/mL, concentragcdo esta
considerada citotoxica quando em solugdo. Ainda, € possivel observar que os maiores valores

liberados de extrato foram referentes as formulacdes preparadas com 100,0 e 133,3 mg/g do
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extrato, as quais liberaram entre 125 e 131 pg/mL, no entanto, segundo o teste de Tukey ndo
ha diferencas significativas entre os valores liberados de tais formulagdes. Adicionalmente,
andlises de viabilidade celular realizadas por Medina ef al. (2015) mostraram que mesmo em
baixas concentracdes, em sua forma livre ou encapsulada, o extrato mantém a viabilidade

celular mdxima (100%), uma vez que a concentragdo minima testada foi de 1 pg/mL.

Considerando-se os resultados obtidos para as formulacdes de QA contendo distintas
concentracdes de A. chica, as amostras que apresentaram os melhores desempenhos quanto a
eficiéncia de incorporacdo e liberacdo foram as contendo as maiores propor¢des iniciais
(100,0 e 133,3 mg/g) do extrato. Uma vez que os dados entre essas amostras nao sao
estatisticamente diferentes entre si, a formula¢do contendo 100,0 mg/g do composto bioativo
foi a selecionada para a continuidade do trabalho. Esta condicdo de preparacdo mostra-se mais
competitiva do ponto de vista econdmico considerando-se que, com menor massa inicial de
extrato adicionado, se atinge aproximadamente o mesmo desempenho em termos de

concentracdo final de agente bioativo liberado na solugao,

4.2.11. Efeito da adicao de 100,0 mg/g do extrato de Arrabidaea chica Verlot nas

caracteristicas das membranas de quitosana-alginato

Tendo-se em vista que ndo houve diferencas significativas entre as maiores
concentracdes testadas do extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot a partir das
andlises realizadas, neste topico foi utilizada a propor¢ao de 100,0 mg/g de extrato de A. chica
para a incorporagdo nas membranas flexiveis densas e porosas de quitosana-alginato. Tais

formulacdes foram caracterizadas como mostrado na Figura 4.25.

4.2.11.1.Aspecto das membranas de quitosana-alginato contendo 100,0 mg/g do extrato de

Arrabidaea chica Verlot

Na Figura 4.26 sdo mostrados os aspectos visuais e morfoldgicos das membranas
flexiveis, densas e porosas de quitosana e alginato contendo 100,0 mg/g do extrato

padronizado de Arrabidaea chica Verlot.

Como esperado, todas as formulagdes exibiram coloracdo vermelho escuro ou
vermelho-tijolo. As formulagdes densas (QAjpo € QASi000) ndo apresentaram diferencas

quanto a homogeneidade e transparéncia dos filmes. Em contrapartida, as membranas de
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N

QAP 00 € QAPS 000 mostraram-se mais opacas, 0 que se deve a presenca dos poros

resultantes da adicao do tensoativo, influenciando na transparéncia dos dispositivos.

Figura 4.25 — Diagrama das caracterizacdes das membranas de quitosana-alginato contendo

100 mg do extrato de Arrabidaea chica Verlot por grama de polissacarideo.
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Em geral, a presenca do extrato de A. chica influenciou na transparéncia dos filmes
devido a coloracdo avermelhada do mesmo e também, possivelmente, as pequenas
precipitacdes do composto no material. Nota-se, no entanto, que quando comparado aos
dispositivos preparados na auséncia de tal composto (Figura 4.15), o extrato diluido ndo

atribuiu modificacOes estruturais visiveis a olho nu nos filmes que o contém.

Como observado anteriormente, a presenca de A. chica ndo exerceu alteracdes
significativas na morfologia das membranas, que permaneceram com estruturas homogéneas e
lamelares. No entanto, ao contrario do que observado nas Figuras 4.15P e 4.15Q, a presenca
de goticulas do agente siliconado foi observada mesmo na presenca do tensoativo. Isto pode
ser decorrente da presenca de etanol na mistura polimérica que, possivelmente, influenciou no
efeito de homogeneizacdo do surfactante entre o PEC de quitosana e alginato e o gel de
silicone. Apesar disso, a presenca de Kolliphor® P188 exerceu o efeito porogénico requerido

para tal formulagdo.
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Figura 4.26 — Aspecto visual das membranas flexiveis, densas e porosas de quitosana-alginato
produzidas na presenca de 100,0 mg do extrato de Arrabidaea chica Verlot por grama de

polissacarideos.
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4.2.11.2.Espessura de amostras secas, absor¢do e perda de massa em PBS das membranas de

quitosana-alginato contendo 100,0 mg/g do extrato de Arrabidaea chica Verlot

Na Tabela 4.19 sdo mostrados os valores obtidos para a espessura de amostras secas e
também para absor¢do e perda de massa em PBS das membranas flexiveis, densas e porosas

de quitosana-alginato contendo 100,0 mg/g do extrato de Arrabidaea chica Verlot.

A presenca de 100,0 mg/g do extrato de A. chica ndo alterou significativamente a
espessura dos dispositivos quando comparados as formulagdes preparadas na auséncia do
extrato (Tabela 4.10), tendo as membranas porosas maiores valores de espessura, como

esperado.

Os dados de absor¢do e perda de massa em PBS pelas membranas contendo A. chica

mostram que, quando comparados as formulacdes livres do extrato (Tabelas 4.11 e 4.12,
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respectivamente), ndo ha alteracdes em tais propriedades. Os filmes porosos apresentaram
maiores valores de absor¢dao em PBS, corroborando com os dados de espessura, ja as
formulacdes contendo Silpuran® 2130 A/B (QAS 9% e QAPS o) exibiram menores valores de

perda de massa.

Tabela 4.19 — Espessura, absorcdo e perda de massa em PBS das membranas flexiveis, densas

e porosas de quitosana-alginato contendo 100,0 mg/g do extrato de Arrabidaea chica Verlot.

Espessura de amostras secas Capacidade de absor¢cdo  Perda de massa

Formulacdo (mm) (g/g) (%)

QA 1000 0,060 + 0,007 * 20,07 +£0,18° 16,82 +1,02°
QAS 1000 0,078 + 0,002 * 16,24 +0,22° 9,43 +0,21°
QAP0 0,503 + 0,061 ° 32,75+0,31° 17,71 £0,14*

QAPS 0,0 0,496 + 0,059 ° 33,65+0,19° 10,15 +0,53°

Mesma letra na mesma colina indica que ndo h4 diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).

4.2.11.3. Propriedades mecdnicas das membranas de quitosana-alginato contendo 100,0 mg/g

do extrato de Arrabidaea chica Verlot

A fim de avaliar se a adicdo do extrato diluido em etanol durante o processamento do
material poderia influenciar nas propriedades mecanicas das membranas, foram realizadas
também andlises de tensdo na ruptura, alongamento na ruptura € modulo de Young. Os

resultados obtidos sao mostrados na Tabela 4.20.

Tabela 4.20 — Propriedades mecanicas das membranas flexiveis, densas e porosas de

quitosana-alginato contendo 100,0 mg/g do extrato de Arrabidaea chica Verlot.

Tensdo na ruptura Alongamento na Médulo de Young
Formulagdo
(MPa) ruptura (%) (MPa)

QA 1000 30,22 +£1,26* 2,46 £0,44° 18,00 + 1,07
QAS 1000 42,14 £0,95° 1,55 +0,75° 14,45 £2,12°
QAPi000 3,84 +£0,42° 2,64 +£0,29° 1,78 £0,13°

QAPS 1000 8,36 + 0,96 ¢ 2,63 +0,37" 0,83 +0,50¢

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).
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Ao comparar os valores obtidos com os da Tabela 4.13, nota-se que os dados de
resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura e elasticidade ndo sofreram alteragdes quando na
presenca do extrato, com excec¢do do alongamento na ruptura da formulacdo de QAS 000 que
diminuiu em torno de 33%. Tendo-se em vista que o processamento do material é realizado
em escala laboratorial e podem ocorrer pequenas diferencas na distribuicdo da mistura
polimérica nas placas de moldagem entre diferentes bateladas, particularmente em sistemas
pouco misciveis, como € o caso da formulagao QAS, a variagdo de dados € esperada. De fato,
a variacdo observada encontra-se dentro dos resultados tipicos para alongamento na ruptura
das membranas obtidas por complexacdo entre quitosana e alginato (Yan et al., 2000;
Rodrigues et al., 2008; Bueno e Moraes, 2011; Bueno et al., 2014; Pires e Moraes, 2015;
Bierhalz e Moraes, 2016).

Desta forma, pode-se concluir que a presencga do extrato padronizado Arrabidaea chica
Verlot ndo influencia de forma expressiva nas caracteristicas fisico-quimicas das membranas

produzidas no presente trabalho.

A seguir, sdo mostrados os resultados da cinética de liberagcdo do extrato das membranas

densas, flexiveis e porosas de quitosana-alginato.

4.2.11.4.Eficiéncia de incorporacdo do extrato de Arrabidaea chica Verlot incorporado na

propor¢do de 100,0 mg/g nas membranas de quitosana-alginato

Na Tabela 4.21 sd@o mostrados os valores de eficiéncia de incorporacdo do extrato de
Arrabidaea chica Verlot adicionado as membranas na propor¢do de 100,0 mg/g. Como
mencionado anteriormente, a eficiéncia de incorporacdo foi estimada através das medidas de

absorbancia (470 nm) das solugdes de lavagem das membranas, como descrito no item 3.2.16.

Todas as formulagdes apresentaram valores de eficiéncia de incorporagdo variando de
87 a 90%, nao sendo observadas diferengas significativas entre os valores através da analise

de Tukey.

Bueno (2016) produziu membranas densas e porosas de quitosana-alginato contendo o
antimicrobiano soluvel polihexametileno biguanida (PHMB) e notou que as amostras mais
porosas apresentaram menores efici€éncias de incorporacio, sugerindo que grande parte do
PHMB pode ter sido liberada durante as etapas de reticulacdo secunddria e lavagens. Tal
comportamento nao corrobora com o presente estudo, tendo-se em vista que ndao foram

observadas diferencas significativas entre os valores liberados durante a reticulacio
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secundéria e lavagem com &4gua pelas distintas formulacdes, como pode ser observado na
Tabela 4.22. Tendo-se em vista que os poros das membranas ndo sdo eficientemente
interconectados, como pode ser observado nas Figuras 4.26M e 4.26Q, supde-se que a difusdo
da solucdo contendo o extrato para fora da matriz durante as etapas de lavagem pode ser
dificultada. Além do mais, pode-se supor que possam ter ocorrido interacdes do tipo ligacdes
de hidrogénio entre as moléculas do extrato com a quitosana e o alginato e até mesmo com o

agente siliconado.

Tabela 4.21 — Eficiéncia de incorporacdo do extrato de Arrabidaea chica Verlot adicionado as

membranas de diferentes formulacdes na propor¢ao de 100,0 mg/g.

Massa de extrato

5 Massa de extrato adicionado . Eficiéncia de
Formulagao incorporado por membrana .
por membrana (mg) incorporagao (%)
(mg)

QA1000 90 78,37 + 0,77 * 87,08 +0,85°
QAS1000 90 78,44 +1.41° 87,15 +1,57°
QAP0 90 79,49 + 2,21 88,33 +2,45°

QAPS 1000 90 81,02 +0,28° 90,02 +0,31°

Mesma letra na mesma colina indica que néo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).

Tabela 4.22 — Perda mdssica do extrato de Arrabidaea chica Verlot apds cada etapa do

processo de lavagem das membranas estimada por medida de absorbancia a 470 nm.

Massa de extrato Perda por membrana a cada etapa do processo (mg)
Formulagao adicionado por Reticulacao 1* lavagem 2* lavagem
membrana (mg) .. L p
secunddria com CaCl, com agua com agua
QA 1000 90 43920,01* 475059  248%0,19°
QAS1000 90 4,.80+0,72" 359£042°  3,16+171°
QAP1000 90 4,112081° 370159  2,68+0,19°
QAPS1000 90 3,54 £0,01° 3914£032°  1,53£0,60°

Mesma letra na mesma colina indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
intervalo de confianca 95%).
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4.2.11.5.Cinética de liberacdo do extrato de “Arrabidaea chica” Verlot adicionado as

membranas de diferentes formulacoes na proporgdo de 100,0 mg/g

Os perfis de liberagao do extrato de A. chica contido nas amostras de QA, QAS, QAP e
QAPS preparadas na presenca de 100,0 mg/g do extrato foram realizadas através de duas
abordagens (sem troca do meio de liberacdo e com troca total do mesmo) a fim de analisar se
poderia ocorrer saturacdo do meio durante o ensaio. Os resultados estdo apresentados nas

Figuras 4.27 e 4.28.

Figura 4.27 — Perfis de liberagdo do extrato de Arrabidaea chica Verlot nas membranas
flexiveis, densas e porosas de quitosana-alginato utilizando a abordagem sem troca do meio
de liberacdo. Resultados expressos em microgramas de agente ativo por miligrama de

polissacarideos (A) e em microgramas de agente ativo por mililitro de solucio receptora (B).
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Figura 4.28 — Perfis de liberagdo do extrato de Arrabidaea chica Verlot nas membranas
flexiveis, densas e porosas de quitosana-alginato utilizando a abordagem de troca total do
meio de liberagdo Resultados expressos em microgramas de agente ativo por miligrama de

polissacarideos (A) e em microgramas de agente ativo por mililitro de solugado receptora (B).
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A andlise do comportamento cinético observado para todas as amostras é¢ sumarizada na
Tabela 4.23, na qual se compara o periodo no qual foi atingido o equilibrio na liberacdo do
extrato de A. chica e também a porcentagem de liberacdo do mesmo para cada abordagem de

liberacao utilizada.

Nota-se que, quando ndo ha troca do meio de liberagcdo, possivelmente ocorre saturagao

da soluc¢do, obtendo-se quantidades do extrato liberado inferiores as obtidas quando o fluido
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de liberacdo foi trocado integralmente. Isto corrobora com os dados de fracdo de extrato

liberado, como pode ser observado na Tabela 4.23.

Tabela 4.23 — Comportamento das membranas com relacdo a cinética de liberacdo das

amostras QA, QAS, QAP e QAPS preparadas na presenca de 10% do extrato de A. chica.

Sem troca do meio Com troca total do meio
Formulagdo Tempo para Fragdo de Tempo para Fragdo de
atingir o extrato liberada atingir o extrato liberada

equilibrio (h) em 48 h (%) equilibrio (h) em 48 h (%)
QA1000 8 5,38 £0,16 8 9,18 0,19
QAS1000 7 4,71 0,01 8 7,97 £ 0,63 "
QAP1000 6 3,03 + 0,05 A 8 5,19+ 0,32 B
QAPS 000 6 2,69 0,17 8 5,150,255

Mesma letra mindscula na mesma coluna e mesma letra maidscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca
significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, intervalo de confianga 95%).

Pode-se constatar que os formatos das curvas de liberagdo sdo similares para as duas
abordagens utilizadas, tendo-se para as formulacdes porosas (QAP;p00 € QAPS000) menores
quantidades do composto bioativo liberado e, consequentemente, menores efici€éncias de
liberacdo. Bueno (2015) observou que ndo houve tendéncia de variagdo da quantidade de
PHMB liberada em funcdo da porosidade das amostras, supondo que a incorporacio e a

liberacdo sdo controladas pela afinidade entre o composto bioativo e os polissacarideos.

Os dados obtidos para as membranas flexiveis, densas e porosas contendo o extrato
padronizado de A. chica mostraram que a presenca do agente siliconado e do tensoativo
influenciaram significativamente na liberacio do composto. Desta forma, confirma-se que
podem ter ocorrido intera¢des do tipo ligagdes de hidrogénio entre as moléculas do extrato e
as dos polimeros que compdem os filmes. Assim, quanto maior a quantidade de polimeros na
mistura, mais disponibilidade de pontos para interacdes pode ocorrer. Logo, o comportamento
cinético de um farmaco € diretamente relacionado a sua caracteristica estrutural e também da

matriz polimérica a qual serd incorporado.

A fim de analisar os mecanismos primordiais que controlam a liberacdo de A. chica
pelas distintas matrizes produzidas neste trabalho, foi realizado um tratamento matemético

dos dados de liberacdo e os resultados sdo mostrados no proximo item.
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4.2.11.6. Andlise dos parametros cinéticos e mecanismos de liberacdo do extrato de

Arrabidaea chica Verlot das matrizes flexiveis, densas e porosas de quitosana e alginato

A liberacdo de um composto bioativo a partir de matrizes poliméricas € resultante da
interacao entre os materiais que compdem o dispositivo e também dos fendomenos envolvidos,
como intumescimento, dissolu¢do, difusdo e erosdo da matriz quando em contato com fluido
de liberacdo (Lopes et al., 2005). Desta forma, para a aplicacdo de um modelo matemadtico ha

a necessidade de conhecer as caracteristicas dos materiais a serem estudados.

Diante disto, o modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas (Korsmeyer et al., 1983)
foi aplicado no presente trabalho para as formulacdes submetidas a liberacdo sem troca do
meio. Na Tabela 4.24 sdo mostrados os valores dos pardmetros cinéticos calculados para as
formulacdes QA, QAS, QAP e QAPS preparadas na presenca de 100,0 mg/g do extrato de
Arrabidaea chica Verlot. Foi considerado como M., o valor da concentracdo de extrato de A.
chica alcancada no plat6é de cada formulag@o, conforme também indicado na Tabela 4.24. Na
Figura 4.29 sdo mostrados os graficos com o ajuste do modelo de Korsmeyer-Peppas aos
dados de liberacdao na regido de concentracdo inferior a 60% da concentracdo de equilibrio

M...

Tabela 4.24 — Parametros da equagdo do modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas para os
dados de liberacdo in vitro do extrato de Arrabidaea chica Verlot na regido de concentracio

inferior a 60% da concentracdo de equilibrio M.

Mecani
Formulacio M, (ug/mL) n k (min™) r ce;a;:gm
QA0 9899 +11,18 0,2095 0,2327 0,888  Difusdo Fickiana
QASw00 9349 +526 0,1610 0,3113 0,903  Difusdo Fickiana
QAPwoo 93,41 336 0,1347 0,3742 0,894  Difusdo Fickiana
QAPS1000 8909 + 4,78 0,1060 0,4490 0,893  Difusdo Fickiana

Nota-se que os valores de #* foram relativamente proximos de um, indicando que o
modelo ajustou satisfatoriamente os dados de libera¢do das diferentes formulagdes. Tendo-se
em vista que os valores de n foram menores que 0,5, o mecanismo primordial na cinética de
liberacdo do extrato foi regido pelo processo Fickiano para todas as amostras, ou seja, a

penetracdo do solvente € o passo limitante para a velocidade da liberagdo.
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Figura 4.29 — Ajuste do modelo de Korsmeyer-Peppas aos dados de liberacdo do extrato de
Arrabidaea chica Verlot das membranas flexiveis, densas e porosas de quitosana-alginato, na

regido de concentracgdo inferior a 60% da concentracdo de equilibrio M.
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No entanto, ao se analisar o pardmetro k, nota-se que valores distintos foram obtidos
para a constante cinética da liberacdo entre as amostras, com tendéncia de aumento quando na
presenca isolada ou simultanea do agente siliconado e do tensoativo. Tal comportamento
sugere que a incorporacdo de um novo elemento na matriz de quitosana-alginato pode
influenciar diretamente a velocidade de liberacio do composto bioativo. Tais dados
corroboram com os anteriormente obtidos para os perfis de liberacdo do extrato de A. chica
das formulacoes de QAS, QAP e QAPS (Figura 4.21 e Tabela 4.24), as quais alcangaram o

plato de equilibrio na liberagdo em menor tempo que a de QA.

4.2.11.7.Atividade antimicrobiana das membranas de quitosana-alginato contendo 100,0

mg/g do extrato de Arrabidaea chica Verlot

Os riscos de infeccdo de lesdes de pele por organismos resistentes a antibidticos sdo
altamente comuns em pacientes submetidos a hospitalizacdo prolongada ou aos quais sdo
administrados antibidticos em doses e periodos ndo adequados, sendo as bactérias Gram-

negativa e Gram-positiva, como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
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respectivamente, algumas das mais recorrentes (Ki e Rotstein, 2008). Nesta perspectiva, testes
de halo de inibicdo foram realizados com essas duas bactérias a fim de verificar a atividade
antimicrobiana das membranas contendo ou ndo o extrato padronizado da Arrabidaea chica
Verlot. Os resultados para as amostras densas e porosas sdo mostrados nas Figuras 4.30 e

4.31, respectivamente.

Figura 4.30 — Andlise da atividade antimicrobiana de membranas densas de QA e QAS
contendo ou nao extrato de Arrabidaea chica Verlot contra culturas de Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus.
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de A. chica ndo apresentaram halo de inibicdo contra P. aeruginosa e S. aureus. Além do
mais, foi observado crescimento das bactérias testadas na superficie das membranas,

indicando que o contato ndo inibe o desenvolvimento dos microrganismos.

Figura 4.31 — Andlise da atividade antimicrobiana de membranas densas de QAP e QAPS
contendo ou nao extrato de Arrabidaea chica Verlot contra culturas de Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus.
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Bueno (2015) avaliou o efeito antimicrobiano de membranas densas e porosas de
quitosana-alginato contendo o antimicrobiano PHMB e observou que as membranas

preparadas na auséncia do composto bioativo nao apresentaram formacgdo de halo de inibicdo
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contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. O mesmo comportamento foi
encontrado por Girata (2001) e Rodrigues (2008) para membranas densas de quitosana-
alginato e por Veiga (2012) para membranas densas de quitosana-xantana. Em contrapartida,
segundo Yu et al. (2005), a medida em que o PEC de quitosana-alginato é dissociado no
organismo, a quitosana pode liberar grupamentos amina positivos, os quais podem interagir
com os componentes negativos da parede celular das bactérias, exercendo assim efeito

antimicrobiano.

Alves (2008) avaliou a atividade antimicrobiana de diferentes concentracdes de
solucdes contendo o extrato de Arrabidaea chica Verlot (62,5 a 500 mg/mL) e notou que o
composto bioativo ndo € efetivo contra Pseudomonas aeruginosa, no entanto, apresenta uma
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 62,5 mg/mL do extrato para a bactéria
Staphylococcus aureus. Apesar desta constatacdo sobre a auséncia de efeito do extrato de A.
chica sobre P. aeruginosa, no presente trabalho foi realizada tal andlise devido as
modificagdes na forma de obtencao do extrato entre os trabalhos, tendo-se em vista que Alves
(2008) utilizou apenas solu¢do hidroetandlica (etanol a 70% em volume) para a obtencao do
extrato, enquanto que no presente trabalho foi utilizada solucdo hidroetandlica a 70%
acidificada com 0,3% de 4cido citrico. Neste sentido, alteragdes na extragdo de diferentes
compostos com atividades também distintas poderiam ter ocorrido. Apesar disso, ratificou-se
que o extrato padronizado de A. chica, de fato, ndo exerce inibi¢do do crescimento de tal

bactéria.

Segundo a anélise de liberacdo realizada, as membranas flexiveis, densas e porosas
liberam em torno de 90 e 100 pg/mL de extrato quando imersas em solu¢dao de PBS contendo
20% de etanol até 48 h. Assim, as baixas concentracdes liberadas do extrato de A. chica,
sendo estes valores inferiores ao MIC para a bactéria Staphylococcus aureus, justificam a

auséncia de efeito contra tal microrganismo.

4.2.11.8.Efeito citotoxico das membranas de quitosana-alginato contendo 100 mg/g do

extrato de Arrabidaea chica Verlot

A fim de avaliar se as membranas flexiveis, densas e porosas preparadas na presencga ou
auséncia de 100,0 mg/g do extrato de A. chica podem ser deletérias a células de mamiferos,
foi realizada a andlise da toxicidade que os eluatos das membranas poderiam exercer sobre a

linhagem de células Vero (fibroblastos) apds 24 h. Os resultados obtidos sdo mostrados na
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Figura 4.32.

Figura 4.32 — Citotoxicidade das membranas flexiveis, densas e porosas de quitosana-alginato

preparadas na presenca ou auséncia de 100,0 mg/g do extrato de Arrabidaea chica Verlot.
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Observa-se que os extratos das formulagdes ndo resultam em consideravel morte
celular. Bueno (2015) também observou que membranas densas e porosas de quitosana-
alginato ndo afetam negativamente o crescimento de células L.929. Adicionalmente, Caetano
et al. (2014) avaliaram a eficicia de membranas densas de quitosana-alginato na aceleracao
de cicatrizacdo de ratos Wistars e notaram que, além de auxiliarem na modulacdo da fase

inflamatdria, as membranas estimulam a proliferagdo de fibroblastos.

A citotoxicidade do extrato padronizado de A. chica a fibroblastos gengivais humanos
(linhagem PT64-04HF) foi avaliada por Zago (2014) pelo método de cristal violeta. A autora
analisou a exposi¢do das células ao extrato padronizado nos tempos de 24 e 72 h e notou
efeito citotoxico em concentracdes do extrato acima de 100 pg/mL e 50 pg/mL,
respectivamente. S4 et al. (2016) analisaram, através do método de MTT, a citotoxicidade do

extrato padronizado a macréfagos peritoniais de camundongos (BALB) e observaram que na
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concentracdo de 189,9 pg/mL houve uma diminui¢do de 50% da viabilidade celular. Taffarelo
et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade do extrato de A. chica em fibroblastos de
camundongos (linhagem 3T3) também empregando MTT e notaram que o extrato estimula o
crescimento celular nas concentragdes testadas de 0,25, 2,5 e 25 pg/mL. Ressalta-se que os
filmes flexiveis, densos e porosos produzidos na presenca de 100,0 mg/g do extrato
padronizado de A. chica desenvolvidos no presente trabalho liberaram em torno de 100
pg/mL de extrato apds 48 horas, como mostrado no Item 4.2.11.5, o que demonstra que a

quantidade méxima liberada nao induz efeito deletérios as células.

Segundo a anélise estatistica dos dados obtidos, ndo hd uma tendéncia de citotoxicidade
a células Vero quando na presenca de Silpuran® 2130 A/B, Kolliphor® P188 e/ou do extrato
padronizado de A. chica. Neste caso, pode-se concluir que os dispositivos desenvolvidos no
presente trabalho ndo acarretam em citotoxicidade, confirmando que todas sdo potencialmente
seguras para uso em humanos. Este resultado era ja esperado, uma vez que todos o0s

componentes isolados sdo reconhecidamente seguros.

4.2.11.9.Recomendagoes quanto a aplicagdo clinica das membranas

Com base em dados in vivo da teste de curativos produzidos fundamentalmente a partir
de quitosana e alginato obtidos em colaboracdo com outros grupos de pesquisa (Paulo et al.,
2007; Caetano et al., 2014; Colpas, 2015), apresenta-se, nesta secdo, recomendagdes gerais

para a aplicagdo clinica das membranas desenvolvidas no presente trabalho.

N

Sugere-se que, previamente a aplicacdo, as membranas de quitosana-alginato sejam
intumescidas em soro fisiolégico, por pelo menos 30 minutos, a fim de auxiliar na
manipulagdo e aplicac@o na drea lesada. Uma vez que a membrana nao adere fortemente por
si ao leito da ferida (Caetano et al., 2014), a aplicacdo concomitante com um gel aderente,
como a cola de fibrina (Colpas, 2015), € uma alternativa eficaz, simples e segura. Para fixar as
bordas das membranas ao tecido sadio, sugere-se utilizar fita micropore. Fica a critério dos
profissionais da drea médica cobrir a membrana com uma fina camada de gaze para que o
paciente ndo entre em contato visual com a ferida, evitando desconforto psiquico, e também

para aumentar a protec¢do da regido lesada a estimulos mecanicos.

O paciente pode tomar banho normalmente se a membrana estiver presa a lesdo com o

auxilio da cola de fibrina.

De acordo com o observado por Colpas (2015), apesar de em alguns casos se ter notado
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descolamento de membranas do tipo QA da lesdo apds cerca de trés dias do inicio do
tratamento efetuado em conjunto com a inoculacdo de células autélogas, se a membrana ndo
se destacar por si, ndo hd necessidade de troca da membrana. E, como o fechamento da lesdo
parece ocorrer preferencialmente de fora para dentro, pode-se cortar progressivamente com
uma tesoura as bordas da membrana que se localizam em regides ja recuperada da pele, pois

nessas partes do organismo, o descolamento ocorre naturalmente da lesdo em cicatrizacao.
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5. CONCLUSOES

As membranas de quitosana complexada com alginato de baixa viscosidade preparadas
na propor¢do de 0,01 a 0,20 g de Silpuran® 2130 A/B por grama de quitosana-alginato
apresentaram-se integras e homogéneas, com excecdo da formulacdo contendo 0,20 g/g que
ndo se mostrou estdvel estruturalmente. A formulacdo que obteve o melhor desempenho
quanto a resisténcia a tragdo foi a contendo 0,10 g/g de PDMS (QAS10), sendo esta

formulacdo caracterizada como nio hemolitica e com cardter trombogénico.

A incorporacdo dupla de timol e betacaroteno nas membranas de QAS10 pelas trés
metodologias distintas ndo exerceu influéncia considerdvel nas caracteristicas dos materiais.
O timol somente foi incorporado por impregnacdo em solucdo e por mediagdo de CO;
supercritico, porém baixa eficiéncia de incorporacdo foi encontrada, alcangando cerca de
0,2% para todas as metodologias. Ainda, o miximo liberado de timol pelas membranas
flexiveis foi 3,9 ug /mg para o sistema supercritico a uma taxa de despressurizacdo de 10
bar/min , sendo a maior parte do composto retido na matriz. As distintas taxas de
despressurizacdo (5 e 10 bar/min) ndo resultaram em alteracOes na incorporacio e liberagdo
de timol. Andlises de FTIR mostram a presenca de betacaroteno na estrutura do material para
todas as metodologias de incorporacdo, no entanto, o mesmo somente foi liberado para a
metodologia mediada por CO; supercritico a 10 bar/min, alcancando o méximo de 1,2 ug /mg

e obtendo eficiéncia de incorporacao de 33%.

A utilizacdo de alginato de média viscosidade para a producdo de membranas flexiveis,
densas e porosas apresentou vantagens aprecidveis para o tratamento de lesdes de pele, como
melhora no intumescimento em fluidos, sor¢do de vapor d’agua, estabilidade e resisténcia a

tracao.

A incorporagdo de distintas proporcoes do extrato padronizado de
Arrabidaea chica Verlot por adicdo direta a mistura de quitosana-alginato conferiu coloragao
avermelhada aos biomateriais e levou a eficiéncias de incorpora¢do em torno de 85 a 91%,
sendo selecionada a formulag@o na propor¢do de 100,0 mg/g de A. chica por apresentar as
maiores eficiéncias de incorporacdo e adequados valores de liberacdo, alcancando 131 pg/mL
ap6s 48 horas. Desta forma, esta propor¢do do extrato foi adicionada nas membranas
flexiveis, densas e porosas de quitosana-alginato. Todas as formulagdes apresentaram
eficiéncia de incorporagdo de cerca de 90%, no entanto, foram as amostras densas que

apresentaram os maiores valores liberados de extrato, atingindo o maximo de 54 pg/mL apds
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48 horas. As andlises dos perfis cinéticos da liberacdo do extrato de A. chica e do ajuste
matematico ao modelo de Korsmeyer-Peppas mostraram que a presenca de Silpuran® 2130
A/B e Kolliphor® P188 influenciam na velocidade de liberacio do composto bioativo, uma
vez que alcancam o platod de equilibrio na liberacdo em menor tempo que a membrana densa
de quitosana-alginato. A liberacdo do extrato de A. chica ndo apresentou eficiéncia contra
bactérias, no entanto, nio influenciou negativamente a proliferacio e a viabilidade de células

Vero.

5.1. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Avaliagio do comportamento do Silpuran®2130 A/B a partir do aumento da
temperatura a fim de confirmar se 0 mesmo apresenta comportamento tipico na cinética de

gelificacdo.

b) Adicdo de glicerol na solucdo de reticulagdo secundéria e dgua de lavagem a fim de

avaliar uma melhora na flexibilidade do material.

¢) Homogeneiza¢do do PEC de quitosana-alginato com Turrax para auxiliar na melhoria

da dispersao do PDMS.

d) Incorporacdo de diferentes concentracdes de timol e betacaroteno em membranas
flexiveis, densas e porosas de quitosana complexada com alginato de média viscosidade

utilizando a metodologia de impregnacao em solucao e por mediacao de CO, supercritico.

e) Incorporacdo do extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot em membranas
flexiveis, densas e porosas de quitosana-alginato através da metodologia de impregnacido em
solucdo a fim de comparacdo com a adicdo direta do extrato durante o processamento do

material.

f) Avaliacio da capacidade hemolitica e trombogénica das membranas contendo o

extrato de Arrabidaea chica Verlot.

g) Realizacdo do ensaio de proliferagdo de fibroblastos sobre as matrizes densas e

porosas.
h) Andlise de potenciais efeitos e mutagénicos das membranas.

1) Estudo detalhado sobre a eficiéncia das membranas flexiveis, densas e porosas

contendo ou ndo o extrato padronizado de Arrabidaea chica Verlot na cicatrizacao in vivo.
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