Az,
a¥

UNICAMP

RENATA FRANCIELLE BOMBALDI DE SOUZA

MEMBRANAS DE QUITOSANA COMPLEXADA COM ALGINATO E XANTANA:
COMPORTAMENTO NA PRESENCA DE DIFERENTES PROPORCOES DE AGUA E
INCORPORACAO DE ERITROMICINA

CAMPINAS
2014






NE

'(‘g' UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
()
UNICAMP Faculdade de Engenharia Quimica

Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos

RENATA FRANCIELLE BOMBALDI DE SOUZA

MEMBRANAS DE QUITOSANA COMPLEXADA COM ALGINATO E XANTANA:
COMPORTAMENTO NA PRESENCA DE DIFERENTES PROPORCOES DE AGUA E
INCORPORACAO DE ERITROMICINA

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Engenharia Quimica da Universidade
Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para a obtencdo do
titulo de Mestra em Engenharia Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Angela Maria Moraes

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE
DEFENDIDA PELA ALUNA RENATA FRANCIELLE BOMBALDI DE SOUZA
E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. ANGELA MARIA MORAES.

Jitfessfons

CAMPINAS
2014



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Area de Engenharia e Arquitetura
Rose Meire da Silva - CRB 8/5974

Souza, Renata Francielle Bombaldi de, 1989-

So89m Membranas de quitosana complexada com alginato e xantana :
comportamento na presenca de diferentes propor¢cdes de agua e incorporacao de
eritromicina / Renata Francielle Bombaldi de Souza. — Campinas, SP : [s.n.], 2014.

Orientador: Angela Maria Moraes.
Dissertagéo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia Quimica.

1. Membranas. 2. Quitosana. 3. Alginatos. 4. Xantana. 5. Tecnologia de
liberagao controlada. |. Moraes, Angela Maria,1966-. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Chitosan-based membranes complexed with alginate and xanthan
gum : behavior in different proportions of water and incorporation of erythromycin
Palavras-chave em inglés:

Membrane

Chitosan

Alginate

Xanthan gum

Controlled release technology

Area de concentracdo: Engenharia Quimica

Titulacdo: Mestra em Engenharia Quimica

Banca examinadora:

Angela Maria Moraes [Orientador]

Marisa Masumi Beppu

José Alberto Fracassi da Silva

Data de defesa: 26-03-2014

Programa de Pés-Graduacao: Engenharia Quimica


http://www.tcpdf.org

Dissertacdo de Mestrado defendida por Renata Francielle Bombaldi de Souza e
aprovada em 26 de marco de 2014 pela banca examinadora constituida pelos

doutores:

/A«, %/Qc }ZL(ALLQ._. }Z/u.u/@x

Prof2.-Dr?. Angela Maria Moraes

_Prof. Dr*. Mafisa Masumi Beppu

Prof. Dr. José Albérto Fracassi da Silva



Vi



RESUMO

A quitosana, o alginato e a xantana sao polimeros naturais biodegradaveis e
biocompativeis muito utilizados na obtencao de curativos para tratamento de lesées de
pele. Compostos ativos podem ser adicionados a dispositivos formados pela
combinacdo destes biopolimeros a fim de torna-los mais efetivos para a aplicacao
desejada. Estes dispositivos podem ser expostos a diferentes condicdes de umidade
durante seu processamento, armazenamento e uso. Neste contexto, este trabalho teve
como objetivo a avaliagdo do comportamento de membranas constituidas de complexos
de quitosana com alginato (Q-A) e com xantana (Q-X) na presenca de diferentes
proporgcdes de agua, e a incorporagao do antibiético eritromicina a estas membranas a
fim de se obter dispositivos adequados para o tratamento de lesdes de pele, infectadas
ou nao. Os ensaios de caracterizacao realizados incluiram a avaliacdo do aspecto
visual, cor e opacidade, bem como da morfologia dos filmes, a determinacao do angulo
de contato com agua, a capacidade de absorcido e perda de massa em etanol e em
solugdes aquosas, a taxa de transmissao de vapor d’agua, a resisténcia mecanica e a
espessura em diferentes condicbes de umidade, o especiro de absorcdo no
infravermelho, a andlise da eficiéncia de incorporacdo da eritromicina e a cinética de
sua liberagcdo. Os ensaios de incorporacao foram realizados pelos métodos de adigcéao
direta a mistura polimérica (AD) e impregnacédo em soluc¢ao etandlica contendo a droga
(IE). Observou-se que os dois tipos de membranas estudados apresentam
comportamentos diferentes em agua, sendo que a de Q-X possui superficie menos
hidrofilica, porém consiste na que absorve maior quantidade de agua. As propriedades
mecéanicas de Q-A e Q-X s6 foram afetadas para condicbes de elevada umidade. A
adicao da eritromicina diminuiu a opacidade dos filmes, porém néo alterou sua cor. A
eficiéncia de incorporacdo da droga foi mais elevada para o método AD (maximo de
54%), porém maior quantidade do composto permaneceu retida nos filmes quando se
utilizou o método IE (maximo de 2130 mg/g), para ambas as formulagdes. Devido ao
tamanho relativamente grande da molécula de eritromicina, sua liberagdo das matrizes

foi lenta, sendo a quantidade maxima de antibiotico liberada igual a 25 mg/g, para Q-X
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por incorporacdo por IE. Logo, estes dispositivos podem atuar como agentes de
liberacao por longos periodos, exigindo assim trocas menos frequentes e resultando em

tratamento menos traumatico e mais confortavel ao paciente.

Palavras-chave: quitosana, alginato, xantana, membranas, curativos, lesées de pele, eritromicina.
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ABSTRACT

Chitosan, alginate and xanthan gum are biodegradable and biocompatible
natural polymers widely used as wound dressings for the treatment of skin lesions.
Active compounds can be added to devices constituted of the combination of these
biopolymers to make them more effective for the intended application. These devices
can be exposed to different humidity conditions during their processing, storage and
use. In this context, this work aimed to evaluate the behavior of membranes made of
chitosan associated with alginate (C-A) and xanthan (C-X) in the presence of different
proportions of water, and the incorporation of the antibiotic erythromycin to these
membranes to obtain devices suitable for the treatment of skin lesions. The membranes
were characterized regarding to visual appearance, color, opacity, morphology, water
contact angle, water vapor transmission rate, swelling capacity in ethanol and aqueous
solutions as well as mass loss in the same media, tensile strength, strain at break and
thickness in different humidity conditions, absorption spectra in the infrared region, drug
incorporation efficiency and release kinetics. The incorporation of erythromycin was
performed by two distinct methods: addition directly to the polymeric mixture (AD) and
absorption of drug from solution (AS). The results showed that the two types of
membranes exhibit different behaviors in water. The C-X films present less hydrophilic
surface, but higher swelling capacity in water. The mechanical properties of C-A and C-
X were only affected in high humidity conditions. The addition of erythromycin decreased
the opacity of the films, but did not change their color. The drug incorporation efficiency
was higher for the AD method (maximum 54%), but greater amount of the compound
remained in the films when using the AS method (maximum of 2130 mg/g) for both
formulations. Due to the large size of erythromycin molecule, its release from the
matrices was slow. The maximum amount of antibiotic released was equal to 25 mg/qg,
obtained for C-X membranes wherein the antibiotic was incorporated by AS method.
Therefore, these devices may act as release systems for extended periods, requiring
less frequent exchange and enhancing patient comfort during the treatment.

Keywords: chitosan, alginate, xanthan gum, membranes, wound dressing, skin lesions, erythromycin.
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NOMENCLATURA

A: alginato

ABS: absorbancia

AD: adicao direta do composto a mistura polimérica

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

Ai: massa de fluido absorvida pela amostra

Al: alongamento na ruptura nos ensaios de resisténcia mecéanica

Ag: area de seccao transversal inicial da amostra nos ensaios de resisténcia mecanica
ASTM: American National Standards Institute

di: afastamento inicial das garras do equipamento nos ensaios de resisténcia mecanica
d;: afastamento das garras no momento da ruptura nos ensaios de resisténcia mecéanica
E: eritromicina

F: fator de correcdo que considera a resisténcia a difusdo da camada estagnada de ar

entre o CaClz nos ensaios de permeabilidade ao vapor d’agua

FCS: fluido corpéreo simulado

FDA: Food and Drug Administration

Fm: forca maxima de rompimento nos ensaios de resisténcia mecanica

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

Transform Infrared)

G: bloco guluronato

GD: grau de desacetilagdo

Gn: taxa de ganho de massa do sistema nos ensaios de permeabilidade ao vapor
d’agua
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IE: impregnag&o em solucdo etandlica contendo o composto

M: bloco manuronato

mc,;: massa inicial do composto adicionada a membrana

mc.m: massa final do composto que permaneceu na membrana
MEV: microscopia eletrdnica de varredura

Miinali: Massa da amostra apds a exposicao ao fluido e secagem
Minicial: Massa da amostra antes da exposicao ao fluido

MM: massa molar

Mp: perda de massa da amostra

Mumida: Massa da amostra apds a exposicao ao fluido

PBS: tampéao fosfato salino, do inglés Phosphate Buffered Saline
PEC: complexo polieletrélito, do inglés Polyelectrolyte Complex
PVA: permeabilidade ao vapor d’agua

Q: quitosana

Q-A: complexo polieletrélito constituido de quitosana e alginato
Q-X: complexo polieletrdlito constituido de quitosana e xantana
SFB: soro fetal bovino

SS: solucao salina

TR: tens@o na ruptura nos ensaios de resisténcia mecanica
TTVA: taxa de transmissao de vapor d’agua

UR: umidade relativa

X: xantana

Y: opacidade
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0: espessura do filme

APy20: diferenca de pressao parcial de vapor da dgua no ambiente dos dois lados do

filme nos ensaios de permeabilidade ao vapor d’agua

€: eficiéncia de incorporacao do composto
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1. INTRODUCAO

A pele é considerada o maior érgdo do corpo humano e apresenta as
importantes fungdes de servir de barreira de protegédo contra fatores externos, tais como
atagues mecanicos, quimicos ou microbianos, e participar da regulacao homeostatica do
organismo. Quando a pele é lesionada, seja por doencas crbnicas ou por fatores
externos, como queimaduras, sua funcao fica comprometida. Assim, é importante que se
garanta uma cicatrizacdo adequada da area afetada, a fim de que ndo haja danos a
saude do individuo (Penzer e Ersser, 2010; Korotkov e Garcia, 2012; Boateng et. al.,
2008). O tratamento de lesbes é um tépico que merece grande atengdo, pois um
elevado numero de pessoas sofre de ferimentos crbnicos e estes constituem um
problema de salde publica (Ministério da Saude do Brasil, 2002).

O uso de curativos € uma técnica antiga, utilizada para a obtengao de resultados
mais rapidos e eficientes no tratamento de feridas em relagdo aqueles observados no
processo de cicatrizagao natural. Nos ultimos anos, tornou-se evidente a evolucao desta
técnica, e uma ampla gama de curativos vem sendo desenvolvida. Para que seja eficaz,
o curativo deve possuir algumas caracteristicas fundamentais, tais como: flexibilidade,
biodegradabilidade, n&do toxicidade, além de ser capaz de permitir a troca de gases,
absorver exudato do ferimento e protegé-lo contra infeccoes e desidratagao, funcionar
como uma barreira mecéanica de protecao e ser de facil remocao do ferimento (Ovington,
2007; Ehrenreich e Ruszczak, 2006; Sezer e Cevher, 2011). Dependendo da gravidade
e do estagio de recuperacdo em que se encontra a lesdo de pele, curativos com
diferentes caracteristicas sdo requeridos, uma vez que ha variacées na quantidade de
exsudato presente no local (Broussard e Powers, 2013), o que acarreta na exposi¢cao
dos dispositivos a diferentes condigdes de umidade. E importante lembrar que, ndo sé
durante seu uso, mas também durante seu processamento e estocagem, os curativos
sdo expostos a essas diferentes condi¢cbes e € fundamental que eles sejam estaveis e
atuem de forma eficiente em todas as situagoes.



As matrizes utilizadas para aplicagbes como curativos podem ser obtidas a partir
de diferentes tipos de materiais de origem biolégica. Por apresentarem uma vasta
possibilidade de escolha quanto as suas estruturas e natureza quimica, além de se
mostrarem biocompativeis e biodegradaveis, participarem do processo de cicatrizacao
da lesdo e possuirem um custo acessivel, os polimeros, de origem sintética ou natural,
s80 0s materiais mais empregados em aplicagdes desse tipo (Dias et al., 2011). Dentre
os polimeros de origem natural, ou biopolimeros, pode-se afirmar que os polissacarideos
sdo os que vém apresentando maior aplicacdo na area médica e de engenharia de
tecidos. Exemplos desses materiais sdo a quitosana, o alginato, e a xantana.

A quitosana é um biopolimero linear obtido por meio da desacetilacao da quitina,
um composto encontrado em crustaceos, além de outras fontes. Este polissacarideo
possui propriedades intrinsecas muito importantes, dentre as quais se destacam
biocompatibilidade, biodegradabilidade e atividade antibacteriana e antifungica, além da
capacidade de facilitar a coagulacdo sanguinea e a penetracao de compostos pelas
juntas intercelulares epiteliais. Por ser um polication, em baixos valores de pH, este
polimero é capaz de interagir com polimeros negativamente carregados, como o alginato
e a xantana, formando os chamados complexos polieletrélitos (Berger et al., 2004; Dash,
2011; Croisier e Jérébme, 2013). O alginato é um polissacarideo linear aniénico natural
tipicamente extraido de algas marrons, que vem sendo amplamente estudado e aplicado
na area médica por apresentar baixa toxicidade, biocompatibilidade, baixo custo e
capacidade de formacao de gel. Os curativos produzidos a partir de alginato tém a
capacidade de promover rapida epitelizacdo e cura da lesédo, pois ajudam a manter o
microambiente umedecido e minimizam infec¢des bacterianas (Yang et al., 2011 ; Lee e
Mooney, 2012). A xantana € um polissacarideo polianidnico natural produzido pela
bactéria Xanthomonas campestris, sendo que filmes de xantana sdo materiais bastante
explorados para a liberacdo controlada de compostos quimicos (Munday e Cox, 2000;
Santos et al., 2004; Coviello et al., 2007).

A incorporacdo de compostos biologicamente ativos a curativos é uma
abordagem que vem sendo cada vez mais estudada. Estes compostos possuem tanto



origem natural, como extratos ou principios ativos de plantas, quanto sintética, como
anti-inflamatérios e antibiéticos, e atuam como auxiliares na cura da lesdo. Os curativos
passam entdao a funcionar como sistemas de liberagao controlada, e sdo vantajosos em
relacdo aos sistemas de dosagem convencionais por proporcionarem a liberacdo do
composto bioativo a taxas predeterminadas, o que garante a presenca do agente ativo
na area tratada em concentracbes apropriadas (Boateng et al., 2008; Lima, 2012). A
eritromicina € um exemplo de antibiético que pode ser incorporado a curativos para

torna-los mais ativos biologicamente.

A eritromicina é um antibiético de espectro moderado pertencente a familia dos
macrolideos, sintetizado pela bactéria Streptomyces erythreus. Possui carater
hidrofébico e dentre suas principais aplica¢gdes encontra-se o tratamento de infec¢des de
pele (Auto et al., 1982; Schonfeld e Kirst, 2002). Apesar de possuir propriedade biol6gica
adequada para 0 uso na terapia de lesdes, este composto ainda é pouco explorado para

esta aplicagéao.

Recentemente, pesquisadores tém voltado seus esforcos para o
desenvolvimento de curativos biologicamente ativos que sejam funcionais, facilmente
processaveis e de baixo custo, e que cumpram o papel de atuar como um acelerador da
cura da lesao, proporcionando ao paciente um tratamento mais confortavel e eficaz.
Tendo isso em vista, a producdo de membranas compostas dos complexos poliméricos
de quitosana e xantana e quitosana e alginato, e a posterior incorporagao do antibiético
eritromicina a essas membranas, mostra-se uma proposta adequada e promissora no

ambito dos desenvolvimentos tecnoldgicos recentes nesta area.

No grupo da Professora Dr.2 Angela Maria Moraes, existe um histérico de mais
de dez anos de pesquisas acerca do uso de polissacarideos para obtencdo de
dispositivos utilizados no tratamento de lesdes de pele. A quitosana, a xantana e o
alginato, em patrticular, sdo exemplos de polimeros amplamente investigados pelo grupo
para a obtencdo de curativos. Rodrigues (2008) desenvolveu uma metodologia
escalonavel de preparacdo e caracterizagdo de membranas de quitosana e alginato
contendo ou nao bacitracina, e estudou o efeito da adicdo do plastificante glicerol na

3



preparacao de tais membranas. Bueno (2010) testou diferentes estratégias de reforco
das propriedades mecéanicas de membranas constituidas de quitosana e alginato, dentre
elas a adicdo de agentes reticulantes e surfatantes a matriz polimérica. Girata (2011)
investigou a adicdo de um agente antimicrobiano a base de prata as membranas de
quitosana e alginato. Pires (2013) avaliou os efeitos da correcao do pH, da temperatura
de secagem e das etapas de reticulacdo na obtencdao de membranas de quitosana e
alginato, contendo ou ndo um agente antimicrobiano a base de prata e, além disso,
estudou o impacto da adicdo de um agente siliconado nas propriedades mecéanicas dos
filmes obtidos. Veiga (2009) desenvolveu uma metodologia escalonavel de preparacao
de membranas de quitosana e xantana. Bellini (2012) avaliou o uso de dispositivos
constituidos de quitosana e xantana como suportes para adesdo e crescimento de
células tronco mesenquimais. Por fim, Veiga (2012) estudou a incorporacao e liberacao
de diferentes anti-inflamatérios de filmes de quitosana complexada com outros
polissacarideos, inclusive a xantana. No presente trabalho visou-se contribuir para os
avancgos atingidos pelo grupo nessa area, de modo a agregar informacoes relevantes a
respeito dos dispositivos utilizados, especialmente no que se refere ao comportamento
destes dispositivos em agua e a introducdo de um composto bioativo de massa molar

relativamente elevada a matriz polimérica.

1.1.Objetivos

Neste trabalho foi enfocada a obtengdo e a andlise do comportamento de
membranas polissacaridicas, contendo ou ndo um antibiético, com potencial para
utilizagdo na terapia de lesdes de pele. Para isso, teve-se como objetivo a producéo e
caracterizacdo de filmes poliméricos constituidos de complexos de quitosana com
alginato ou xantana e a incorporagao do antibibtico eritromicina as membranas obtidas.

Os objetivos especificos sao listados a seguir:



a)

Avaliagdo do comportamento de membranas constituidas de complexos de
quitosana e alginato e quitosana e xantana na presenca de diferentes proporcoes

de agua por meio de caracterizagoes fisico-quimicas e mecanicas;

Incorporacao do antibiético eritromicina em diferentes proporcées as membranas
obtidas, por meio dos métodos de adicao direta ao complexo polimérico durante
o preparo das membranas e por impregnacao das amostras em solucao etandlica

contendo o agente ativo;
Deteccao e quantificacao da eritromicina incorporada as matrizes poliméricas;

Avaliacao das membranas contendo ou ndo o composto ativo quanto as suas

caracteristicas fisicas;

Estudo da cinética de liberacao da eritromicina das formulacées de membrana
que foram capazes de incorporar o antibiético em quantidade significativa.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Lesoes de pele

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, representando 16% de
seu peso e cobrindo uma &area de aproximadamente 2 m?. Sua espessura pode variar
de 1 a 2 mm, dependendo da regido do corpo em que se encontra. Este 6rgao possui
como principal funcao servir de barreira protetora contra o ambiente externo, tanto em
relagdo a aspectos fisicos e quimicos, quanto imunolégicos. Além disso, outras de suas
importantes funcbes incluem a homeostase e termorregulagdo do organismo,
armazenamento de energia e sensibilidade a estimulos. Por desempenhar téao
importante papel no corpo humano, pode-se afirmar que quando a pele é lesionada,
dependendo da extensao e da profundidade da leséo, o individuo corre o risco de ficar

debilitado fisicamente ou até mesmo morrer.

A pele possui estrutura complexa e é dividida em duas principais camadas: a
epiderme e a derme (Figura 1). A epiderme é a camada mais externa, que esta em
contato com o ambiente, sendo a maior responsavel pela protecdo mecanica e contra
infeccdes. Ela é bem mais fina que a derme, representando apenas 10% da espessura
total da pele. A epiderme é composta majoritariamente de células chamadas
queratindcitos, responsaveis pela constante renovacdo superficial do 6rgao. Outros
tipos de células que a constitui sdo os melandcitos, células de Langerhans e células de
Merkel, responsaveis pela pigmentacdo, reconhecimento de antigenos e recepgéo
sensorial, respectivamente. Ja a derme serve como um sistema de suporte para a
epiderme, funcionando como fornecedora de oxigénio e nutrientes, e removendo
residuos da mesma. E composta de colageno e elastina, que conferem resisténcia e
elasticidade a pele. Abaixo das camadas anteriormente mencionadas, existe ainda a

chamada hipoderme, ou tecido subcutdneo, composta principalmente por tecido



adiposo. Esta camada tem como funcdo o armazenamento de energia, isolamento

térmico e amortecimento de impactos (Penzer e Ersser, 2010; Korotkov e Garcia, 2012).

Epiderme _.

(it

Derme

Hipoderme— &

Figura 1: Representacao das camadas da pele (adaptada de RUMC, 2013).

As lesbes de pele, ou feridas, podem ser definidas como uma interrupcao da
estrutura e da fungdo normais da pele, e sdo geralmente consequéncias de danos
fisicos, térmicos ou da presencga de determinada condigdo medica. Levando em conta o
tempo de reparacédo do tecido de determinada ferida, ela pode ser classificada como
aguda ou crbnica. A primeira é geralmente causada por traumas ou cirurgias e a
reparacdo do tecido ocorre em um intervalo de tempo relativamente pequeno, sem
complicagdes. Ja as feridas crénicas levam mais tempo para serem curadas, o que se
deve a complicagbes durante o tratamento, que podem ser atribuidas a repetidas
agressbes ao local ou mesmo a determinada condigdo fisiologica do individuo
(diabetes, ulcera ou infecgbes). Além disso, as feridas podem ser classificadas quanto
ao numero de camadas ou area de pele afetada. Uma lesao superficial afeta apenas a
epiderme, enquanto uma lesdo parcialmente profunda pode afetar desde a epiderme
até a hipoderme, incluindo vasos sanguineos e glandulas ali presentes. Lesbdes



profundas sdo aquelas que além das trés camadas da pele, atingem tecidos presentes

sob essa regiao (Boateng et. al., 2008).

A reparagdo do tecido lesado ocorre de maneira complexa, por meio do
processo de cicatrizacdo. Esta se da de acordo com uma sobreposicdo de estagios,
nos quais varios componentes celulares sao liberados e interagem entre si para

reestabelecer a integridade do tecido danificado.

A cicatrizacdo é composta dos seguintes estagios: hemostasia e inflamacéo,
proliferacdo, maturacdo e remodelagem. A hemostasia se da logo apés a ocorréncia da
lesdo, consistindo na coagulacdo do sangue e ativagcao da resposta imune local. Logo
apos ou simultaneamente a hemostasia ocorre a inflamacao, que consiste na remocgéao
de corpos estranhos do tecido afetado, liberacdo de citocinas e de fatores de
crescimento no local. Na fase de proliferacdo ocorre a reconstrucdo vascular, a
formagao do tecido de granulacdo, a producédo de colageno e a migracao de células
epiteliais da borda para o centro da ferida. Ja os estagios de maturacao e remodelagem
sado caracterizados pela reconstrugcdo das células da epiderme, reorganizacao das
fibras de colageno, aumento da resisténcia do tecido formado e reducdo da cicatriz
resultante (Goldberg e Diegelmann, 2010; Boateng et. al., 2008).

O tratamento de lesbes de pele é um tdpico que merece muita atengao, pois a
quantidade de individuos afetados € consideravel. S6 no Brasil ocorrem em média um
milh&o de queimaduras por ano. As queimaduras estdo entre as principais causas
externas de mortalidade no pais (Vale, 2005; Mascarenhas et. al., 2011). Além disso,
embora os registros de atendimento sejam pequenos, um elevado numero de pessoas
sofre de ferimentos crénicos e estes constituem um problema de saude publica,
contribuindo para onerar 0 gasto publico no pais (Ministério da Saude do Brasil, 2002).
Portanto, pode-se notar que atualmente € de extrema importancia o desenvolvimento e
aprimoramento dos curativos disponiveis no mercado, capazes de se adequar a tipos

especificos de lesdes, tornando-os ainda mais acessiveis e eficazes para os pacientes.



2.2.Curativos
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O uso de curativos € uma técnica antiga, utilizada para a obtencdo de
resultados mais rapidos e eficientes no tratamento de feridas. Os registros mais antigos
sobre o tratamento de ferimentos pertencem aos egipcios, que descreveram como se
realizava a limpeza do local afetado e como eram preparados os curativos feitos a partir
de materiais de origem biolégica, como gordura animal ou fibras de plantas, para seu
posterior uso no recobrimento da ferida. Desde entdo, os materiais utilizados para a
producao de curativos evoluiram lentamente, de materiais brutos encontrados na
natureza até aqueles especialmente desenvolvidos para proporcionar um bom ambiente
para a recuperagcdo de uma lesdo. A partir do século XIX, por exemplo, surgiu o
conceito de que manter o ambiente do ferimento Umido torna a cicatrizagdo mais rapida
e eficiente. De fato, a manutencdo de um microambiente umedecido pode levar a
minimizacao da ocorréncia de infeccées bacterianas, uma vez que este ambiente é rico
em leucécitos, bem como enzimas, citocinas e fatores de crescimento. Além disso, ha
uma reducdo do pH, que afeta de maneira adversa a proliferacao bacteriana. Outra
vantagem relacionada a esta condicdo é a aceleracdo dos estagios de inflamacéao e
proliferacdo presentes na cicatrizagao, sendo possivel atingir mais rapidamente a fase
de remodelagem (Stashak et al., 2004). Dispositivos mais modernos podem apresentar
compostos bioativos incorporados, como farmacos sintéticos ou naturais, cuja fungéo é
atuar como auxiliar no processo de cura. De fato, nos ultimos anos, tornou-se evidente
a evolucao desta técnica, e uma ampla gama de curativos vem sendo desenvolvida
(Ovington, 2007; Sezer e Cevher, 2011).

Para que seja adequado ao uso e apresente a eficacia desejada, os curativos
utiizados no tratamento de ferimentos devem apresentar algumas caracteristicas
importantes, tais como: (i) flexibilidade, para que possa se adequar a superficie da pele
do paciente; (ii) resisténcia; (iii) biodegradabilidade; (iv) bioadesividade na superficie da
ferida, no caso de curativos permanentes; (v) ndo-toxicidade e nao-antigenicidade; (vi)

compatibilidade com agentes terapéuticos topicos; além de ser capaz de (vii) permitir a
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troca de gases; (viii) absorver exudatos do ferimento e (ix) protegé-lo contra infecgoes,
proliferacdo de bactérias e desidratacdo; (x) funcionar como uma barreira mecéanica de
protecdo; (xi) apresentar aparéncia translicida, para que a observacdo do ferimento
durante o tratamento seja facilitada; (xii) ser de facil remocao, no caso de curativos
temporarios; (xiii) facil esterilizacao; (xiv) facil estocagem, e ainda (xv) ser confortavel
para o paciente e (xvi) apresentar baixo custo (Ehrenreich e Ruszczak, 2006; Sezer e
Cevher, 2011, Broussard e Powers, 2013).

O principal objetivo da utilizacdo de um curativo € proporcionar um ambiente
adequado na superficie da ferida, de modo que a cicatrizacao possa ocorrer de forma
rapida e sem complicacdes. Tendo isso em vista, os esforcos voltados para esta area
sdo cada vez maiores, a fim de que se possa desenvolver curativos que atendam
satisfatoriamente os requisitos anteriormente mencionados.

Os curativos podem ser classificados de varias maneiras, sendo estas
dependentes de diferentes fatores, como por exemplo: funcdo desempenhada pelo
curativo na lesao (debridamento, acdo bactericida ou anti-inflamatéria, absorcédo ou
aderéncia); tipo de material empregado em sua producao (hidrocol6ides, colageno,
alginato e outros biopolimeros) e forma fisica (filme, esponja, gel, pomada). Estes
dispositivos podem ainda ser classificados como primarios (possuem contato fisico
direto com a ferida), secundarios (utilizados para cobrir 0s curativos primarios) e do tipo
ilha (possuem uma regido central absorvente cercada por uma faixa larga de
revestimento adesivo) (Boateng et. al., 2008).

Segundo Sezer e Cevher (2011), os curativos podem ainda ser divididos em
tradicionais, biolégicos e artificiais. Os dispositivos tradicionais mais comuns sdo a
gazes e outros tipos de bandagem de algodado. Apresentam alta capacidade de
absorcao e tém a tendéncia de se aderir facilmente a lesdo, causando desconforto ao
paciente durante sua retirada. As fibras remanescentes podem ocasionar infecgées no
local. A grande vantagem de seu uso € o baixo custo. Os curativos biolégicos sao
aqueles provenientes de fragmentos de pele humana ou mesmo animal, como pele de

porco. A facil preparacdo, o conteudo de colageno e a boa adeséo desses dispositivos
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no local lesionado sdo as maiores vantagens que eles apresentam. Porém, estes
materiais sdo antigénicos, apresentando alto risco de infeccdo e, além disso, podem
apresentar custo elevado.

O uso de curativos tradicionais e bioldégicos possui limitagdes devido a
problemas de estabilidade e riscos de contaminagcdo que estes dispositivos
apresentam. Portanto, ha necessidade do desenvolvimento de curativos alternativos, os
chamados curativos artificiais, que sao preferiveis em relacdo aos demais por
apresentarem caracteristicas que atendem as necessidades especificas do tratamento
de feridas. Existem varios tipos de curativos artificiais, como os provenientes de
polimeros sintéticos (silicone, poliuretano e derivados, teflon, etc.) ou naturais (alginato,
colageno, quitosana, etc.). Os de alginato, por exemplo, estdo dentre os mais usados
no tratamento de feridas e sdo vantajosos, pois, por apresentarem alta absorgéo e
serem hidrofilicos, formam um gel quando em contato com o exsudato proveniente do
ferimento e, além disso, sdo capazes de minimizar a contaminacdao por bactérias
(Ehrenreich e Ruszczak, 2006; Sezer e Cevher, 2011).

Os curativos podem se apresentar de diferentes formas, dentre elas filmes
poliméricos, hidrocoloides, hidrogéis, espumas poliméricas e compdsitos, e uma grande
variedade se encontra comercialmente disponivel (vide Anexo 1). Os filmes, ou
membranas, sdo compostos de uma rede polimérica homogénea e sao eficientes para
proteger o ferimento contra fatores externos. Suas caracteristicas dependem do
polimero do qual tem origem, mas em geral sdo translucidos, flexiveis, hipoalergénicos
e permitem uma troca de gases eficiente. Os hidrocoloides estdo entre os tipos mais
utilizados de curativos. S&o obtidos a partir de materiais coloidais (agentes formadores
de gel, como pectina, carboximetilcelulose e gelatina) combinados com outros
materiais, como elastémeros ou adesivos. Apos absorver o exsudato proveniente da
ferida, estes dispositivos sofrem uma mudancga em seu estado fisico, adquirem a forma
de gel e passam a permitir a troca de gases no local. Os hidrogéis sado sistemas semi-
sélidos, compostos de um ou mais polimeros hidrofilicos. Sdo de facil aplicacdo e
remogao, possuem Otima bioadesdo e sua estrutura permite eficiente penetracdo de

11



oxigénio e facilita a permeabilidade ao vapor d’agua. Ja as espumas poliméricas sao
constituidas de poliuretano. Como tém estrutura porosa, possuem alta capacidade de
absorcdo. As espumas sao também de facil aplicagdo, permitem boa troca gasosa no
ferimento e podem servir também como isolantes térmicos, mas ndo sao transparentes.
Por fim, os compdsitos podem ser descritos como combinagdes de diferentes tipos de
curativos. A camada mais externa deve ser resistente e promover um ambiente Umido
no local, enquanto a camada interna deve garantir a adesdo do dispositivo a ferida
(Mulder et. al., 2002; Boateng et. al., 2008).

Atualmente, a utilizacdo de materiais de origem bioldgica para a obtencao de
dispositivos médicos tem se mostrado crescente. Os biopolimeros, por apresentarem
uma vasta possibilidade de escolha quanto as suas estruturas e natureza quimica, além
de se mostrarem biocompativeis e biodegradaveis e promoverem uma cicatrizacao
eficaz da lesdo, estdo dentre os compostos mais empregados na producdo de
biomateriais para aplicacbes nas areas da medicina e engenharia de tecidos, o que
inclui a producao de curativos.

2.3.Biomateriais e Biopolimeros

Ha mais de dois mil anos atras, os romanos, chineses e astecas ja utilizavam
biomateriais no tratamento de lesdes de tecidos. Exemplo disso sdo os olhos de vidro
utilizados por alguns individuos, além de dentes de ouro ou madeira. Devido ao pouco
entendimento sobre biocompatibilidade, os materiais utilizados antes dos anos 1960
ndo obtiveram sucesso. Apos a Segunda Guerra Mundial, os novos materiais que
haviam sido desenvolvidos exclusivamente para fins militares foram disponibilizados
para uso clinico. No entanto, muitos desses materiais, como por exemplo, metais
inertes, ceramicas e polimeros (como o poli(metil-metacrilato), PMMA), ainda nao
apresentavam caracteristicas desejaveis quanto a biocompatibilidade. Foi somente a
partir dos anos 1960 que esforcos foram voltados para este propédsito e uma nova area
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de pesquisa foi criada. A ciéncia dos biomateriais, como € conhecida hoje, foi
consolidada no inicio dos anos 1970, através de um congresso sobre biomateriais na
Universidade de Clemson (EUA) e da formagao da “Society for Biomaterials” (Ratner et
al., 2013; Leeuwenburgh et al., 2008). Atualmente, o foco do desenvolvimento de novos
biomateriais tem se voltado para a mimetizacao de funcdes das matrizes extracelulares
dos tecidos e para o uso conjunto de agentes terapéuticos, a fim de melhorar a
resposta do organismo a esse tipo de abordagem clinica (Lee e Mooney, 2012).

A definicdo de biomateriais foi estabelecida pela Sociedade Européia de
Biomateriais, numa Conferéncia de Consenso, em 1992:

“Um material desenvolvido para interagir com sistemas biologicos a fim de
avaliar, tratar, ampliar ou substituir um tecido, érgao ou uma fungdo do corpo’.

Ou ainda, segundo Williams (1987, apud Dalapicula et al., 2006):

“Uma substéncia, ou combinacdo de duas ou mais substancias,
farmacologicamente inertes, de natureza sintética ou natural, que sao utilizadas para

melhorar, aumentar ou substituir parcial ou integralmente tecidos e 6rgaos”.
Atualmente, a revista Biomaterials apresenta a seguinte defini¢do:

“Um biomaterial é definido como uma substancia que foi desenvolvida com o
intuito de, por si s6 ou como parte de um sistema complexo, ser usada para conduzir,
pelo controle de interacbes com o0s componentes dos sistemas vivos, o curso de

qualquer processo terapéutico ou diagndstico” (Biomaterials, 2013).

As caracteristicas mais importantes a serem apresentadas por biomateriais sao
biocompatibilidade e biofuncionalidade. Biocompatibilidade pode ser definida como “um
estado de mutua existéncia entre um material e o ambiente fisiol6gico, sem que um
exerca efeito desfavoravel sobre o outro”. Ja a biofuncionalidade diz respeito as
propriedades fisicas e mecanicas que permitem que o material tenha capacidade de
apresentar resposta apropriada a aplicagdo desejada (Dalapicula et al., 2006). Além

disso, outras propriedades a serem consideradas levam em conta as propriedades
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fisicas do material (resisténcia, elasticidade e durabilidade), facilidade de esterilizacédo e

manufatura.

Existem diferentes classes de constituintes de biomateriais, sendo elas: metais
(aco inoxidavel, ligas de titanio e cobalto); ceramicas (6xido de aluminio, zircénia); e
polimeros. Estes Ultimos podem ser sintéticos (silicone, polietileno, poliuretano,
policaprolactona, &cido polilatico), ou naturais (polissacarideos, gelatina, fibroina da
seda, colageno) (Ratner et al., 2013).

O uso de polimeros naturais na area de engenharia de tecidos é considerado
atrativo, pois estes materiais e seus produtos de degradacao sdo biocompativeis e nao-
toxicos, o que os torna seguros para esta aplicacdo. Além disso, apresentam custo
acessivel, podem ser sujeitos a diferentes modificagdes quimicas e sao obtidos de
fontes renovaveis (Dias et al., 2011). Atualmente, avangos na area da biotecnologia
permitem a obtencdo de polimeros naturais através de fermentacao realizada por
microrganismos ou por meio de processos enzimaticos in-vitro. No entanto, a grande
maioria ainda é obtida via extracao de fontes animais, vegetais ou até mesmo de algas
(Mano et al., 2007).

Dentre os polimeros naturais, pode-se afirmar que os polissacarideos sdo os
mais utilizados para a produgéo de curativos. Exemplos desse tipo de material sdo a

quitosana, o alginato, e a xantana.

2.3.1. Quitosana

A quitosana é um biopolimero, polissacarideo linear e semicristalino, de carater
basico, composto de unidades de N-acetil glicosamina (3-(1-4)2-acetamido-2-desoxi-D-
glicose) e D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-glicose), ligadas por ligacdes glicosidicas
do tipo B1-4. Este biopolimero ndo é encontrado diretamente na natureza em grande
quantidade (apenas em certos tipos de fungo, Mucoraceae), porém pode ser facilmente
obtido por desacetilacdo alcalina de um polimero natural denominado quitina (Dash,
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2011; Croisier e Jérébme, 2013). As estruturas da quitina e da quitosana estao

representadas na Figura 2.

A quitina é o segundo polimero mais abundante na natureza, ficando atras
apenas da celulose (Dash, 2011). E encontrada no exoesqueleto de crustaceos
(camarao, lagosta, caranguejo), insetos e na parede celular de alguns fungos, e por
isso é considerada uma fonte barata e com grande disponibilidade. A fonte animal
apresenta caracteristicas sazonais e, portanto da origem a produtos finais com
propriedades fisico-quimicas altamente variaveis. Ja os fungos podem ter sua producao
controlada, o que garante uma maior reprodutibilidade da quitosana resultante e, além
disso, o produto é considerado menos alergénico (Kumar, 2000; Dash, 2011; Croisier e
Jéréme, 2013).

O

Figura 2: Representacdo das estruturas da (a) quitosana e (b) quitina (Croisier e
Jéréme, 2013).

A obtencao da quitosana é realizada por desacetilagdo termoquimica da quitina

em presenca de alcali, ou por sua hidrolise enzimatica. Ha uma dificuldade no processo
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no sentido de controlar as caracteristicas desse biopolimero durante sua obtencéo. Por
isso, uma abordagem pratica utilizada é determinar a composicao do produto final, ao
invés de se controlar os parametros de processo durante a producao para se obter uma
caracteristica pré-estabelecida. A caracterizagdo da quitosana, no entanto, é
considerada relativamente dificil, pois, por ser derivada de um polimero de origem
natural, este polissacarideo apresenta muitas impurezas, tanto organicas como
inorganicas (Croisier e Jérébme, 2013). Em geral, como propriedade final, este polimero
apresenta uma estrutura cristalina rigida, o que se deve a ligacées de hidrogénio intra e
intermoleculares nela presentes. Muitos métodos de desacetilacado ja foram propostos,
e as condicdes utilizadas afetam diretamente a massa molar e o grau de desacetilacao
do produto final (Dash, 2011). O grau de desacetilacdo corresponde a quantidade de
grupos amino ao longo da cadeia e é determinado pela razao entre os grupos D-
glicosamina e a soma de N-acetil glicosamina e D-glicosamina. Dependendo de sua
origem, a quitosana pode apresentar diferentes graus de desacetilacdo e massas
molares. Ela deve conter no minimo 60% de desacetilacdo, sendo tipicamente usados
os biopolimeros que contém desacetilacdo na faixa de 70% a 95%. A massa molar
desses polissacarideos geralmente varia de 10 a 1000 kDa (Berger et al., 2004;

Hamman, 2010; Croisier e Jérbme, 2013).

Conforme ilustrado na Figura 2, a presenga dos grupos amina na estrutura da
quitosana a diferencia da quitina e fornece propriedades interessantes. Tais
propriedades sao muito dependentes da quantidade presente de grupos amina, ou seja,
do grau de desacetilacdo (Dash, 2011). Quitosanas com elevado grau de desacetilacao
apresentam cadeias alongadas com conformagdo mais flexivel, j& que podem
apresentar maior densidade de cargas em sua estrutura. Opostamente, aquelas com
menor quantidade de grupamentos amina podem apresentar menor carga em seu

interior, e por isso apresentam cadeias mais enoveladas e menos flexiveis (lllum, 1998).

A quitosana é soluvel em solugdes acidas, com pH inferior a 6,3, o que se deve
a protonacao dos grupos amina presentes ao longo de sua estrutura, que possuem pKa
igual a 6,3. Portanto, em baixos valores de pH, a quitosana é um polieletrdlito catidnico,
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e conforme o pH aumenta a partir de 6,3, o polimero é desprotonado e se torna
insoluvel (Figura 3). Essa transicdo de soluvel para insoliuvel se da entre os valores de
pH 6 e 6,5, dependendo do grau de desacetilacdo do composto (Dash, 2011; Croisier e
Jérome, 2013). A solubilidade também é influenciada pela adicdo de sal. Quanto maior

a forca ibnica do meio, menor é a solubilidade apresentada (lllum, 1998).

OH
O
H NHs3
@ | i
Baixo pH Alto pH
Solavel Insoltvel

Figura 3: Representacao da influéncia do pH na estrutura da quitosana. Para pH menor
que cerca de 6,3 0s grupos amina se protonam e a quitosana é soluvel. Para pH maior
que aproximadamente 6,3, os grupos se desprotonam, tornando o polimero insoluvel
(adaptado de Dash, 2011).

Como mencionado anteriormente, o biopolimero em questdo possui
propriedades altamente dependentes de seu grau de desacetilacdo. Pode-se dizer que
sua massa molar também ¢é um fator importante na determinagdo de suas
caracteristicas. A viscosidade da quitosana, por exemplo, aumenta com a elevagéo do
grau de desacetilacdo e com a concentracdo de polimero presente na solugao, e
diminui com o aumento da temperatura. O grau de desacetilacdo influencia a
viscosidade da quitosana, pois altera as forgcas inter e intramoleculares de repulsao
(Dash, 2011 e lllum, 1998). A Tabela 1 mostra a relagdo do grau de desacetilacdo e da

massa molar com algumas propriedades da quitosana.

Por apresentar estes grupos positivamente carregados, a quitosana é capaz de

se complexar com diversas outras espécies, como ions metdlicos, proteinas e
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polimeros anibnicos, o0 que faz com que ela possua aplicagcbes em areas como
tratamento de agua, purificacdo, recuperacao de metais pesados, além de varias outras
na area médica, como sera mencionado posteriormente. Além disso, 0s grupos amina e
0s grupos alcool presentes ao longo de sua estrutura permitem também a formacao de
ligacdes covalentes estaveis ou ligacdes de hidrogénio com outros compostos (Kumar,
2000; Croisier e Jérébme, 2013).

Tabela 1: Relacdo entre propriedades e caracteristicas estruturais da quitosana
(adaptado de Dash, 2011).

Caracteristicas

Propriedade estruturais
Solubilidade 1 GD
Cristalinidade 1GD
Biodegradabilidade 1 GD, | MM
Viscosidade 1+ GD
Biocompatibilidade 1+ GD
Bioadesividade 1 GD, 1 MM
Analgésica 1t GD
Antimicrobiana 1 GD, 1 MM
Aumento da permeacéo
. 1 GD
de compostos ativos
Antioxidante 1 GD, | MM
Hemostatica 1t GD

1 = Diretamente proporcional a propriedade

| = Inversamente proporcional a propriedade
GD = Grau de desacetilagéo

MM = Massa molar

A quitosana possui propriedades intrinsecas muito importantes, tais como: (i)
atividade antibacteriana e antifungica; (ii) mucoadesividade, devido a carga positiva
caracteristica, possibilitando sua interacdo com residuos negativamente carregados de
glicoproteinas que formam o muco; (iii) efeito analgésico; (iv) biodegradabilidade (pode

ser biodegradada enzimaticamente em residuos ndo-téxicos, isto é, oligossacarideos,
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que sao incorporados a rota metabdlica do organismo e posteriormente excretados); (v)
biocompatibilidade; (vi) baixa imunogenicidade; (vii) facilita a penetracdo de compostos
bioativos pois abre as juncdes intercelulares epiteliais, (viii) facilita a coagulacao
sanguinea. Por ser nao-téxica, paises como Japdao, Itdlia e Finlandia aprovaram a
quitosana para fins alimenticios e a FDA (Food and Drug Administration, EUA) a
aprovou também para fins terapéuticos (Dash, 2011; Berger et al., 2004; Croisier e
Jéréme, 2013).

Por ser sollvel em acidos organicos e inorganicos diluidos, formando uma
solugdo viscosa, a quitosana é capaz de formar fibras, flmes e revestimentos. Este
polissacarideo possui boa miscibilidade com outros polimeros, formando complexos e
quelatos e, além disso, a presenca de grupos ativos em sua estrutura permite sua
modificacao quimica (Niekraszewicz, 2005).

Considerando todas as propriedades acima mencionadas, pode-se afirmar que
a quitosana é um polimero adequado para inUmeras aplicacdes nas areas médica e
farmacéutica, além da engenharia de tecidos. Dentre elas se encontram lentes de
contato, implantes ésseos, capsulas, sistemas de liberacdo controlada de farmacos,
curativos (Khor e Lim, 2003; Niekraszewicz, 2005; Berger et al., 2004).

Como curativo para terapia de lesdes, a quitosana € amplamente utilizada. Ela
atua no ferimento acelerando a reparagdo do tecido, estimulando a proliferagéo e
organizagdo celular. Além disso, em baixo pH, facilita a coagulagdo do sangue e
bloqueia as terminagdes nervosas, reduzindo a dor. Quando em contato com a lesao,
adere fibroblastos, favorecendo a proliferacdo de queratinécitos e ordenando a
deposicado de colageno, acelerando a regeneragdo epidérmica e reduzindo cicatrizes
(Paul e Sharma, 2004; Jayakumar et al., 2011; Dash, 2011)

Em aplicacées médicas e farmacéuticas, a quitosana é utilizada sobretudo na
forma de hidrogéis (Berger et al., 2004). Por ser um polication, este polimero é capaz de
interagir com polimeros negativamente carregados, formando os chamados complexos

polieletrélitos (PEC), que serdo abordados no item seguinte.
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2.3.2. Hidrogéis e complexos polieletrolitos (PEC) contendo quitosana

Os hidrogéis sdo compostos por redes tridimensionais de polimeros hidrofilicos
que possuem elevada capacidade de absorcdo. Estes materiais podem apresentar
diversas composicoes quimicas e consequentemente diferentes propriedades fisicas, o
que os permite ter uma vasta aplicacao na area médica. Na engenharia de tecidos, os
hidrogéis se destacam na aplicacdo como curativos para terapia de lesbes, ja que
promovem um ambiente Umido no local do ferimento, sdo permeaveis a metabdlitos,
nao aderem e nao reagem com tecidos biol6gicos, nao causam irritacdo no local e
portanto possuem boa aceitacdo dos pacientes. Em geral apresentam limitada
resisténcia mecéanica, o que pode ser superado pela reticulagdo de suas cadeias,
promovendo refor¢o na estrutura (Lee et al., 1999; Hoffman, 2002; Boateng et al., 2008;
Hoare e Kohane, 2008).

Os hidrogéis sao geralmente divididos em trés classes, dependendo da
natureza de sua rede polimérica, sendo elas: redes entrelacadas; redes covalentemente
ligadas e redes formadas por interacdes fisicas, que incluem os casos intermediarios
entre as classes anteriores. Porém, os hidrogéis de quitosana sao classificados de
maneira ligeiramente diferente. Estes sdo divididos entre quimicos e fisicos. A primeira
categoria pertencem os hidrogéis que possuem ligacées covalentes irreversiveis,
enquanto a segunda pertencem aqueles formados por interagdes reversiveis, como por
exemplo as interagdes ibnicas. Estas interagées podem se dar entre a quitosana e ions
pequenos ou entre a quitosana e polimeros de elevada massa molar. Neste ultimo

caso, tém-se os chamados complexos polieletrélitos (PEC) (Berger et al., 2004).

Complexos polieletrélitos sdo formados a partir da interacdo de dois
polieletrélitos de cargas opostas em solucdo aquosa (Figura 4). A rede formada é
caracterizada por um ambiente hidrofilico com elevada quantidade de agua e alta
densidade de cargas elétricas. Os principais tipos de interacbes existentes nos
complexos obtidos sdo as interagdes eletrostaticas, como as que ocorrem, por exemplo,
entre os grupos amino da quitosana e grupos anidnicos de outro polieletrdlito. Outros
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tipos de interacbes podem também estar envolvidas, como ligacdes de hidrogénio,
interacoes hidrofobicas ou forgcas de van der Waals (Lee et al., 1999; Berger et al.,
2004).

Meio bdsico

HO

.| uo \idm;io do pH
aumento do pH HO

v

Proximo a
neutrahidade
reducio do ‘;V
aumento do pH

Meio Acido

Figura 4: Efeito do pH no complexo de polieletrdlitos formado por quitosana e alginato.
Os circulos representam as interacdes ibnicas entre as cargas negativas (-) do alginato,
representado pelas linhas mais finas, e as cargas positivas (+) da quitosana,

representada pelas linhas mais espessas (adaptado de Lee e Mooney, 2012).
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Para a obtencao dos complexos polieletrélitos, ambos os polimeros envolvidos
devem estar ionizados, apresentando carga oposta. Isto significa que a reagcdo deve
ocorrer em condicées apropriadas de pH, préximas do intervalo de pKa dos dois
polimeros. Dependendo da interagdo ibnica envolvida, podem ser formados
coacervados e hidrogéis mais ou menos compactos. Se a interacdo ibnica for muito
forte, pode ocorrer precipitagdo e ndo ha formacao do hidrogel. Uma maneira de evitar
que isso ocorra é adicionar sal, como NaCl, ao meio, 0 que enfraquece as interacoes
ibnicas entre os polieletrélitos. A estrutura formada pode ser reforcada por ligacoes
cruzadas covalentes ou ibnicas, como por exemplo é feito no caso de PECs de alginato
e quitosana, nos quais é feita a adicdo de ions Ca*?, conforme sera discutido mais
adiante, no item 2.3.3.1. A preparacdo dos PECs ndo exige a adicdo de agentes
reativos ou cataliticos, o que os torna mais biocompativeis e livres de qualquer
processo de purificacao antes da aplicacdo desejada.

A formacdo destes complexos pode alterar algumas propriedades dos
polimeros utilizados, como solubilidade, reologia, condutividade, turbidez da solucéo,
permeabilidade, além de propriedades mecéanicas (Lee et al., 1999; Berger et al., 2004).

As propriedades e estabilidade dos PECs formados podem ser manipuladas
controlando-se a reacdo de complexacao. O fator principal, neste caso, é o controle do
pH, porém outros fatores como temperatura, forga iGnica, concentragbes massicas,
massa molar e flexibilidade das cadeias dos polimeros, além da relacdo massicas entre
os polimeros e ordem de mistura dos mesmos também sao importantes (Berger et al.,
2004; Hamman, 2010).

As principais propriedades dos complexos polieletrélitos contendo quitosana
séo listadas a sequir: (i) sua capacidade de absorcao € sensivel ao pH e a presenca de
ions; (ii) dependendo do polidnion utilizado, ha um aumento da resisténcia estrutural e
da estabilidade mecanica; (iii) apresentam alta capacidade de absor¢cdo, mantendo a
estabilidade estrutural; (iv) possuem elevada quantidade de &agua associada e
densidade de cargas em sua estrutura; (v) sdo biocompativeis e (vi) dependendo do
outro composto formador do complexo, podem ser considerados biodegradaveis.
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Portanto, estes PECs encontram vasta aplicacdo em diversas areas, tais como
sistemas de liberacdo controlada, cultivo celular, imobilizagdo enzimatica, medicina
regenerativa e terapia de lesdes (Berger et al., 2004; Li et al., 2009). Atualmente existe
uma ampla variedade de biopolimeros adequados para a complexacdo com a quitosana
para a formagao de PECs (Tabela 2).

Tabela 2: Polianions que formam PEC com a quitosana (adaptado de Berger et al.,

2004).
Cl’as_se Polieletrélito Grupo Tipo de complexo
quimica
Alginato — COO" | Hidrogel, microparticulas com Ca*
Carragena - SO3’ Precipitado, hidrogel com NaCl
Carboximetil - COO Precipitado, hidrogel com Al*®
celulose
Polissacarideos Sulfato de - SO3 Precipitado, hidrogel com NaCl
dextrana
Heparina - SO3 Precipitado
Acido hialurénico | — COO Precipitado
Pectina — COO" | Hidrogel, microparticulas com Ca*?
Xantana - COO Hidrogel
Proteinas Colageno - COO Precipitado, filmes
] ACId? .poI|- - COO Precipitado
Polimeros acrilico
sintéticos Polifosfato - OPOg3’ Microparticulas
Poli (L-lactato) - COO Matrizes porosas

Dentre os biopolimeros utilizados, destacam-se os polissacarideos xantana,
alginato e pectina. Estes complexos estao sendo muito estudados para a preparagéao de
membranas para fins terapéuticos (Silva et al., 2008; Rodrigues et al., 2008; Li et al.,
2009; Bueno e Moraes, 2011; Veiga e Moraes, 2011; Veiga, 2012; Bellini et al., 2012;
Pires, 2013), sendo que o alginato e a xantana serao mais detalhadamente discutidos a

sequir.
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2.3.3. Biopolimeros que formam complexos polieletrélitos com a quitosana

2.3.3.1. Alginato

O alginato € um biopolimero natural tipicamente extraido de algas marrons
(Phaeophyceae), incluindo Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria
japonica, Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera. As algas sdo submetidas a
tratamento alcalino, geralmente com NaOH, e em seguida adiciona-se cloreto de sddio
ou calcio ao extrato, de forma a se obter um sal de alginato precipitado. Este pode ser
transformado em acido alginico pelo tratamento com HCI diluido. Apés a purificagéo,
obtém-se o produto final na forma de pé. Alternativamente, o alginato pode ser obtido
por sintese bacteriana (Azotobacter e Pseudomonas), obtendo-se assim um produto
cuja estrutura quimica e propriedades fisicas apresentam menor variabilidade (Lee e
Mooney, 2012).

O alginato é um polissacarideo linear aniénico que vem sendo amplamente
estudado e aplicado na darea médica por apresentar baixa toxicidade, alta
biocompatibilidade, baixo custo e capacidade de formacao de gel. Sua estrutura é
composta de dois tipos de subunidades repetitivas denominadas (1,4)-B-D-manuronato
(bloco M) e (1,4)-a-L-guluronato (bloco G), conforme ilustrado na Figura 5. Dependendo
da fonte de obtencéo utilizada, o biopolimero pode apresentar diferentes quantidades
de blocos M e G, bem como diferentes comprimentos de cadeia referentes a cada
bloco. Os blocos G formam ligacdes cruzadas com ions bivalentes (como Ca*?) para a
formagdo de hidrogéis. Portanto, a razdo entre blocos M e G e a massa molar do
polimero afetam as propriedades fisicas do hidrogel obtido. Quanto maior o numero de
blocos G, maior a capacidade de formagéo de ligacdes cruzadas e, portanto, melhores
séo as propriedades mecanicas do gel (Yang et al., 2011; Lee e Mooney, 2012).

A massa molar dos alginatos comercialmente disponiveis varia de 32 a

400 kDa. A viscosidade de solugdes destes polimeros aumenta com a reducao do pH,
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apresentando maior valor para pH entre 3 e 3,5. O alginato € quimicamente estavel em
condicoes de pH entre 5 e 10. Os residuos M e G apresentam pKa iguais a 3,38 e 3,65,
respectivamente (Meng et al., 2010; Lee e Mooney, 2012).
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Figura 5: Estrutura do alginato: a) Representacado dos blocos M e G que constituem o
biopolimero. b) Conformacdo da cadeia de alginato com blocos M e G alternados
(adaptado de Lee e Mooney, 2012).

Por apresentar propriedades espessantes, estabilizantes e gelificantes, o
alginato possui diversas apllicacbes nas industrias de cosméticos, papel, alimentos,
téxtil e na area farmacéutica e médica (Maller et al., 2011).

Os hidrogéis de alginato podem ser preparados de diversas formas, incluindo
ligac6es cruzadas ibnicas ou covalentes. A estrutura obtida € muito similar a da matriz
extracelular de tecidos vivos, o que permite a aplicacao destes dispositivos em terapia
de lesdes e liberagdo controlada de agentes bioativos, como farmacos e proteinas.
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Os curativos produzidos a partir de alginato sao obtidos na forma de gel, e em
seguida processados de modo a formar uma membrana seca. Quando em contato com
uma lesao, estes dispositivos atuam por troca idnica entre os ions calcio presentes no
recobrimento e os ions sodio provenientes do exsudato, o que leva a re-formacao do
gel. Este, por sua vez, é capaz de fornecer agua para o ferimento, mantendo o
microambiente umedecido e minimizando infecgdes bacterianas. E também por esse
mecanismo de troca i6nica que o gel se dissolve e é absorvido pelo organismo. Uma
vez que estes dispositivos requerem umidade para uma atuacao efetiva, eles ndo séao
adequados para o uso em ferimentos secos. Estes curativos podem promover a
formacgao do tecido de granulacao, rapida epitelizacao e cura da lesao, além de serem
de facil remocao (Boateng et al. 2008; Lee e Mooney, 2012).

Em valores de pH maiores que o pKa dos residuos M e G do alginato, os
grupos carboxila presentes em sua estrutura se ionizam (COQO’) e assim ha
possibilidade de interacdes ibnicas com grupos positivamente carregados, como 0s
grupamento amina presentes na quitosana. Quando essa interacdo ocorre, forma-se

um complexo polieletrolito (PEC) (Meng et al., 2010).

O PEC de quitosana e alginato (Q-A) mantém as caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade observadas para os polimeros isolados, porém
apresentam melhor desempenho que estes quando utilizados como sistemas de
liberagdo controlada para a terapia de lesdes, mostrando-se adequados para 0 uso no
tratamento de lesbes altamente exsudativas e prevenindo infecgbes bacterianas
(Hamman, 2010; Rodrigues, 2008). Fibras de Q-A s&o capazes de promover aderéncia
e proliferagdo celular in vitro maiores que as observadas para fibras de alginato
somente (Dash et al., 2011).

Membranas formadas por complexos polieletrélitos de quitosana e alginato tém
sido bastante estudadas para a encapsulagéo e liberacdo de drogas baixa massa molar
para a aplicacdo na terapia de lesGes de pele e engenharia de tecidos (Luo e Wang,
2014). Elmotasem (2008) desenvolveu filmes de Q-A para a administracdo transdérmica

do anti-inflamatério meloxicam, obtendo matrizes seguras e eficazes para a aplicagao
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desejada. Meng et al. (2010) investigaram as caracteristicas e perfil de liberacdo de
sulfadiazina de prata impregnada em filmes de Q-A. Observaram que, levando em
conta as propriedades fisicas e mecanicas dos filmes, estes tém potencial aplicacao
como curativos e dispositivos de liberacédo controlada.

Enquanto que a quitosana é degradada pela lisozima, o efeito desta enzima no
PEC é desprezivel, em funcdo da forte interagdo entre as cadeias de quitosana e
alginato. A degradacao do complexo pode ocorrer por meio de hidrélise, e pode ser
manipulada variando-se as quantidades relativas dos dois polimeros nas formulacdes
(Li et al., 2009).

O reforgo das propriedades mecénicas dos complexos de Q-A é feito pela
adicdo a sua estrutura de agentes de reticulagdo como, por exemplo, os fons Ca*?
(Berger et al., 2004). Pires (2013) observou que a reticulagdo com CaCl, é fundamental
para a estabilizacdo da estrutura das membranas de quitosana e alginato, uma vez que
as membranas preparadas na auséncia de qualquer etapa de reticulagdo nao
permaneceram integras ap6s sua lavagem. Cheng ef al. (2012) usaram a N, N’-
metilenobisacrilamida e a carboxi-metilcelulose como agentes reticulantes de aerogéis
de Q-A. Os resultados mostraram que estes agentes possuem forte interagdo com o
alginato por ligacdes de hidrogénio, que aumentaram efetivamente a resisténcia
mecéanica do material. Bueno (2011) estudou a reticulacao covalente de membranas de
quitosana e alginato com glutaraldeido e também a reticulagdo iénica com CaCl, e
(NH4)2SO4. A reticulagdo com glutaraldeido nao forneceu resultados satisfatorios
quanto as propriedades mecanicas dos filmes, porém os agentes de reticulagéo iénica
geraram membranas com propriedades mais adequadas a aplicacdo na terapia de
lesdes de pele, quando utilizados nas concentragdes de 0,05 M.

A formacéo do PEC de Q-A e suas caracteristicas sdo afetadas pela proporgéo
dos polimeros usados na sua producdo, a massa molar dos polissacarideos e o pH das
solugdes poliméricas usadas na mistura. A fragdo de mondémeros acetilados na
quitosana, bem como a quantidade de agente reticulante adicionado também sao
parametros determinantes das caracteristicas do PEC formado (Saether et al., 2008;
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Luo e Wang, 2014). Abruzzo et al. (2013) prepararam PECs de Q-A com diferentes
proporcées molares relativas dos polissacarideos para a obtencédo de dispositivos de
liberacao controlada usados em infeccoes genitais. Os resultados mostraram que a
selecdo da proporcdo molar adequada de quitosana/alginato e da quantidade de
farmaco incorporada permitiram que os dispositivos desenvolvidos apresentassem

capacidade de se hidratar, aderir a mucosa e liberar o farmaco na regiao tratada.

O alginato sofre encolhimento da sua estrutura em baixo pH e se dissolve em
alto pH , ja a quitosana é dissolvida em baixo pH e é insoluvel em valores altos do
mesmo (George e Abraham, 2006). Membranas de Q-A apresentam maior estabilidade
em relagdo a variacées no pH quando comparadas aos polimeros isolados (Rodrigues,
2008).

A Figura 6 mostra as interagdes ibnicas das cadeias de quitosana e alginato em
pH igual a 5,4 e 2, sendo os valores de pKa da quitosana e do alginato de cerca de 6,3
e 3,5, respectivamente.

CoOH
Alginato

Quitosana Quitosana

(a) (b)

Figura 6: Representacao esquematica das interagdes ibnicas entre alginato e quitosana
em: (a) pH 5,4; (b) pH 2,0 (adaptado de Majeti, 2000).
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Em pH igual a 5,4, os grupos amino da quitosana estao protonados, enquanto
0s grupos carboxila do alginato estao desprotonados. Logo, as interacdes ibnicas entre
esses polimeros sdo apreciaveis, devido a elevada densidade de cargas presente. Ja
em pH igual a 2,0, tanto os grupos amino da quitosana como os carboxila do alginato
estdo protonados. A interacdo ibnica neste caso € bem mais fraca, considerando que

ocorre apenas para alguns grupos carboxila ainda nao protonados.

2.3.3.2. Xantana

A goma xantana é um polissacarideo natural produzido pela bactéria
Xanthomonas campestris. Foi descoberta na década de 50 por pesquisadores norte-
americanos, que faziam uma triagem para detectar microorganismos que produzissem
gomas de interesse comercial. O inicio da producdo industrial se deu em 1960 e a
xantana finalmente se tornou comercialmente disponivel em 1964 (Coviello et al.,
2007).

A goma xantana & um heteropolissacarideo polianibnico com uma estrutura
primaria que consiste de unidades de pentassacarideos formada por duas unidades de
glicose, duas de manose e uma de &cido glicurbnico na razao molar de 2,8:2:2. A
cadeia principal é constituida de unidades de B-Dglicose unidas por ligacao 1-4, sendo
idéntica a da celulose. Na posicdo C3 de cada unidade de glicose alternada ha uma
cadeia lateral trissacaridica, contendo unidades de (-D-manose -1,4-B-D-acido
glicurénico- 1,2-a-D-manose, podendo apresentar na posicdo C6 da a-D-manose
interna grupos O-acetil e na B-D-manose terminal substituinte 4,6-acido piravico (Figura
7). A massa molar da xantana varia entre 2000 e 20000 kDa e esta distribuicdo de
massas molares depende da associacdo entre as cadeias, que pode variar de acordo
com as condi¢des do processo de fermentacado usado na producéo do biopolimero. Seu
pKa é de 2,9 (Garcia-Ochoa et al., 2000; Coviello et al., 2007).
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Figura 7: Estrutura quimica da xantana (adaptado de Hamman, 2010).

A xantana é nao téxica e nao sensibilizante, isto é, ndo provoca irritacdo aos
olhos ou a pele. Por este motivo, foi aprovada pelo FDA para uso como aditivo em
alimentos sem nenhuma restricdo a respeito da quantidade. Este biopolimero possui
muitas propriedades fisico-quimicas que alavancaram o seu uso em varios setores da
industria (Garcia-Ochoa et al., 2000). A produgao de xantana tem aumentado a uma
taxa anual de 5 a 10% devido as suas propriedades reoldgicas favoraveis a diversas
aplicagbes (Luo e Wang, 2014). A xantana é soluvel em agua e forma solugdes de alta
viscosidade com caracteristicas pseudoplasticas, € um excelente emulsificante,
estabilizante e também dispersante (Garcia-Ochoa et al., 2000). A Tabela 3 mostra o

uso da xantana em alguns dos setores da industria.

Desde a sua descoberta, a xantana vem sendo bastante estudada e aplicada
em pesquisas na area médica. Santos et al. (2004) avaliaram a liberagédo controlada de
diclofenaco de sdédio, lactose mono-hidratada, fosfato de calcio tribasico e beta-
ciclodextrina a partir de pellets de xantana, observando que a difusdo dos compostos
pela matriz e a sua erosdo eram mecanismos de liberagdo competidores, para todos os
casos. Munday e Cox (2000) produziram tabletes de xantana contendo cafeina ou
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diclofenaco de sédio, verificando que a taxa de liberacdo dos compostos incorporados
dependeu da velocidade de agitacao, solubilidade e proporcdo do composto na matriz.
Além disso, observaram que a liberacdo dos compostos se deu de acordo com uma
cinética de ordem zero, com o mecanismo de erosdao dominando o0 processo de

transferéncia de massa.

Tabela 3: Aplicacdes da xantana em alguns setores da industria (Garcia-Ochoa et al.,
2000).

Setor da Industria Funcao
Téxtil Controla propriedades reoldgicas, evita migracao da tinta
Ceramica Previne aglomeracao durante moagem
Petrolifera Lubrificante das brocas de perfuragéao
Alimenticia Espessante, Estabilizante, Dispersante
Farmacéutica e cosmética Espessante, Estabilizante

A presenca de residuos dos acidos acético e pirlvico em suas cadeias laterais
faz da xantana um polieletrélito aniénico natural (Luo e Wang, 2014). A combinacao da
xantana com a quitosana, um polication, e a formagao de compostos eletrélitos também
e foco de estudos na area médica. Uma grande variedade de PECs pode ser obtido
alterando-se as propriedades da xantana e da quitosana, como massa molar, grau de
acetilagdo da quitosana e conteudo de acido piruvico da xantana, bem como mudando-
se as condigbes de complexacdo como o pH, concentragdo dos polimeros, tempo de
complexacao e velocidade de agitacdo. Outro parametro que pode ser alterado também

€ o grau de reticulagéo entre os dois biopolimeros (Argin-Soysal et al., 2009).

Argin-Soysal et al. (2009) estudaram o efeito da concentracdo inicial dos
polimeros e do pH da solug¢édo de quitosana no grau de reticulacdo e na capacidade de
intumescimento de microcdpsulas de quitosana e xantana, observando que a
concentragdo da xantana tinha maior influéncia em ambas as propriedades analisadas.
Martinez-Ruvalcaba et al. (2007) produziram um gel pela complexacao de quitosana e
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xantana e estudaram as propriedades reologicas deste gel em funcédo da concentragao
de cada polimero e do meio de dispersdo do hidrogel, verificando que o material se
comporta como um gel fraco. Argin et al. (2014) produziram hidrogéis de quitosana e
xantana nos quais encapsularam bactérias probio6ticas visando sua liberacdo no trato
intestinal. Um estudo de viabilidade das células mostrou que a encapsulacdo das
mesmas serve como excelente barreira de protecdo e, além disso, a liberacao das
bactérias presentes nas microcapsulas foi considerada adequada para a aplicacao
desejada.

Veiga e Moraes (2012) investigaram o efeito da utilizacdo de diferentes
concentragbes de polissacarideos e da vazdao de adicdo de quitosana durante o
processamento nas caracteristicas finais de filmes constituidos de quitosana e xantana
aplicaveis a terapia de lesées de pele. As autoras observaram que um aumento na
concentragao dos polissacarideos gerou filmes com maior capacidade de absorcao de
agua e reduziu sua resisténcia mecanica, e que a vazao de 300 mL/h forneceu os
filmes mais resistentes. Bellini et al. (2011) produziram membranas compactas e
porosas de quitosana e xantana com diferentes razées massicas. Para a obtengédo das
membranas porosas, testaram a adicdo dos surfatantes Tween 80 e Pluronic F68.
Membranas compactas com proporgdo de quitosana e xantana de 1:1 se mostraram
ideais para 0 uso como curativos, enquanto que membranas porosas preparadas com a
mesma propor¢cdo dos polimeros na presenga de Pluronic F68 apresentaram
caracteristicas mais favoraveis na aplicagdo como scaffolds para engenharia de tecidos.

2.4.Incorporacao de compostos biologicamente ativos em membranas

Atualmente muitos estudos estédo voltados para o desenvolvimento de curativos
biologicamente ativos. A incorporagcdo de compostos bioativos em membranas
utilizadas no tratamento de lesdes tem um papel importante no processo de

cicatrizagao do ferimento. Os curativos passam a desempenhar o papel de sistemas de
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liberacdo controlada e garantem que composto incorporado seja constantemente
administrado ao paciente durante determinado periodo de tempo sem que haja
necessidade de troca do dispositivo. Propriedades do agente bioativo como
biodisponibilidade, estabilidade e estrutura quimica ndo sao alteradas (Boateng et al.,
2008; Sikareepaisan et al., 2011; Dias et al., 2011; Veiga, 2012).

A liberacdo controlada do composto ativo ocorre de maneira pré-determinada.
O principal objetivo deste tipo de administracdo é proporcionar uma terapia mais eficaz
ao paciente, atingindo-se perfis de liberacdo adequados durante um longo periodo,
evitando concentracdes flutuantes do composto no local alvo e reduzindo a
necessidade de administracées frequentes, o que promove um maior conforto e
aceitacao do paciente. (Duarte et al., 2006; Shaik et al., 2012).

Os curativos modernos utilizados como sistemas de liberacdo controlada sao
encontrados geralmente na forma de hidrogéis, hidrocoléides, filmes e espumas
poliméricas. Para que atinjam o objetivo terapéutico desejado, estes curativos devem
apresentar boa bioadesividade, flexibilidade e elasticidade, a fim de que o composto
bioativo esteja sempre disponivel para a pele danificada (Boateng et al., 2008; Silva et
al., 2008).

Uma grande variedade de compostos ativos pode ser incorporada as
membranas utilizadas como curativos, podendo ser tanto de origem sintética como
natural. Dentre eles, pode-se citar: proteinas, vitaminas, fatores de crescimento,
anestésicos, antimicrobianos, anti-inflamatérios, antioxidantes, além de extratos ativos
de plantas (Boateng et al., 2008; Girata, 2011; Dash, 2011). Os agente ativos podem
atuar direta ou indiretamente na cicatrizacdo de uma ferida, como por exemplo
removendo tecidos necréticos (debridamento), prevenindo infec¢cdes e mantendo a
assepsia do local (Boateng et al., 2008).

A incorporacao de determinada substancia pode ocorrer de modo que ela fique
ligada, dispersa ou dissolvida na estrutura dos filmes. Existem diversas formas de
incorporacdo dos compostos as membranas, ja que eles podem ser incorporados em
diferentes etapas do processo de producdo. Uma dessas formas é a incorporagdo por
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intumescimento (ou impregnacdo em solucdo) da membrana. Nesta abordagem, a
membrana ja pronta e seca € intumescida em um solvente contendo o agente ativo e
em seguida o solvente utilizado é removido (Veiga, 2012). Para compostos ndo soluveis
em agua € importante considerar a toxicidade do solvente usado. Seus resquicios
podem permanecer na membrana, afetando a biocompatibilidade. Este método
apresenta desvantagens como menor rendimento de incorporacdo e dispersao
heterogénea dos farmacos ao longo da matriz polimérica (Davies et al., 2008). No
entanto, a incorporagdo por impregnacao fornece vantagens como a possibilidade da
incorporacdo de uma gama de diferentes compostos ap6s a obtencdo da membrana,
além da necessidade de condicdes mais brandas na secagem das mesmas, ja que 0s
solventes utilizados sao geralmente bastante volateis. Outro método de incorporagéo é
a adicdo direta do composto durante o preparo da membrana. Esta é a técnica
geralmente mais utilizada, pois o ativo é facilmente incorporado no dispositivo,
favorecendo a distribuicdo homogénea ao longo do filme polimérico. Uma desvantagem
desse método é a necessidade de evaporacao do solvente, que em geral é feita através
de aquecimento ou vacuo por um longo periodo de tempo, causando degradagcao do
farmaco ou até mesmo do dispositivo polimérico. Outra abordagem utilizada é
incorporacao por meio de fluidos supercriticos (Girata, 2011; Veiga, 2012). Qualquer
que seja 0 método de incorporacgéao utilizado, é importante que o composto incorporado
tenha afinidade pela matriz polimérica. Caso isso nao ocorra, a eficiéncia de
incorporacgao resultante podera ser baixa.

Neste trabalho foi incorporado as membranas produzidas um antibiético obtido

por fermentagéo, denominado eritromicina, discutida a seguir.

2.4.1. Eritromicina

A eritromicina € um antibidtico da familia dos macrolideos e foi descoberta em
1952 por McGuire et al., que a identificaram como um metabdlito produzido pela
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bactéria Streptomyces erythreus. Apresenta uma estrutura composta de um grande
anel de 13 carbonos, ao qual dois acucares sdo unidos por ligacdes glicosidicas. Sua
formula empirica é Cs7Hg7NO13 € possui massa molar de 733,47 Da (Auto et al., 1982;
Schénfeld e Kirst, 2002; International Pharmacopoeia, 2006; Levinson, 2008).

Este antibidtico é considerado uma substancia quimicamente complexa,
constituida por trés subfracbes, eritromicina A, B e C, sendo a fracdo A a mais
representativa, que possui maior atividade antimicrobiana, e a Unica que recebeu a
aprovagao do FDA. A estrutura das fragcoes A, B e C da eritromicina é apresentada na
Figura 9. As eritromicinas B e C em conjunto representam menos de 10% da mistura
total. A unido das trés subfracdes se da o nome de eritromicina basica. Devido a
incovenientes no uso, tais como sabor desagradavel, instabilidade em meio acido e
baixa hidrossolubilidade, a industria farmacéutica elaborou formas alternativas para o
uso desse composto, combinando-o com acido organicos para a formacao de sais e
ésteres. Assim, foram obtidos o estearato, estolato, etilsuccinato, glucepato e
lactobionato de eritromicina. No Brasil, a eritromicina basica € a mais utilizada dentre as
formulacdes para uso tépico, dentre as quais estao solucées e unguentos contendo o
antibidtico. A dosagem comumente utilizada é de 20 mg/g de veiculo. O estearato e o
estolato s&o usados em formulagdes para administragédo oral, enquanto o glucepato e o
lactobionato s&o mais aplicados em administragdes intravenosas (Auto et al.,, 1982;
Schdnfeld e Kirst, 2002; Weinstein e Wagman, 1978; Lancini et al., 1995).

A eritromicina é encontrada na forma de pd (branco ou levemente amarelado)
ou cristais (incolores ou levemente amarelados). Este antibidtico € pouco higroscépico,
ligeiramente soluvel em agua (1,44 mg/L), com menor solubilidade em altas
temperaturas, e muito soluvel em solventes organicos da categoria dos alcodis, como o
etanol (50 mg/mL) e o metanol. E instavel em meio 4cido e a redugdo do pH de
solugbes aquosas provoca o0 aumento de sua solubilidade e acelera sua taxa de
degradacao. Possui pKa de 8,6, € opticamente ativo e possui absor¢cdo maxima em
comprimento de onda de 278 nm (Kim, et al., 2004; International Pharmacopoeia, 2006;
Weinstein e Wagman, 1978). A eritromicina apresenta solvatomorfismo em solventes
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organicos, como acetona, metiletilcetona, etanol e isopropanol (Mirza et al., 2003), ou
seja, a estrutura do cristal difere de sua composicado elementar quando ha inclusao de
uma ou mais moléculas de solvente ao qual foi exposto. Estas moléculas ocupam
posicoes definidas na estrutura, ndo ligadas a rede cristalina, mas ocupando espacos
de cavidades e/ou falhas no interior do cristal (Aguiar, 2009).

Eritromicina R; R2
A OH CH3
B H CHs
OR> C OH H
CH;
OH

CH3

Figura 9: Estrutura da eritromicina (adaptado de Pendela et al., 2012).

A eritromicina € um antibiético de espectro antimicrobiano considerado médio.
Os agentes suscetiveis incluem bactérias aerdbias Gram-positivas (estafilococo
sensivel a meticilina, estreptococos, corinebactérias, Listeria monocytogenes), cocos
gram-negativos (gonococo e meningococo), espiroquetas (Treponema spp. e
Leptospira spp.), actinomicetos, riquétsias, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma
pneumoniae, Legionella pneumophila, micobactérias ndo causadoras de tuberculose e
outras, além de algumas bactérias anaerdbias (Auto et al., 1982; Silva e Velasco,
2007).

O mecanismo de acdo da eritromicina se da pela ligagdo deste antibidtico a
subunidade 50S dos ribossomos bacterianos, impedindo a transferéncia dos

aminodcidos conduzidos pelo RNA transportador para a cadeia polipeptidica em
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formacgao e resultando em inibicdo da sintese protéica (Levinson, 2008). A eritromicina
possui uma meia-vida sérica de 1,5 hora, mas mesmo depois deste tempo ainda
apresenta concentracdo maior que o0 minimo exigido para atuacao bacteriostatica eficaz
(Auto et al., 1982).

Considerando seu espectro de acao, a eritromicina é o tratamento escolhido
para pnemonia causada por Legionella (bacilo gram-negativo) e Mycoplasma, sendo
também uma alternativa eficaz contra uma variedade de infecgbes causadas por cocos
Gram-positivos em pacientes alérgicos a penicilina (Levinson, 2008). Tem seu uso
indicado também em casos de difteria, coqueluche, eritrasma, uretrites e acne (Silva e
Velasco, 2007). Aplicada por via topica, a eritromicina suprime a Propionibacterium
acnes, bactéria residente nos foliculos sebaceos, reduzindo, assim, a hidrélise de
triglicerideos em &acidos graxos mediada pela P. acnes e diminuindo, desse modo, a
formagao de acidos graxos. Acredita-se que esse seja um fator responsavel pela sua
eficacia na reducdo das contagens de lesdes de acne (ANVISA — Bula profissional
Stiemycin®). A eritromicina é indicada também para o tratamento de ferimentos
infectados, queimaduras de segundo e terceiro graus, Ulceras tréficas, herpes e
doencas pustulosas (Ferguson e Scott, 1955; Erythromycin Ointment, 2013)

Na literatura podem ser encontradas algumas publicagbes a respeito da
incorporacdo de eritromicina em dispositivos poliméricos de liberagdo controlada.
Sarisuta et al. (1999) incorporaram eritromicina em fillmes de varios polimeros, dentre
eles o polivinil acetato ftalato (PVAP), celulose acetato ftalato (CAP), hidroxipropil
metilcelulose acetato ftalato (HPMCP) e goma-laca, a fim de se analisar as interagcbes
polimero-antibidtico obtidas. Park et al. (2005) prepararam, por emulsao, microcapsulas
de policaprolactona (PCL)/poli(éxido de etileno) (PEO) e policaprolactona contendo
eritromicina, a fim de avaliar o efeito dos segmentos de PEO adicionados as
microcapsulas de PCL em sua degradacao, distribuicdo de tamanho e eficiéncia de
incorporacdo do agente ativo. Shweta et al. (2012) desenvolveram dispositivos para
liberacdo controlada ocular da eritromicina, incorporando-a em filmes de hidroxipropil-
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metilcelulose, metil celulose e polivinil-pirrolidona, tendo as formulacées contendo

polivinil-pirrolidona se mostrado promissoras para a aplicacao desejada.

Diferentes métodos para quantificacao da eritromicina podem ser encontrados
na literatura (Ford et al,, 1953; Amin e Issa, 1996; Deubel et al., 2006; Jessic et al.,
2011; Ashour e Bayram, 2012). Ford et al. (1953) desenvolveram um método para
quantificacdo da eritromicina baseado na degradacdo do composto por uma solucao
concentrada de &cido sulfarico, produzindo uma solucao de cor amarelo intenso que é
entao avaliada por espectrofotometria em comprimento de onda na regidao do visivel, a
485 nm. Ashour e Bayram (2012) desenvolveram um método espectrofométrico simples
e rapido baseado na reacdo do antibiético com o composto colorimétrico 1,2-
naftoquinona-4-sulfonato em meio alcalino a 25 °C com a formacao de um produto
alaranjado, que apresenta pico de absor¢dao num comprimento de onda de 452 nm. Ja
Deubel et al. (2006) desenvolveram um método de alta sensibilidade para detecg¢ao do
composto por meio de cromatografia liquida em fase reversa acoplada a espectroscopia
de massa, o qual foi eficaz para deteccao do antibiético em amostras comerciais.

2.5.Consideracoes finais

Considerando-se os topicos abordados na revisao bibliografica, pode-se afirmar
que ha a necessidade de estudos acerca do desenvolvimento de curativos
biologicamente ativos que sejam funcionais, facilmente processaveis e financeiramente
acessiveis. A tendéncia atual na producdo de curativos é a utilizacdo de matérias-
primas ndo onerosas, de facil obtencdo, capazes de conferir ao dispositivo as
propriedades apropriadas e desejaveis a aplicacdo; e que cumpram o papel de atuar
como um acelerador da cura da leséo, proporcionando ao paciente um tratamento mais
eficaz. A incorporagédo de eritromicina em PECs de quitosana-xantana e quitosana-
alginato para obteng&o de curativos com as caracteristicas anteriormente mencionadas

€ uma boa alternativa para a aplicacdo no tratamento de lesbes de pele. Apesar de
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possuir propriedade biol6gica adequada a esta aplicacéo, a eritromicina tem seu uso
ainda pouco estudado nesta area, o que confere a proposta deste trabalho um carater
de ineditismo. A escolha dos polissacarideos a serem estudados no presente trabalho
deve-se ao fato de que o grupo de pesquisa ja possui ampla experiéncia na utilizacao
destes biopolimeros, conforme ja mencionado anteriormente. A razao de se ter optado
especificamente pelos polidnions alginato e xantana é a diferenca estrutural
apresentada pelos mesmos, ja que o primeiro possui cadeia linear enquanto o segundo
possui estrutura ramificada, e seria interessante explorar essa diferenca na avaliacao

dos resultados obtidos para as diferentes formulacdes testadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Materiais

Para a obtencéo e caracterizagao das membranas contendo ou n&o eritromicina
foram utilizados os seguintes reagentes, de qualidade analitica certificada: quitosana
(Q) de carapaca de camarao com grau de desacetilacdo minimo de 75%, (produto com
codigo C3646, lote n® 061M0046V), alginato de sbédio (A) de baixa viscosidade obtido
de algas marrons (produto com cddigo A2158, lote n® 090M0092V), xantana (X, produto
com codigo G1253, lote n® 108K0038) e eritromicina (produto com cédigo E5389) da
Sigma-Aldrich Co.; etanol e acido acético glacial da Synth; cloreto de calcio di-hidratado
e hidroxido de s6dio da Merck & Co. Inc. A agua utilizada nos ensaios foi destilada e
deionizada em sistema Milli-Q® da Millipore.

3.2.Métodos

3.2.1. Preparacao das membranas

A metodogia utilizada para o preparo das membranas baseia-se na utilizagdo
de condi¢cdes anteriormente estudadas e ja pré-estabelecidas, conforme sera
mencionado a seguir para cada tipo de formulagéo.

3.2.1.1. Membranas constituidas de quitosana e xantana

As membranas de quitosana e xantana (Q-X) foram preparadas de acordo com
a metodologia proposta por Veiga e Moraes (2012). Neste procedimento, sdo utilizadas
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solucbes de quitosana (solucao aquosa de &cido acético a 2% v/v) e de xantana
(solucdo aquosa) em concentracao de 0,5% (m/v). O volume empregado de cada
solucdo foi de 90 mL. A solugao acida de quitosana foi adicionada a uma vazéao de
300 mL/h através de uma bomba peristaltica (Modelo Minipuls 3, Gilson) em um reator
de aco inoxidavel encamisado com diametro interno de 10 cm e altura de 20 cm
contendo a solugdo de xantana. A temperatura foi mantida em 25 °C durante todo o
processo, utilizando-se para isso um banho termostatico (Modelo 214 M2, Quimis). O
sistema foi mantido sob agitacdo constante de 1000 rpm através de agitador mecéanico
(Modelo 251 D, Quimis) com hélice do tipo naval com raio de 2,5 cm durante o
gotejamento. O sistema utilizado para a preparacao das membranas é apresentado na
Figura 10.

=" "¢ o
D' g . S

Figura 10: Sistema utilizado para o preparo das membranas (adaptado de Veiga, 2012).
a) Proveta contendo solugdo de quitosana; b) bomba peristaltica; c) reator contendo
solucédo de alginato ou xantana; d) agitador mecéanico; €) banho termostatico.

O complexo polimérico obtido foi desaerado em bomba de vacuo (Modelo Q-
355B, Quimis) por duas horas e posteriormente transferido para uma placa de Petri de
poliestireno de 15 cm. A mistura foi entdo colocada em estufa com circulacdo de ar
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(Modelo 410D, Nova Etica), a 37 °C, durante 24 horas, para que fosse feita a
evaporacao do solvente. Em seguida, as membranas foram imersas duas vezes em
200 mL de agua deionizada, por 30 minutos cada vez, a fim de se remover o acido
acético residual. Por fim, as amostras foram secas novamente a 37 °C por 24 horas.

3.2.1.2. Membranas constituidas de quitosana e alginato

O método de preparacdo das membranas contendo quitosana e alginato (Q-A)
foi baseado nos procedimentos propostos por Rodrigues et al. (2008) e Bueno e
Moraes (2011). O mesmo aparato utilizado no preparo das membranas de quitosana e
xantana foi aqui utilizado. Solugbes de quitosana a 1% (m/v) (em solucdo aquosa de
acido acético a 2% v/v) e de alginato a 0,5% (m/v) (solugdo aquosa) foram usadas.
Neste procedimento, 90 mL da solucdo acida de quitosana foram adicionados a uma
vazao de 200 mL/h através de uma bomba peristaltica em um reator contendo 180 mL
da solugao de alginato. A temperatura foi mantida em 25 °C durante todo o processo,
utilizando-se para isso um banho termostatico. O sistema foi mantido sob agitacao
mecanica constante de 500 rpm através de agitador mecanico com hélice do tipo pas
inclinadas com raio de 2,1 cm. Apo6s o término da adicao da solugdo de quitosana, o
sistema foi submetido a uma agitacdo de 1000 rpm durante 10 minutos. Em seguida,
adicionou-se 16,8 mL de uma solugdo aquosa de NaOH 1M, mantendo-se a agitagdo
do sistema em 1000 rpm por 10 minutos. Finalmente, adicionou-se 3,6 mL de CaCl; a
2% (m/v) (solugédo aquosa), deixando o sistema sob agitagdo por mais 10 minutos. Apos
a reacao, a mistura polimérica obtida foi desaerada em bomba a vacuo por duas horas.
Em seguida, o material resultante de foi dividido igualmente em termos massicos em
duas placas de Petri de poliestireno de 15 cm de didmetro e levado a estufa de
circulacdo de ar por 24h a 37°C, para que houvesse a evaporagcdo do solvente.
Finalmente, o material foi lavado por 30 minutos com 150 mL de CaClz 2% (m/v) e
posteriormente com agua (duas vezes em 200 mL por 30 minutos cada vez). A
secagem final foi feita a temperatura ambiente.

42



3.2.2. Incorporacao de eritromicina nas membranas

A incorporagao do antibiético eritromicina nas membranas foi realizada por duas
metodologias diferentes, sendo elas por adicao direta do composto a mistura polimérica
durante seu preparo, ou por imersao das membranas ja prontas em solugao etandlica

contendo o composto ativo. A seguir estao descritos os dois procedimentos.

3.2.2.1. Incorporagédo da eritromicina durante o preparo da membrana

Em membranas de quitosana e xantana, o composto ativo foi adicionado ao
reator logo ap6s a mistura completa dos polimeros. J& em membranas de quitosana e
alginato, a adicdo do composto foi realizada ap6s completos os 10 minutos depois da
adicao de CaCl, 2%. Prosseguiu-se entdo com as etapas pré-estabelecidas para cada
tipo de membrana (secagem, desaeracao e lavagem). A incorporacao foi realizada em
triplicata.

A concentracdo de eritromicina utilizada foi estabelecida de acordo com a
concentragdo geralmente utilizada desse composto em medicamentos de uso tdpico,
que é de 20 mg por grama de veiculo. Considerando que ha perdas do composto
durante o processamento da membrana, que sua incorporagdo poderia ndo alcancgar
100% de eficiéncia, e que somente determinada porcentagem dele seria liberada e
disponibilizada para a lesdo na aplicagdo final caso o agente bioativo ndo se
solubilizasse totalmente quando em contato com a ferida, optou-se por utilizar também
concentragbes acima de 20 mg por grama de membrana (40 mg/g e 60 mg/g), a fim de
se aumentar a probabilidade de alcancar a quantidade minima livre utilizada para uso
topico. E importante ressaltar que os calculos para determinar a quantidade de
eritromicina a ser adicionada ao reator tiveram como base a massa de membrana em

condicao seca.
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3.2.2.2. Incorporagcdo do composto ativo por impregnacdo em solugao etandlica

Neste método, a incorporacao foi feita por imersdo da membrana ja pronta e
seca em solugdo etandlica contendo o composto ativo. Para determinacdo da
concentragao a ser utilizada, levou-se em consideracdo que a eritromicina € muito
soluvel em etanol (50 mg/mL) e entdo, tendo como base o volume de solucédo a ser
utilizada no ensaio, valores arbitrarios de concentracdo foram escolhidos, tendo como
principio evitar o uso de quantidades excessivas do composto ativo, que apresenta
custo relativamente elevado. As concentragbes estabelecidas foram entdo 1 mg/mL,

3 mg/mL e 5 mg/mL de eritromicina em etanol.

Neste procedimento, amostras de 1 ¢cm? das membranas foram previamente
armazenadas em condicdes de baixa umidade relativa, 22%, a fim de que, quando
expostas a solucao etandlica, pudessem apresentar maxima absorcao, € em seguida
pesadas para determinagédo de sua massa inicial. As amostras foram entao incubadas
por 1 hora com 4 mL de solucao etandlica contendo ou nao (branco) o composto ativo.
A temperatura utilizada foi de 25 °C e agitacado de 100 rpm. Apds a incubacgao, as
membranas foram secas a 25°C durante 30 minutos e entdo pesadas para a
determinacéo de sua massa final. A quantidade de composto ativo presente na solucao
etandlica remanescente foi determinada, a fim de se utilizar esse dado para o calculo
da eficiéncia de incorporacdo, que sera descrito mais adiante, no item 3.2.3.8. A
incorporacao foi realizada em triplicata.

3.2.3. Caracterizacao das membranas

A caracterizagdo das membranas foi realizada de acordo com procedimentos
descritos por Rodrigues et al. (2008), Bueno e Moraes (2011), Veiga e Moraes (2011) e
Pires (2013).
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3.2.3.1. Aspecto das membranas

As membranas foram inspecionadas quanto ao aspecto a olho nu e

fotografadas com camera digital (Modelo A410, Canon).

3.2.3.2. Morfologia da superficie e da se¢ao transversal das membranas

A morfologia das membranas foi avaliada através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) em microscépio modelo LEO 440, Leica.

Foram utilizadas amostras de dimensdes de 2 cm x 1 cm previamente mantidas
em ambiente com silica-gel ativada por 24 h. Estas foram fixadas em um suporte
adequado e metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620) através da deposi¢cao de uma
fina camada de ouro (espessura de 92 A) em suas superficies. Para determinacédo de
sua morfologia transversal, as membranas foram previamente criofraturadas com

nitrogénio liquido.

3.2.3.3. Avaliacao da cor e opacidade das membranas

A cor dos filmes foi avaliada com um colorimetro Hunterlab (Colorquest XE,
EUA), utilizando-se os padrées CIELab. O equipamento possui lampada de xenénio.
Neste sistema, conforme apresentado na Figura 11, sdo determinados os parametros
de luminosidade L*, variando de 0 (preto) a 100 (branco); a*, do verde (-) ao vermelho
(+); e b* do azul (-) ao amarelo. A partir desses dados, foi possivel determinar o
angulo Hue, que da a medida da tonalidade, pela Equacédo 1; e o Croma, referente a
intensidade desta cor pela Equacéo 2.

Hue=tan (b  /a") (Equacao 1)
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Amarelo esverdeado

Verde amarelo

Verde amarelado

Verde

180°

Verde azulado

Azul esverdeado

Croma=|(a" )? + (b  P|*° (Equacio 2)

Amarelo laranja

Laranja

Laranja avermelhado
Vermelho
Vermelho plrpura
0°

Purpura avermelhado

Purpura

Violeta

Azul purplreo

270°

Figura 11: Sequéncia Hue e orientacdo do angulo Hue no diagrama CIELab com a
seqUénciadas nuances de cores (Voss, 1992).

A opacidade, medida da obstrucdo a passagem de luz pelo filme, foi
determinada seguindo o método Hunterlab (Sobral, 1999), utilizando-se o mesmo
equipamento das medidas de cor, no modo de transmitancia. Por este método, a
opacidade (Y) da amostra é calculada como a relacdo entre a opacidade do filme
colocado sobre o padréo preto (Yp) e a opacidade do filme colocado sobre o padréo

branco (Yb), conforme a Equagéao 3.
Y = (—)x 100 (Equacéao 3)

3.2.3.4. Angulo de contato das membranas com dgua

As medidas de angulo de contato visando a andlise do carater
hidrofilico/hidrofébico das membranas foram feitas através do equipamento DSA100
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(Kriss GmbH, Alemanha) pela deposigdo de uma gota de 10 pyL de agua sobre a
superficie de amostras das membranas (dimensdes 6 cm x 1 cm) e registrando-se
fotograficamente a gota imediatamente apds ela atingir a superficie. O angulo de
contato foi entdo obtido por meio desta imagem. E importante destacar que o registro
fotografico foi feito de maneira rapida, de forma a se minimizar o risco de medicao do
angulo apos parte da agua ja ter sido absorvida pela membrana. Além disso, a fim de
se evitar também a realizacdo da medida numa superficie ondulada, que
comprometesse o resultado final obtido, as bordas de cada amostra foram fixadas com
fita adesiva na plataforma do equipamento de modo a tornar a superficie dos filmes o
mais lisa possivel. Foram realizadas 10 medicdes para cada amostra. As medidas
foram feitas nas amostras dos polimeros quitosana, alginato e xantana isolados, bem
como nos complexos Q-A e Q-X.

Para obtencdo das amostras de filmes dos polimeros isolados, 100 mL de
solucdes de concentracao 1% (m/v) de alginato e de xantana em agua deionizada, e de
quitosana em acido acético 2% (v/v), foram preparadas e vertidas em placas de
poliestireno. A solugdo de quitosana passou por secagem em estufa a 60°C por
24 horas e o filme formado foi lavado uma vez em 200 mL de solucao de NaOH 1M por
30 minutos e duas vezes em 200 mL de agua deionizada por 30 minutos. O filme de
alginato foi obtido pela secagem da solugdo em estufa a 37°C por 24 horas, seguida da
lavagem em 75 mL de soluc¢ao de CaCly 2% (m/v) por 30 minutos e em 200 mL de agua
deionizada duas vezes por 30 minutos. A solucdo de xantana passou por secagem em
estufa a 37°C por 24 horas e um filme foi formado, no entanto, na etapa de lavagem
com agua deionizada, o filme formado se desfez. Optou-se entao por verter a solugao
de xantana diretamente sobre laminas de vidro, pois assim a rede formada apds a
secagem é capaz de permanecer sobre a lamina e ndo se desfazer totalmente na
solucéo de lavagem, permitindo a obtengédo de uma camada da rede polimérica, mesmo
que fina, sobre a superficie lisa das Iaminas, viabilizando assim a posterior medida dos
angulos de contato.
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3.2.3.5. Permeabilidade e taxa de transmisséo de vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) foi determinada gravimetricamente,
em triplicata, de acordo com o método E95-96 (ASTM, 1995), utilizando-se uma célula
de acrilico com um volume interno de 30 mL e que dispde de uma tampa com abertura
central de 15,21 cm? na qual se fixa a amostra. Cloreto de célcio granulado foi utilizado
para preencher o fundo da célula até proximo a borda. A célula foi mantida dentro de
outro recipiente de acrilico, de 500 mL, hermeticamente fechado. O fundo desse
recipiente continha uma solucao saturada de NaCl para manter o ambiente a 75% UR.

O aparato experimental utilizado no ensaio é mostrado na Figura 12.

Membrana

S~

3 Sy v TR 1
é o A ERS
} —

granulado

Solucao saturada de NaCl

Figura 12: Aparato experimental utilizado no ensaio de determinag&o da permeabilidade

e taxa de transmissao de vapor d’agua das membranas estudadas.

A variacao de massa da célula com o tempo corresponde a taxa de agua que
permeia pelo filme e que foi usada na equacao para calcular a PVA (Equacéo 4).
Calculou-se também a taxa de transmissao de vapor d’agua (TTVA) de acordo com a

Equacéo 5.

PVA=—"—.F (Equacao 4)
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PVAAP, , )
TTVA = Tz (Equacéo 5)

onde: PVA é o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua [g.mm/m2.dia.kPal;
TTVA é a taxa de transmissdo de vapor d’agua [g/m?.dia]; & é a espessura do filme
[mm]; G, é a taxa de ganho de massa do sistema [g/dia]; Ae € a area exposta do filme
[m?]; APh2o € a diferenca de pressdo parcial de vapor da agua no ambiente dos dois
lados do filme [kPa] e F € um fator de correcao que considera a resisténcia a difusao da
camada estagnada de ar entre o CaCl; e o filme (McHugh et al., 1993).

3.2.3.6. Avaliagdo das propriedades mecéanicas e espessura das membranas em
diferentes umidades

As propriedades mecéanicas das membranas foram determinadas com base em
adaptacoes da norma ASTM D882 (2002) utilizando-se um texturdmetro (Modelo
TA.XT2, Stable Micro System). Foram utilizadas oito amostras de 8 cm x 2,5 cm de
cada tipo de membrana, com espessuras pré-determinadas em micrdmetro Digimess
(média aritmética de cinco medidas em pontos aleatérios). Estas foram fixadas nos
mordentes do equipamento, que foi montado com uma separacao inicial de garras de
5 cm e operado com velocidade de afastamento de 1 cm/s, utilizando-se uma célula de
carga de 5,098 kgf. As amostras foram entdo avaliadas quanto a tensdo e o
alongamento na ruptura em cinco condi¢ées de umidade relativa (UR), sendo estas
22%, 33%, 52%, 75% e 89% e também na condicdo Umida (apds imersas por
15 segundos em agua), a uma temperatura de c.a. 25°C. Para se obter as condi¢des de
umidade relativa desejadas, os corpos de prova foram previamente armazenados por

no minimo 48 horas em dessecador com um sal apropriado (Anexo II).

Através dos dados obtidos foi possivel determinar tensdo e o alongamento (Al)

na ruptura de acordo com as Equagdes 6 e 7, respectivamente:
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(Equacéo 6)

Al =— (Equacao 7)

sendo TR a tensdo de ruptura [MPa], Al o alogamento na ruptura [%], Fm a forca
maxima de rompimento [N], As a area transversal [mm?], do [mm] o afastamento inicial

das garras do equipamento e d [mm] o afastamento das garras no momento da ruptura.

3.2.3.7. Capacidade de absorcdo e estabilidade em etanol

Uma vez que um dos métodos de incorporagdo dos compostos ativos as
membranas se da por impregnacao em solugao etandlica, é importante que se entenda
o comportamento das amostras utilizadas quando expostas a etanol, tanto em relagao a
sua capacidade de absor¢cdo quanto a sua capacidade de se manter estavel

estruturalmente neste solvente, sem apresentar perda de massa significativa.

Para avaliar a capacidade de absorgdo, foram utilizadas amostras de
dimensdes 6 cm x 1 cm previamente armazenadas em dessecador por 24 horas. A
massa inicial (minicial) foi determinada e em seguida os corpos de prova foram expostos
a 10 mL de etanol por 1 hora ou 24 horas a 25°C. O excesso de etanol foi removido
com papel filtro e as amostras foram pesadas (Mamida). O procedimento foi realizado em
triplicata. A absorcdo de etanol (A, medida em gramas de etanol por grama de

membrana) foi calculada segundo a Equacéao 8.

A; = (Mymida—Minicial) (Equagio 8)

Minicial
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Para a avaliagao da estabilidade das amostras incubadas em etanol, em termos
de sua perda de massa, amostras de 6 cm x 1 cm previamente armazenadas em
dessecador foram pesadas (minicia) € posteriormente expostas a 10 mL de etanol por
1 hora ou 24 horas, a 25°C. A fim de remover as moléculas de polissacarideos e 0s
ions fracamente ligados, cada amostra foi imersa em 20 mL de agua deionizada por
5 min por cinco vezes apds o periodo de exposicao inicial. Finalmente, os corpos de
prova foram secos por 24 h, a 37°C, mantidos em dessecador com silica gel por 24 h e
novamente pesados (msina)). O teste foi realizado em triplicata. A perda de massa, My, foi
determinada por meio da Equagao 9.

M. = (miniciaz—mfinal)x 100

» (Equacao 9)

Minicial

3.2.3.8. Capacidade de absorcao e perda de massa em solugcbes aquosas

A capacidade maxima das membranas secas de absorver agua e solucdes
aquosas foi determinada para as seguintes solugoes: fluido corpéreo simulado (FCS,
pH 7,4), com composic¢ao descrita na Tabela 4, soro fetal bovino (SFB, pH 7,2), solugao
salina de NaCl a 0,9% m/v (SS, pH 5,5) e tampéao fosfato salino (PBS, do inglés
Phosphate Buffered Saline). O FCS foi utilizado com o objetivo de se avaliar o
comportamento das membranas em uma solucao de composicdo e concentracao de
sais proximas a do corpo humano, enquanto que o SFB é importante pois simula um
ambiente mais complexo e mais proximo ao sangue animal, uma vez que contém
proteinas, fatores de crescimento, lipideos, agucares, entre outros compostos. Ja a
solucéo salina é importante por ser usualmente utilizada na limpeza e hidratacdo das

lesoes.

Para este teste, foram utilizados corpos de prova retangulares de 6 cm x 1 cm,
em triplicata. As amostras foram pesadas para determinagcdo de sua massa inicial
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(minicial) € posteriormente hidratadas com 5 mL das solugbes aquosas anteriormente
descritas por 24 h a 37°C. Apos este periodo os corpos de prova foram novamente
pesados para a determinagdo da massa final (mumiga). A capacidade maxima de
absorcao das solucbes aquosas foi entdo determinada também através da Equacao 8.

Tabela 4: Composicao do fluido corpéreo simulado (FCS) em solucao tampao TRIS-
HCI. O pH da solucéo final é ajustado para 7,4 (Kokubo et al., 1990).

jons Concentragdo (mM)

Na* 142,0
K* 5,0
Ca™ 2,5
Mg?* 1,5

o} 148,8
HCO3 4,2
HPO,* 1,0
S0* 0,5

Para a analise da estabilidade das amostras através da determinacdo de sua
perda de massa nas solugbes aquosas anteriormente citadas, o procedimento adotado
foi analogo ao descrito no item 3.2.3.4 para o solvente etanol.

3.2.3.9. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

As andlises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
foram realizadas no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragcdo (LRAC -
FEQ/UNICAMP) a fim de se verificar as possiveis interacées entre os polimeros e a
eritromicina apds a obtengdo das membranas. As analises foram feitas tanto para as
membranas, quanto para os biopolimeros e o composto ativo isolados. Os espectros
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foram obtidos em um espectrofotdbmetro Thermo Scientific (Modelo Nicolet 6700)
operando no modo ATR (acess6rio SMART OMNI-SAMPLER) no intervalo de 675 a
4000 cm™, com resolucao de 4 cm”, com 32 varreduras acumuladas, para leitura de
amostras na forma de filmes; e com o uso de pastilha de KBr, no intervalo de 400 a
4000 cm™, com resolucédo de 4 cm’ e 32 varreduras acumuladas, para a leitura de

amostras na forma de p6.

3.2.3.10. Eficiéncia de incorporagdo de eritromicina nas membranas pelo método da
adicdo direta

Para a medida da eficiéncia de incorporacdo de eritromicina nas membranas
pelo método de adicdo, determinou-se a quantidade de composto perdida na etapa de
lavagem e remanescente nas placas de poliestireno utilizadas durante a etapa de

secagem.

Para isso, as solucdes provenientes da lavagem das membranas foram
evaporadas em estufa a 37 °C por 20 horas. Ap6s o término deste periodo, o residuo
remanescente no recipiente foi ressolubilizado em etanol e entdo a solu¢do obtida foi
filtrada com filtro de porosidade 0,45 ym a fim de se remover resquicios de membrana
que se soltaram durante a lavagem ou outras impurezas maiores. A quantificagdo da
eritromicina no filtrado, constituido entdo de uma solugéo limpida do agente bioativo, foi
realizada em espectrofotdbmetro utilizando um comprimento de onda de 205 nm. O
espectro de absorcdo para comprimentos de onda na faixa de 200 nm a 800 nm, bem
como a curva de calibragdo utilizada sao apresentados no Anexo Ill. Para a
determinacdo de antibiético remanescente nas placas de poliestireno, estas foram
lavadas com etanol e o processo de quantificacdo foi andlogo ao anterior. Este
procedimento foi realizado também para membranas que nao continham eritromicina
(branco), a fim de se quantificar compostos extrativeis em etanol que nao fossem o

composto de interesse.

53



Uma vez determinada a quantidade de eritromicina perdida durante o processo,
e conhecendo-se a quantidade inicial de eritromicina adicionada a membrana, um
simples balanco de massa fornece a quantidade de agente ativo incorporado no filme. A

eficiéncia de incorporacgao (€) péde ser entdo calculada pela Equagéao 10:

g =5M % 100% (Equacéo 10)

me,i

sendo m¢; a massa inicial de composto adicionada a membrana e m.m a massa final de

composto ativo que permaneceu na membrana.

3.2.3.11. Eficiéncia de incorporacdo de eritromicina nas membranas pelo método da
impregnacao das amostras em solucao etandlica

O caélculo da eficiéncia de incorporacao de eritromicina incorporada por este
método baseia-se na quantidade de composto que permaneceu na solucao de
impregnacao apdés o término do ensaio. Portanto, logo ap6s o fim do periodo de
incubagao das membranas realizado para o processo de incorporacao, a quantidade de
eritromicina presente na solugcdo etandlica remanescente foi determinada por
espectrofotometria, utilizando-se para isso um comprimento de onda de 205 nm e a
curva de calibracao descrita no Anexo Ill mencionada anteriormente. Com esse valor foi
possivel calcular a quantidade de composto que néo foi incorporado a membrana. Este
procedimento foi realizado também para membranas que nao continham eritromicina
(branco), a fim de se quantificar compostos extrativeis em etanol que nao fossem o
composto de interesse. Como a concentracdo inicial da solugdo etandlica de
incorporacdo € conhecida, um simples balanco de massa fornece a quantidade de
agente ativo realmente incorporado a matriz. A eficiéncia de incorporacao pode ser

entdo calculada também pela Equagéo 10.
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3.24. Andlise da cinética de liberacao da eritromicina

Para avaliar a cinética de liberacao da eritromicina foram utilizadas amostras de
membranas de 1 cm x 1 cm, em triplicata. Os corpos de prova foram pesados e
colocados em frascos contendo 3,0 mL de tampao PBS sob agitacdo de 100 rpm e
temperatura de 37°C. Cada conjunto de amostras, em triplicata, foi analisado em
periodos de tempo pré-determinados. Para isso, o contetdo dos frascos era analisado
quanto a concentracdo do composto ativo por espectrofotometria utilizando-se o
método descrito por Ford et al. (1953). Este método se baseia na producdo de uma
solucdo de cor amarelo intenso devido a degradacao da eritromicina por uma solucao
concentrada de acido sulfurico. Segundo Danielson et al. (1993), esta degradacao se
da pela reacao dos acucares presentes na estrutura molecular da eritromicina com o
acido sulfurico. Dessa forma, é possivel realizar a detecgdo do antibiético em um

comprimento de onda na regido do visivel.

Acido sulfarico 27 N foi adicionado na proporcdo de 1:1 (v/v) as amostras e
apos 30 minutos fez-se a leitura de absorbancia a 482 nm. Para a preparagdo das
solucdes de referéncia e os ensaios de liberacdo, o PBS utilizado teve seu pH ajustado
para 7,0 com acido sulfurico diluido pois, neste valor de pH, a eritromicina apresenta
maior solubilidade neste solvente. A curva de calibragdo obtida é mostrada no
Anexo IV.

3.2.5. Analise estatistica

Os resultados numéricos obtidos referentes as propriedades das membranas
foram expressos como a média mais ou menos o desvio padrdo, sendo analisados
através da abordagem de diferencgas significativas entre médias de cada amostra (teste

de Tukey, p menor que 0,05) através do software Statistica 7.0.

55



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Aspecto visual, cor e opacidade das membranas

As membranas de quitosana e alginato e quitosana e xantana obtidas
apresentaram o aspecto visual registrado na Figura 13.

Figura 13: Aspecto visual das membranas de quitosana e alginato (a) e quitosana e
xantana (b).

Pode-se observar que a membrana de Q-A apresenta superficie mais lisa e
aspecto menos opaco que a membrana de Q-X. Comparando-se os filmes de Q-X
obtidos no presente trabalho com aqueles obtidos no trabalho de Veiga (2012),
alteragbes visiveis quanto ao aspecto podem ser notadas.Os filmes preparados no
trabalho de referéncia parecem ser mais opacos e apresentam aspecto um pouco
esponjoso, 0 que se deve a presenca de maior quantidade de ar em sua estrutura,
resultante provavelmente de um processo de desaeracdo menos efetivo. Além disso,
estes filmes possuem o que aparentam ser fibras poliméricas ao longo da estrutura. As

membranas do presente trabalho também apresentam tais fibras, porém em tamanho e
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quantidade menores. Quanto as membranas de Q-A, verifica-se que estas
apresentaram aspecto menos rugoso e aparentemente menos opaco que aquelas
obtidas por Rodrigues (2008), Bueno (2010) e Pires (2013).

Na Tabela 5 s&o fornecidas informacdes a respeito da opacidade e os
parametros de cor das membranas produzidas. Verifica-se que, como observado a olho
nu, as membranas de quitosana e xantana apresentam opacidade superior as de
quitosana e alginato. O parametro de cor Hue permite inferir, com base no diagrama de
sequéncia de cores, que as membranas de Q-A tém tonalidade amarelo-esverdeada,
enquanto que as membranas de Q-X sado verde-amareladas. No entanto, a intensidade

destas cores é bastante baixa, conforme indicado pelos reduzidos valores de Croma.

Tabela 5: Dados referentes aos parametros de cor e opacidade das membranas.

Membrana Opacidade (%) Hue Croma
Q-A 16,8 + 0,22 -81,7 £0,5° 1,3 +0,0%
Q-X 46,1 £0,4° -48,0+53°  0,3+0,0°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os
valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).

Tendo em vista que uma das caracteristicas desejaveis para curativos é que
sejam translucidos, a fim de permitir o0 acompanhamento da cura da les&o, pode-se
afirmar que a membrana de quitosana e alginato seria mais adequada, ja que apresenta

menor opacidade.

4.2. Morfologia da superficie e da secao transversal

Nas Figuras 14 e 15 sdo apresentadas a morfologia da superficie e da secéo

transversal das membranas constituidas de quitosana-alginato e quitosana-xantana
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obtidas neste trabalho. E possivel observar que os filmes de Q-A possuem superficie
levemente rugosa, o que ndo € visivel a olho nu, e que ha a presenca de lamelas ao
longo de sua espessura. J& os filmes de Q-X possuem uma superficie ondulada e
apresentam fibras ao longo de sua estrutura, assim como também é possivel se
observar a olho nu. Além disso, a imagem da secao transversal revela que existe
também a presenca de lamelas nestas membranas, sendo estas menos compactas em
relacdo aquelas observadas nas membranas de Q-A. Nas escalas analisadas nao foi

possivel observar a presenca de poros em nenhuma das amostras.

Figura 14: Superficie (A) e secao transversal (B) das membranas de quitosana e
alginato.

Figura 15: Superficie (A) e segéo transversal (B) das membranas de quitosana e

xantana.
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4.3.Comportamento das membranas na presenca de agua

4.3.1. Angulo de contato com dgua

A medida do angulo de contato fornece informagcdes importantes sobre o
carater de hidrofilicidade ou hidrofobicidade de uma superficie. Conhecendo-se essas
informacdes a respeito de filmes utilizados como curativos é possivel prever seu
comportamento em resposta a um contato superficial com o exsudato proveniente da

lesao.

Uma molhabilidade consideravel ocorre para angulos até 90%, sendo que um
aumento do angulo de 02 a 90° significa uma diminuicdo da hidrofilicidade do material.
Portanto, quanto maior o angulo obtido, menor é a hidrofilicidade da superficie
(Florence e Attwood, 2003).

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de angulo de contato com agua
obtidos para os filmes de quitosana, alginato e xantana individualmente, além dos
dados para as membranas obtidas com os PECs de quitosana-alginato e quitosana-
xantana. O aspecto tipico das gotas de agua depositadas na superficie dos materiais é

indicado na Figura 16.

O angulo de contato obtido para a membrana de quitosana-xantana foi de 83,2
+ 6,3 graus, indicando que sua superficie possui razoavel molhabilidade, porém
apresenta hidrofilicidade moderada. Observa-se que este valor se encontra entre
aqueles obtidos para os filmes dos polimeros isolados, ou seja, 71,7 £ 6,3 e 89,9 +
4,3 graus para a quitosana e a xantana, respectivamente. Conforme mencionado no
trabalho de Fernandes (2009), a quitosana apresenta angulos de contato muito
variaveis de acordo com a literatura, sendo que algumas publica¢des relatam valores
proximos de 70 graus (Shi et al., 2008; Zheng et al., 2009), assim como o obtido neste
trabalho. A hidrofilicidade da quitosana estd relacionada aos grupamentos amina

presentes ao longo de sua estrutura. As cargas positivas, que surgem quando 0s
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grupos amina sao protonados, diminuem a energia livre da superficie, 0 que acarreta
uma melhora da caracteristica de molhabilidade. Quando a xantana € combinada com a
quitosana, os grupos amina desta ultima passam a interagir com os grupos COO™ da
xantana, 0 que ocasiona a reducdo da carga positiva liquida da quitosana e um
consequente aumento do angulo de contato. O fato de a prépria xantana formar filmes
de caracteristica menos hidrofilica também justifica o aumento do angulo de contato
obtido para as membranas de quitosana-xantana quando comparado aquele obtido

para o filme de quitosana.

Tabela 6: Angulos de contato em agua obtidos para as diferentes formulacdes

Quitosana- Quitosana-

Formulaca i n Algin Xantan .
ormulacao Quitosana ginato antana Alginato Xantana

Angulo de
contato (graus)

Mesma letra na mesma linha indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
p<0,05).

71,7+32% 454+51% 899+4,3° 533+33° 832+6,3°

a b c d e

Figura 16: Aspecto tipico das gotas de agua depositadas na superficie das diferentes
formulagcées de membranas: a) quitosana; b) alginato; ¢) xantana; d) quitosana-alginato;

e) quitosana-xantana.

Ja para as membranas de quitosana-alginato, obteve-se um angulo de contato
de 53,3 £ 3,3 graus, o que indica que sua superficie possui carater mais hidrofilico que
a superficie da membrana de quitosana-xantana. Observa-se que este valor é

intermediario aqueles obtidos para os filmes dos polimeros isolados correspondentes,
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sendo que 0 mesmo comportamento foi observado nos trabalhos de Shi et al. (2008) e
Li e Ciou (2010). Os ultimos mencionaram que a adicdo de quitosana, um polimero
insolUvel em agua, ao alginato, um polimero soluvel no mesmo solvente, fez com que a
mistura resultante fosse menos hidrofilica que o alginato. Supde-se, entdo, que este
efeito é predominante em relacdo ao efeito do aumento do angulo de contato da
quitosana que seria ocasionado pelas interacées entre 0os grupos carboxila do alginato

e amina da prépria quitosana, conforme explicado no paragrafo anterior.

Frente a estes resultados, pode-se afirmar que, em uma situacdo em que
ocorre contato rapido com a agua, como é a situagao que se tem para a obtencéo do
angulo de contato, a superficie da membrana de quitosana-xantana se mostra menos
hidrofilica em relacdo a da de quitosana-alginato. Isso significa que, provavelmente, as
ramificacdes presentes nas cadeias de xantana dificultem mais a entrada de agua do
ponto de vista instantaneo.

4.3.2. Capacidade de absorcao e perda de massa em solucées aquosas

A capacidade de absorgdo e perda de massa das membranas em solugdes
aquosas foram avaliadas em diferentes fluidos, sendo eles agua deionizada, solugéo
salina (NaCl 0,9% m/v), tampao fosfato salino, fluido corpéreo simulado e soro fetal
bovino. Na Tabela 7 s&o apresentados os valores das propriedades em questao para as
duas formulagbes de membranas. A importancia do uso de cada um dos fluidos foi
anteriormente esclarecida, sendo que, em suma, pode-se afirmar que este ensaio
fornece informagcbes relevantes quanto ao comportamento e estabilidade das
membranas no ambiente fisioldgico, ou seja, quando em contato com o exsudato
proveniente do ferimento ou mesmo quando em contato com solugées utilizadas para a

limpeza do local.

Quanto a capacidade de absorgéo de solu¢des aquosas, pode-se observar que

ambas as membranas apresentaram absor¢cdo de agua mais elevada em relacdo aos

61



outros fluidos, sendo elas 18,6 + 1,1 g/g e 58,0 =+ 2,6 ¢g/g, para Q-A e Q-X,
respectivamente, assim como observado nos trabalhos de Girata (2011), Veiga (2012) e
Pires (2013). Paralelamente a esta andlise, pode-se dizer sobre o comportamento
dessas membranas que, apesar de resultarem em maior angulo de contato quando
expostas rapidamente a agua, quando em contato lento com este solvente, a
membrana de quitosana-xantana € a que apresenta maior absorcdo, supondo-se que,
uma vez que a agua penetre em sua estrutura, suas ramificacbes atuam de modo a

manter maior quantidade de moléculas aprisionadas na matriz polimérica.

Tabela 7: Valores obtidos para a capacidade de absor¢ao de solugdes aquosas por 24
h a 37°C e perda de massa das membranas por 7 dias a 37°C.

Capacidade de absorcao (g/g) Perda de massa (%)
Solucao
Q-A Q-X Q-A Q-X
Agua 18,6 + 1,172 58,0 + 2,652 8,5+ 1,3%2 253 +4,5P2
SS 12,5 + 0,9P° 6,0 + 0,58 10,4 + 1,52 95+21%P
PBS 13,8 + 0,47 4,6 +0,55° 19,2 +1,5%P 13,6 +1,1P°P
FCS 11,8 + 0,2”Pd 52 +0,45° 17,7 +0,9°° 10,0 + 0,3°°
SFB 10,6 + 1,5”¢¢ 5,0 +0,95° 225 +0,7°° 100*P°

*Completa desintegragdo da membrana.

SS: Solugéo salina NaCl 0,9%; PBS: Tampao fosfato salino; FCS: Fluido corpéreo simulado; SFB: soro fetal bovino.
Letras maiusculas referem-se a comparagao de membranas de formulagdes diferentes para a mesma solucao e
letras minusculas a compara¢cdo de membranas de mesma formulacdo em diferentes solugbes. Mesma letra na
mesma linha ou coluna indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).

Para as demais solugdes, a absorcdo permaneceu praticamente inalterada,
mantendo-se entre 10 e 14 g/g, e 5 e 6 g/g para os fimes de Q-A e Q-X,
respectivamente. Pode-se atribuir este resultado ao fato de que a presenca de grande
quantidade de ions nos meios complexos diminui 0 potencial osmotico e faz com que a

entrada de agua na matriz seja reduzida.
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Os valores obtidos foram proximos aqueles apresentados por Veiga (2012) para
membranas de Q-X. Ja Bellini et al. (2012) obtiveram valores superiores de absor¢ao de
agua para filmes de Q-X, 86 g/g, 0 que provavelmente se deve a maior vazao de adicao
de quitosana a xantana utilizada durante o processamento (600 mL/h) do que a
utilizada no presente trabalho (300 mL/h). Veiga e Moraes (2011) reportaram o aumento
da capacidade de absorcdo de agua de membranas de Q-X com o aumento da vazao
de adicdo de quitosana durante a producado dos filmes. Pode-se atribuir este
comportamento ao fato de que, ao se utilizar maiores vazdes, a rede polimérica nao
consegue se estabelecer de forma t&do organizada quanto para menores vazdes e, por
isso, existe uma maior quantidade de lacunas na rede formada, o que facilita a entrada

e retencdo de agua em sua estrutura.

Em relagdo aos dados obtidos para a perda de massa em solucdes aquosas,
pode-se observar que, para as membranas de quitosana-alginato, exceto para a agua,
os valores obtidos sao superiores aqueles apresentados no trabalho de Girata (2011) e
similares aos obtidos por Pires (2013). Nota-se que a menor perda de massa foi obtida
para filmes expostos a agua e solucao salina. Tendo em vista que as condi¢cdes de pH
dos meios sdao de 4,9; 55; 74; 7,4 e 7,2 para agua, SS, PBS, FCS e SFB,
respectivamente, pode-se afirmar que, quando expostas a agua ou SS, as interacdes
entre Q e A nas matrizes sao favorecidas, uma vez que nessas condi¢coes de pH a
quitosana estaria protonada e o alginato teria carga negativa. Ja nas demais solugdes,
as interagbes entre Q e A seriam desfavorecidas, o que provocaria uma maior
solubilizagdo das cadeias livres, aumentando a perda de massa. Dessa forma, os
valores relativamente elevados de perda de massa obtidos para esta formulagcao podem
ser atribuidos a solubilizagdo de cadeias de quitosana e alginato que nao foram

efetivamente complexadas durante o processamento.

Dentre os solventes em que ndo houve perda de integridade estrutural do
material, a perda de massa nas membranas de quitosana-xantana foi maior em agua,
uma vez que esta é absorvida em maior quantidade pelos filmes, o que torna as

cadeias poliméricas mais flexiveis, facilita a transferéncia de massa e promove seu
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arraste para fora da matriz polimérica. No meio SFB, houve completa desintegracéo da
membrana, o que pode ser justificado pelo fato de que as proteinas presentes no soro
possivelmente enfraqguecem ou até mesmo rompem as interagbes de natureza
hidrofébica, eletrostatica ou de ligacdes de hidrogénio presentes entre os constituintes
da matriz polimérica (Veiga, 2012).

4.3.3. Permeabilidade e taxa de transmissao de vapor d’agua

Como ja descrito anteriormente, dentre as principais caracteristicas de um
curativo ideal se encontram sua capacidade de absorver o excesso de exsudato
proveniente do ferimento e permitir a troca gasosa no local, propiciando, dessa forma,
um microambiente adequado para uma cicatrizagéo eficiente. E importante que a lesdo
seja mantida umida, uma vez que nessa condicdo o ambiente se torna mais rico em
células sanguineas, enzimas, citocinas e fatores de crescimento que favorecem uma
rapida cicatrizacao, livre de infeccoes (Stashak et al., 2004). Logo, ferimentos pouco
exsudativos requerem curativos com baixa taxa de transmissdo de vapor d’agua,
enquanto para ferimentos exsudativos tem-se o oposto. De fato, é necessario que haja
um balango no que se refere a remogao ou ndo de exsudato, uma vez que um ambiente
excessivamente umido em torno da ferida pode atrasar sua cicatrizagéo e favorecer a

proliferacdo de bactérias (Abdelrahman e Newton, 2011).

De acordo com White e Cutting (2006), a permeacao de vapor d’agua através
de um filme polimérico utilizado como curativo ocorre segundo o seguinte mecanismo:
inicialmente a matriz absorve o fluido proveniente do ferimento, que é entao
incorporado a sua estrutura, formando uma camada na qual as demais moléculas de
agua ali presentes podem se difundir facilmente. Parte destas moléculas é entdo
perdida para o ambiente por um processo de evaporagao e a eficiéncia deste processo

depende, dentre outros fatores, da quantidade de fluido inicialmente absorvida.
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Na Tabela 8 sdo apresentados os valores para permeabilidade ao vapor d’agua
(PVA) e taxa de transmissao de vapor d’agua (TTVA) para as membranas de quitosana

e xantana e quitosana e alginato.

Tabela 8: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) e taxa de transmissdao de vapor

d’agua (TTVA) obtidos para as membranas de quitosana-xantana e quitosana-alginato.

Formulagio PVA (g.mm/m%dia.kPa)  TTVA (g/mdia)

Q-X 44,3 +1,82 1048,9 + 106,62
Q-A 20,8 +1,7° 707,5 +15,0°

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenga significativa entre os
valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).

Pode-se observar que o valor da taxa de transmissdo de vapor d’agua diaria
obtido para a membrana de Q-A foi inferior aquele apresentado por Rodrigues (2008),
de aproximadamente 2700 g/m?.dia, porém mais préximo daquele obtido por Meng et
al. (2010), de aproximadamente 618 g/m?.dia. No trabalho de Rodrigues (2008), o
ensaio foi realizado a 35°C, enquanto no outro, a temperatura foi de 32°C, a mesma
utilizada no presente trabalho, mais préxima da temperatura da pele normal. Veiga
(2012) obteve um valor superior da taxa de transmissdao de vapor d’agua diaria da

membrana de Q-X, sendo ele de aproximadamente 1461 g/m.dia.

Segundo Lamke et al. (1977), a pele normal possui uma taxa de transmissao de
vapor d’agua de 204 g/m?.dia, porém a pele lesionada perde uma maior quantidade de
agua, de forma dependente do tipo da lesdo, conforme mostrado na Tabela 9.

Neste contexto, é possivel afirmar que, por apresentarem TTVA n&o muito
elevada, as membranas obtidas neste trabalho seriam mais adequadas para lesdes
pouco ou moderadamente exsudativas, porém poderiam também ser aplicadas em
lesbes mais exsudativas, uma vez que sua capacidade de absorcdo de fluidos é
relativamente elevada. Dessa forma, seria possivel garantir que o ambiente da lesédo
permaneca com uma umidade adequada para promover sua recuperacao.
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Tabela 9: Taxa de transmissdo de vapor d’agua (TTVA) para a pele normal e lesada
(adaptada de Lamke et al., 1977).

Area estudada TTVA (g/m®.dia)
Pele normal 204
Queimadura de 1° grau 278
Queimadura de 2° grau 4274
Queimadura de 3¢ grau 3436

4.3.4. Propriedades mecdanicas e espessura em diferentes condicoes de umidade

A caracterizagao das propriedades mecanicas é importante pois as membranas
utilizadas como curativos devem ser duraveis, apresentando um balango entre
resisténcia, flexibilidade e capacidade de alongamento, de modo a suportar o0s
estresses mecanicos impostos pelas diferentes partes do corpo, principalmente aquelas
proximas as articulacées, como joelhos e cotovelos. Além disso, é importante que as
membranas sejam facilmente aplicaveis e removiveis no local da lesdo, evitando

provocar danos maiores na regiao (Boateng et al., 2008).

As propriedades mecanicas de membranas polissacaridicas dependem da
umidade relativa do ambiente ao qual estas estdo expostas. De acordo com resolugéo
da Anvisa (2003), o ambiente hospitalar deve ter umidade relativa mantida entre 40% e
60%. Entretanto, as condi¢ées de umidade relativa as quais as membranas podem ser
expostas incluem valores além dessa faixa, abrangendo as condi¢des utilizadas durante
seu processamento e armazenamento e até mesmo em seu uso como curativo. Tendo
isso em vista, os resultados apresentados neste trabalho visaram o entendimento do
comportamento das propriedades mecéanicas das membranas em condicbes de
umidade relativa variadas. A analise das membranas em condicdo Umida € importante,

pois assim é possivel se observar 0 comportamento exibido por elas quando utilizadas
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em ferimentos de pele nos estagios iniciais de recuperacao, nos quais maior quantidade

de exsudato é liberada.

Os valores encontrados para a espessura, tensdo e alongamento na ruptura

das membranas encontram-se listados na Tabela 10.

Tabela 10: Espessura e propriedades mecéanicas das membranas de quitosana-xantana
e quitosana-alginato em diferentes condi¢cdes de umidade relativa (UR).

Formulacdo | UR (%) Es?ﬁrsns)ura Tenséc() Iv:ll';aar)uptura r;:?‘:g::rri:r(l;:))

22 69 + 1272 38,0 + 16,0*2 4,0 + 0,92

33 60 + 6°2° 48,1 + 14,5°2 3,3+1,6°2

52 60 + 772¢ 40,3 + 15,772 3,0 £ 0,852

a-A 75 57 +8%°d | 526 +g 5 4,7 40,782
89 59 + 5Kad 19,3 +4,0-° 10,1 +3,17°

Gmida 85 + 7M* 4,2 +0,8"° 24,2 +5,3"°

22 104 + 1382 9,4 +2,6°¢ 1,7 £ 0,454

33 100 + 8P 9,1 +3,6%¢ 1,9 +0,4°4

ax 52 86 +116° 8,8 + 3,65 1,8 £0,6™
75 91 +g'aP 4,5+ 1,59 1,4 +0,2"4

89 92 +13-aP 5,4 + 1,3Maf 2,6 + 0,34

Gmida 90 + 4Mab 0,9 +0,2°¢ 46,0 + 6,1M*

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de
Tukey, p<0,05). Letras maiusculas referem-se a comparacdo de membranas de formulagdes diferentes para
a mesma umidade. Letras minusculas referem-se a compara¢édo de membranas de mesma formulagao para

diferentes umidades.

Era esperado que, com o aumento da umidade relativa de exposicdo das
membranas, a espessura destas aumentasse devido a uma maior absorcdo de agua

em umidades mais elevadas. Porém, analisando-se os resultados apresentados na
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Tabela 10, pode-se afirmar que para ambas as formulagdes o comportamento esperado
nao foi observado, ja que para todas as umidades a espessura foi pouco alterada. Isto
se deve, provavelmente, a dificuldade da medida desta propriedade em amostras
Umidas, uma vez que estas sdo mais compressiveis que as amostras secas. Além
disso, a variacao das espessuras ao longo de uma mesma amostra, possivelmente
decorrente de uma distribuicdo ndo homogénea do material quando este foi transferido
para a placa de Petri, ou mesmo de uma secagem nao uniforme da membrana, deu
origem a um desvio padrao elevado para cada conjunto de medic¢des. Isso pode afetar
os resultados na analise comparativa para determinagcao de diferenca significativa entre
amostras em diferentes umidades. Nota-se ainda que as membranas de Q-X
apresentaram maior espessura para toda a faixa de umidade utilizada, exceto na
condigao umida, o que pode ser atribuido a sua estrutura que, por apresentar lamelas,
€ menos compacta que a das membranas de Q-A.

Para evitar os problemas relativos as medidas de espessura, poderiam ter sido
utilizadas, alternativamente, técnicas como a perfilometria optica ou a elipsometria. No
entanto, a dificuldade imposta pela necessidade de se fazer as medidas de espessura
imediatamente antes do ensaio mecanico, para a obtencdo das medidas em uma

mesma condi¢do de umidade, inviabilizou 0 uso destas técnicas.

Segundo Ma et al. (2001), substitutos artificiais da pele devem apresentar
menor espessura que a derme humana, cujo valor varia de 500 ym a 3000 pm,
dependendo da idade, sexo e é&rea do corpo. Logo, do ponto de vista desta
propriedade, é possivel afirmar que as membranas de Q-X e de Q-A obtidas séo

adequadas a aplicagdo como curativos.

Para a formulacao de Q-X, Veiga (2012) obteve os valores de 5,99 + 1,10 MPa
e 2,61 £ 0,21 % para a tensdo e alongamento na ruptura, respectivamente, enquanto
Veiga e Moraes (2011) obtiveram 5,23 + 1,07 MPa e 1,82 £ 0,78 % para as mesmas
propriedades, em umidade relativa aproximada de 40%. Comparando-se estes valores
com os dados obtidos neste trabalho, nota-se que ha similaridade nos resultados
encontrados. Ja para membranas de Q-A, os valores aqui obtidos para a tensédo na
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ruptura foram superiores aqueles dos trabalhos de Rodrigues (2008), Girata (2011) e
Pires (2013), também a uma umidade relativa aproximada de 40%, sendo eles 28
+3 MPa, 9,79 = 1,51MPa e 2,33 = 0,58 MPa, respectivamente. O alongamento na
ruptura, por sua vez, foi inferior ao obtido por Rodrigues (2008), 8 + 3 %, porém
semelhante ao dos trabalhos das outras duas autoras, que apresentaram valores de
3,25 + 1,43 % e 2,15 + 0,32 %. Visto que pequenas variacbes no procedimento de
preparacdo das membranas ocorreram nos diferentes trabalhos, materiais com
caracteristicas um pouco distintas na estruturacdo do PEC podem ter sido utilizados, o
que explicaria a nao coincidéncia dos valores alcancados.

Comparando-se os valores de tensado na ruptura apresentados no trabalho de
Veiga (2012) para outras formulacées de membrana, sendo elas quitosana-goma guar
e quitosana-pectina (10 MPa e 24 MPa, respectivamente), e ainda os valores obtidos
para esta propriedade para as membranas de Q-A neste trabalho, pode-se afirmar que
os valores obtidos para a formulagdo de Q-X séo relativamente baixos. As estruturas
das cadeias poliméricas dos compostos utilizados podem explicar o comportamento
observado. Enquanto o alginato € um polimero de cadeia linear, a xantana apresenta
cadeia altamente ramificada. As forcas intermoleculares que mantém as cadeias
poliméricas unidas tendem a ser mais fracas em polimeros ramificados, ja que o
impedimento espacial causado pelas ramificagées torna mais dificil a aproximagao
dessas cadeias. Por isso, as membranas de Q-X, apesar de mais maleaveis, sdo mais
frageis e quebradicas, o que é refletido no seu baixo valor de alongamento na ruptura
em umidades mais baixas. Pode-se entdo afirmar que a linearidade da cadeia de

alginato explica o fato de a formulagdo Q-A ser a mais resistente.

Nota-se que, para as membranas de Q-A, ambas as propriedades analisadas
comegcam a ter variagdo significativa somente ao atingir a umidade de 89%. Isto
significa que, nesta umidade, a quantidade de moléculas de agua que penetra em sua
estrutura ja é capaz de desorganiza-la. Assim como para o filme de Q-A, pode-se
observar que tanto a tensado quanto o alongamento na ruptura das membranas de Q-X,

sofrem varia¢des apreciaveis quando as membranas estdo umidas, isto é, na condigéo
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para a qual elas foram submergidas em agua por 15 segundos. Isto se deve a entrada
massiva das moléculas de agua na estrutura da membrana, fazendo com que ocorra a
desestruturacdo do empacotamento das lamelas e a desorganizagdo das cadeias do
complexo polimérico. Esse comportamento foi mais pronunciado nas membranas de Q-
X, uma vez que a cadeia mais ramificada da xantana possivelmente promoveu
aprisionamento de maior quantidade de moléculas de agua, e por isso esta formulacao
apresentou o maior alongamento na condicdo Uumida. Rodrigues (2008) observou o

mesmo comportamento para membranas de Q-A.

Segundo Edwards e Marks (1995), a tensao na ruptura apresentada pela pele
varia de 5 a 30 MPa. Os valores obtidos para a formulacao de Q-X neste trabalho estao
compreendidos nesta faixa, exceto pelo valor encontrado para membranas umidas,
enquanto que para a formulacdo de Q-A, apenas na umidade de 89% é que se tem um
valor dentro desta faixa. Sendo assim, pode-se afirmar que as membranas de Q-X
analisadas entre as umidades de 22% a 89% e as membranas de Q-A analisadas a
89% de umidade apresentam caracteristica de tensdo na ruptura préxima a da pele e
portanto seriam adequadas para serem empregadas como curativos na terapia de

lesdes a este 6rgao.

4.4.Caracterizacao de membranas contendo diferentes proporcoes de
eritromicina

4.4.1. Capacidade de absorcao e perda de massa em etanol

A determinagéo da capacidade de absorcao e perda de massa em etanol visa o
entendimento do comportamento das membranas quando expostas a este solvente.
Amostras capazes de absorver etanol tenderiam a reter em sua estrutura maiores
proporgcdes de agentes ativos nele dissolvidos quando de sua exposicao a solucdo de
incorporacao. Dispositivos estaveis na presencga deste solvente com relacdo a variacao
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de massa tenderiam a ser mais atrativos se esta abordagem de incorporacao é

pretendida.

A eritromicina apresenta alta solubilidade em etanol e baixa solubilidade em
agua e, por esse motivo, solucoes etandlicas desse composto foram escolhidas para se
realizar sua incorporacdo nas membranas de quitosana-xantana e quitosana-alginato

por impregnacao.

Na Tabela 11 encontram-se os resultados obtidos para absorcdo e perda de

massa das membranas em etanol.

Tabela 11: Resultados dos testes de absor¢ao de etanol e perda de massa em etanol.

ef:;ﬁggodfh) Amostra  Abs (getanol/membrana) M, (%)
Q-A 0,6 £0,1*4 4,2 £0,5*
1 Q-X 0,7 £0,1%¢ 8,2 +0,6°°
Q-A 0,3+0,1%° 6,2 +0,3*°
“ Q-X 0,9 £0,2°°¢ 11,7 £0,4°°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenga significativa entre os valores médios
(Teste de Tukey, p<0,05). Letras minlsculas referem-se a comparagdo de membranas de diferentes
formulagbes expostas ao solvente durante o mesmo tempo e letras mailsculas referem-se a
comparagao de membranas de mesma formulagao expostas por um periodo de tempo diferente.

De acordo com os resultados obtidos para o teste de absorgéo, pode-se dizer
que ambas as formulagbes apresentaram absorcdo relativamente baixa de etanol
quando comparada a absorc¢ao de dgua apresentada anteriormente. A membrana de Q-
X apresentou maior absorcédo de etanol que a de Q-A, sendo possivel perceber que a
formulacdo de Q-X ndo apresenta alteracdo desta propriedade com o aumento do
tempo de exposicdo ao solvente, ao passo que para a membrana de Q-A houve uma
reducdo da absor¢do. Isso pode ser relacionado com os resultados de perda de massa.
Por ter a maior absorgcdo, possivelmente a formulagdo Q-X tenha também maior
solubilidade em etanol e, portanto, maior facilidade de desestabilizacdo neste solvente

71



do que os outros sistemas. A perda de massa da membrana de Q-X provavelmente foi
maior devido a maior capacidade de penetracdo de etanol na matriz, facilitando a
transferéncia de massa e assim o arraste das cadeias livres na membrana para fora de
sua estrutura. Embora a perda de massa aumente com o tempo para ambas as
formulagbes, os valores resultantes sao relativamente baixos, e seu impacto no

desempenho das matrizes seria pouco significativo.

Para o ensaio de incorporacdo por imersdao das membranas em solugcao
etandlica, optou-se entao pela realizacdo do mesmo durante um periodo de 1h, ja que
ndo houve diferenga significativa na quantidade de etanol absorvida pelas membranas

para um tempo de exposicao de 24 h.

4.4.2. Eficiéncia de incorporacao da eritromicina

A Tabela 12 mostra os resultados de eficiéncia de incorporagcédo da eritromicina

as membranas de Q-A e Q-X pelo método da adigao direta.

Tabela 12: Dados obtidos para incorporagao da eritromicina a membranas de quitosana

e alginato e quitosana e xantana pelo método da adigédo direta a mistura polimérica.

Formulagéo _Eritromicina Eritromicina retida na _ Eficiénci? de
adicionada (mg/g) membrana (mg/g) incorporacao (%)
20 8,1+20 41,9 +3,0
Q-A 40 18,1+ 3,2 47,7 £6,0
60 255+2,8 441 +1,9
20 10,5+2,0 49,9+ 2.2
Q-X 40 22,4 +3,6 52,3 +3,2
60 34,8 £5,1 53,6 +4,3
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Observa-se que para ambas as formulacbes, os valores de eficiéncia de
incorporacdo podem ser considerados satisfatérios, ficando entre 42 e 54%. Uma
eficiéncia maior ndo foi obtida provavelmente porque grande parte das particulas de
eritromicina adicionadas a mistura ficaram somente depositadas na matriz da
membrana formada, acumulando-se preferencialmente na superficie voltada para a
placa ou para o ar, o que pode ter ocorrido devido a falta de afinidade do composto
pelas matrizes hidrofilicas. Essas particulas podem ter sido arrastadas durante a
lavagem das membranas e por isso verificou-se perda apreciavel de eritromicina nesta
etapa. Provavelmente, as moléculas que permanecem sdo, em sua grande maioria,
aquelas que conseguiram se depositar nas camadas subjacentes as superficies ou

mais internas & membrana.

Na Tabela 13 sao apresentados os resultados da eficiéncia de incorporacao da
eritromicina as membranas pelo método da impregnacdo em solugdo etandlica.
Observa-se que eficiéncias mais baixas de incorporagao foram obtidas para ambas as
formulacées quando comparadas com o resultado da incorporacdo pelo outro método
estudado. Essa baixa eficiéncia esta relacionada a baixa absor¢do de etanol pelas
membranas pois, tendo em vista que o etanol funciona como veiculo para a
incorporagcdo do composto, seria jA esperado que quanto menor a absor¢do deste
solvente, proporcionalmente menor também seria a quantidade de composto retido nas
matrizes poliméricas. Possivelmente pelo fato de que as membranas de Q-X possuem
capacidade de absorcado de etanol maior que as de Q-A, a quantidade de composto
ativo retido na estrutura das membranas de Q-X é também maior. Vale ressaltar que,
apesar da baixa eficiéncia de incorporagdo, as quantidades de droga retida nas
membranas foram muito superiores as obtidas quando a eritromicina foi incorporada
pelo outro método. O mesmo comportamento foi observado no trabalho de Veiga
(2012), no qual a autora destacou a possibilidade de se reaproveitar o farmaco
remanescente na solucdo de impregnagcao para processos posteriores, aumentando

dessa forma a eficiéncia global do processo.
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Tabela 13: Dados obtidos para incorporacao da eritromicina a membranas de quitosana

e alginato e quitosana e xantana pelo método de impregnacao em solucao etandlica

Concentracao inicial  Eritromicina Eritromicina Eficiéncia de
Formulacao de eritromicina no adicionada retida na incorporacao
solvente (mg/mL) (mg/g) membrana (mg/g) (%)
1,0 802,7 £ 57,9 82,7+184 10,3+£2,4
Q-A 3,0 2178,3 £176,5 430,3 + 65,7 19,8 £2,8
5,0 3868,8 +677,4 673,8 + 134,8 17,4 10,4
1,0 1684,3 £212,2 1435+ 7,1 8,6 £0,7
Q-X 3,0 5339,1 + 1549,6 837,7 £190,5 16,6 +5,2
5,0 10818,7 +413,5 21279 +130,4 9,7+2,0

4.4.3. Aspecto visual, cor e opacidade das membranas

Neste item sdo apresentados o aspecto, cor e opacidade das membranas de
quitosana e alginato e quitosana e xantana as quais a eritromicina foi incorporada pelo
método da adicdo direta. E importante destacar que estas caracterizagdes ndo foram
realizadas para os filmes nos quais a eritromicina foi incorporada pelo método da
impregnacao em solugé@o etandlica. Isso se deve ao fato de que tais caracterizagdes
requerem amostras de tamanho maior que aquelas obtidas no ensaio de incorporagao e
a obtencdo dessas amostras maiores exigiria uma massa elevada de eritromicina que,

no entanto, ndo estava disponivel em quantidade suficiente.

Na Figura 17 € mostrado o aspecto visual das membranas de Q-A e Q-X
contendo eritromicina em diferentes proporcdes. E possivel observar que, para uma
mesma formulagcédo, o aspecto ndo se alterou com a variacado da quantidade de droga
incorporada. Também n&o houve alteracao perceptivel no aspecto destas membranas
em relagdo aquelas mostradas na Figura 13, nas quais a eritromicina ndo havia sido

incorporada, logo, a presencga do agente ativo ndo afeta essa propriedade.
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Figura 17: Aspecto visual das membranas de quitosana e alginato (A) e quitosana e
xantana (B) as quais eritromicina foi incorporada por adi¢do a mistura polimérica em
diferentes concentragdes. As proporgées de droga adicionadas foram de 20 mg/g (a),
40 mg/g (b) e 60 mg/g (c).

Na Tabela 14 sdao mostrados os parametros de cor e opacidade das
membranas que contém eritromicina. Apesar da alteragdo nao tédo perceptivel pela
analise das imagens fotograficas, houve uma queda na opacidade das membranas de
Q-X para todas as propor¢coes de droga incorporadas, quando comparadas as
membranas de Q-X nas quais o composto estava ausente (46,1%). Ja para as
membranas de Q-A com eritromicina, a opacidade se manteve proxima a das
membranas de Q-A sem eritromicina (16,8%), ocorrendo uma pequena queda de
opacidade com o aumento da quantidade de agente ativo incorporado. A variacao da
opacidade observada com a incorporagdo da eritromicina pode ter sido resultado do
efeito ocasionado pela introdugédo do antibiético, de massa molar relativamente grande,

75



a mistura polimérica, que acarretaria em uma descontinuidade da rede formada, ou
mesmo do espalhamento da luz gerado pela presenca das particulas do composto na
matriz. No entanto ndao ha evidéncias suficientes para se apontar a razdo do

comportamento observado.

Tabela 14: Informacdes a respeito dos parametros de cor e opacidade das membranas
as quais eritromicina foi incorporada por adicao direta a mistura de polissacarideos.

Proporcao de

Formulacao eritromicinana  Opacidade (%) Hue Croma
mistura (mg/g)
20 12,4 1,72 -78,80+0,5° 3,2+0,12
Q-A 40 9,9+0,9° -80,64 +0,52 24+0,2°
60 5,3+0,8 -79,25+0,3* 1,8+0,1°
20 17,2 +0,6°° 522+6,2°  0,3+0,0°
Q-X 40 18,9 +1,8° -46,5+4,9°  0,3+0,0°
60 15,8 +0,2¢ -48,3+4,1°  0,3+0,0°

Mesma letra na mesma coluna indica que néo ha diferenca significativa entre os valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).

Os parametros Hue e Croma permaneceram, para ambas as formulacoes e
para todas as quantidades de eritromicina incorporada, muito proximos aqueles
mostrados na Tabela 5 para membranas isentas da droga (-81,7 e 1,3 respectivamente
para membranas de Q-A e -48,0 e 0,3 para Q-X), indicando que, também nestes

parametros, a adigdo de eritromicina a mistura polimérica nédo tem efeitos significativos.

4.4.4. Morfologia da superficie e da secao transversal

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada para todas as amostras
contendo o agente ativo incorporado a fim de se verificar se 0 composto esta presente
na estrutura e como o mesmo estaria distribuido ao longo do filme.
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Na Figura 18 mostra-se o aspecto tipico verificado por MEV para a eritromicina.
Observa-se que a mesma se apresenta na forma tipica de seus cristais, com ampla
distribuicdo de tamanho de particulas, com aspecto compativel com o relatado por
Chen et al. (2013) para o mesmo farmaco.

Figura 18: Micrografias da eritromicina obtidas por microscopia eletrénica de varredura.

Na Figura 19 sado apresentadas a superficie e a secao transversal de amostras
de quitosana-alginato contendo a droga. Nas membranas as quais se incorporou a
eritromicina por adi¢cdo, € possivel observar que o antibiético permaneceu na forma
tipica apresentada por seus cristais. Nota-se ainda que nao ha diferenca significativa
entre as superficies de amostras as quais se incorporou diferentes quantidades do
composto. Isto se deve ao fato de que a distribuicdo do mesmo pela matriz nao &
homogénea, e a imagem realizada para cada amostra pode ter abrangido regiées que
continham maior ou menor quantidade do antibidtico. A imagem da secéo transversal
dessas membranas revela que a eritromicina permanece em maior propor¢ao nas
bordas inferior e superior, ou seja, na primeira camada e ambas as superficies, e em
pequena quantidade distribuida ao longo da espessura dos filmes. Provavelmente essa
preferéncia pelas bordas seja devido ao fato de que, possuindo pouca afinidade pelo
meio hidrofilico da matriz polimérica, a eritromicina sofra exclusdo da fase aquosa,
acumulando-se nos meios a sua volta com os quais tem mais afinidade, sendo eles a
placa de poliestireno, hidrofébica, e o ar.
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Figura 19: Superficie (A) e secdo transversal (B) das membranas de quitosana e
alginato as quais foi incorporada a eritromicina (a) por adicdo a mistura polimérica na
proporcao de 20 mg/g de massa de polimeros, (b) por adicdo na proporgcéao de 40 mg/g,
(c) por adicdo na proporcdo de 60 mg/g, (d) por imersdo em solugcdo etandlica
(concentragdo 5 mg/mL).
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Ja para as membranas as quais se incorporou a eritromicina por impregnacao
etandlica, nota-se que ha um depédsito do composto sobre a superficie do filme, e que
ele esta distribuido de forma heterogénea. E possivel observar ainda que o antibiético
se encontra agora na forma de pequenas placas alongadas, comportamento este
consequente do solvatomorfismo, decorrente do uso do solvente etanol. Analisando a
imagem da secao transversal dessa amostra, pode-se dizer que ndo ha presenca
visivel de droga no interior da matriz polimérica, o que provavelmente se deve a baixa
absorcao de etanol por estas membranas, que acarreta uma baixa absorcdo do
composto e seu depdésito preferencial na superficie das mesmas.

Na Figura 20 sdo apresentadas a superficie e a secéo transversal de amostras
de quitosana-xantana contendo eritromicina. As imagens obtidas para as superficies
das membranas as quais se incorporou 0 composto ativo por adicao revelam que ocorre
o0 mesmo comportamento observado nas amostras de Q-A, ou seja, 0 composto se
encontra na forma tipica apresentada por seus cristais e é distribuido de forma nao
homogénea na superficie.

Analisando-se as imagens da sec¢ao transversal dos filmes é possivel notar que
a eritromicina se encontra distribuida no interior da matriz. Na micrografia da formulacao
Q-X-eritromicina 60 mg/g, € possivel observar claramente a presengca de granulos na
superficie da membrana, o que sugere que o antibidtico se encontra também no interior

da primeira camada subjacente a superficie da amostra.

Para as membranas de Q-X as quais se incorporou a eritromicina por
impregnacao etandlica, nota-se que ha um comportamento semelhante aquele das
membranas de Q-A no que diz respeito a superficie: existe um depdsito do composto
sobre a superficie do filme, distribuido de forma heterogénea e na forma de placas
alongadas. Analisando a imagem da secao transversal, pode-se notar uma discreta
presenca de antibidtico no interior da matriz, ao contrario do que se obteve para a
formulacdo Q-A. Pode-se afirmar que, provavelmente, a maior capacidade de absor¢ao
de etanol pelas membranas de Q-X do que pelas de Q-A seja 0 motivo deste resultado.
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Figura 20: Superficie (A) e secdo transversal (B) das membranas de quitosana e
xantana as quais foi incorporada a eritromicina (a) por adicdo a mistura polimérica na
proporcao de 20 mg/g de massa de polimeros, (b) por adigdo na proporcéo de 40 mg/g,
(c) por adicdo na proporcao de 60 mg/g, (d) por imersdo em solugcdo etandlica de

concentracédo 5,0 mg/mL.
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4.4.5. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Nas Figuras 21 e 22 s&o mostrados os espectros FTIR para as formulagdes de
quitosana e xantana e quitosana e alginato e seus componentes isolados. As andlises
foram feitas a fim de se verificar as possiveis interacées entre os polimeros apés a
obtencdo das membranas, além de modificacbes na estrutura dos mesmos apds a

incorporacao do composto ativo a matriz polimérica.

Observa-se que os espectros de quitosana, xantana e alginato apresentam uma
banda de absor¢do entre 3600 e 3000 cm™, referente ao estiramento dos grupos
hidroxila presentes na estrutura dos trés polimeros. Outra banda aparece entre 3000 e
2800 cm™', sendo esta relacionada a vibracdes axiais de grupos -C-H. Em niimeros de
onda préximos a 1000 cm™, observam-se picos caracteristicos dos polissacarideos,
atribuidos a vibragées dos grupos -C-O,-C-C e -C-O-C (Veiga, 2012; Smitha et al.,
2005; Popa et al., 2010; Lungan et al., 2014).

No espectro da quitosana, verifica-se também a presenca de um pico em
1643 cm™, referente & ligagdo C=0 dos grupos amida | ainda acetilados, outro em
1581 cm™, que diz respeito ao grupamento amino, e mais um pico em 1380 cm™,
relativo a deformacao dos grupos -CH: (Li et al., 2005; Popa et al., 2010; Smitha et al.,
2005).

A xantana apresenta picos em 1730 cm™' e 1635 cm™, caracteristicos de grupos
acetato, piruvato e glicuronato (Popa et al.,, 2010; Lungan et al., 2014), conforme se
observa no espectro mostrado na Figura 21. Além destes, ha outro pico em 1420 cm™,
relativo a vibracao de flexdo dos grupos -C-H (Gunasekar et al., 2014). Ja no espectro
do alginato, mostrado na Figura 22, sdo destacados os picos em 1600 cm™, referentes
a vibragcdo assimétrica de grupos carbonila (-C=0) (Lawrie et al., 2007), e também em
1415 cm™, que se refere ao estiramento de sais de carboxilato (Smitha et al., 2005).

O espectro da eritromicina apresenta conjuntos de picos em varias faixas de

nimeros de onda. Na faixa de 1735 a 1700 cm™, ha picos referentes a deformacéo do
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angulo do grupo cetona; ja na faixa de 1460 a 1340 cm™, observam-se picos que dizem
respeito a deformacdo angular dos grupos CHz e CHs. Deformacbes no grupo éter séo
indicadas pelos picos presentes na faixa de 1190 a 1000 cm™ (Sotiro, 2007). Além
destes picos, a eritromicina apresenta também as bandas caracteristicas de vibracoes
de grupos -O-H e de grupos -C-H nas faixas de 3600 a 3000 cm™ e 3000 a 2800 cm’,

respectivamente, assim como observado para os polissacarideos isolados.

No espectro da membrana de quitosana e xantana, mostrado na Figura 21,
observa-se a presenca de uma banda de absorgdo entre 1650 e 1540 cm™. A formagao
desta banda se deve a justaposicdao dos picos referentes aos grupos amino da
quitosana, e aos grupos glicuronato da xantana, o que indica a ocorréncia de interagbes
entre estes grupos, assim como observado por Veiga (2012). Popa et al. (2010)
verificaram o aparecimento de uma banda em 1663 cm™ no espectro de hidrogéis de
quitosana e xantana, banda esta que nao estava presente no espectro da quitosana ou
da xantana. Os autores explicaram a formacao desta banda Unica pelo fato de ligagoes
-C-O de grupos carboxila terem entrado em colapso apdés a complexacdo dos
biopolimeros, comportamento este semelhante ao observado neste trabalho.

Analisando-se os espectros das membranas de quitosana e xantana as quais
foi incorporada a eritromicina, tanto por impregnagdo em solugcéo etandlica como por
adicao a mistura polimérica, verifica-se que estes espectros tém todos perfil idéntico
aquele apresentado pela membrana a qual a eritromicina ndo foi incorporada. Logo,
ndo foi possivel identificar por espectroscopia FTIR, por meio do método ATR, a
presenca do composto ativo nas membranas de quitosana e xantana. Apesar de nao ter
sido detectada neste ensaio, as imagens de MEV apresentadas anteriormente
comprovaram a presenca da eritromicina nas membranas, portanto, supde-se que
houve uma sobreposicao dos picos presentes no espectro da eritromicina com aqueles
presente no espectro do filme, resultando assim no encobrimento dos picos da droga
isolados. Existe também a possibilidade de que a droga n&o estava presente na regido
analisada do filme, o que pode ocorrer pois, devido a producdo artesanal das
membranas, a eritromicina ndo fica homogeneamente distribuida ao longo de toda a
sua area. De fato, nas micrografias é possivel observar essa heterogeneidade na
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distribuicdo da eritromicina na superficie dos filmes. Para contornar este problema de
deteccao do composto ativo, sugere-se a realizagdo da analise FTIR com microscopia
acoplada. Este ensaio pode ser feito por meio de diferentes métodos, incluindo ATR,
refletdncia ou transmitancia, e permite o direcionamento da andlise para uma regido na
qual a droga estaria efetivamente presente. Neste trabalho, no entanto, ndo houve

tempo habil para se testar a utilizagéo deste tipo de anélise.

360043000  3000<>2800 ~1000

l o 11531 l

1380
1730

1635 ™ 1420
1190+ 1000

o A
2 1735431700
= 1460+>1340
&
r
= 1650431540
M‘—'\\m — Quitosana
—— Xantana
— Ertromicina
e —0Q-X
W\f\‘\ — QXES
Q-X-E 20
—Q-X-E 40
Q-X-E 60
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nuamero de onda (cm-)
Figura 21: Espectro FTIR obtido para as membranas de quitosana e xantana contendo
ou nao eritromicina incorporada pelos métodos da impregnacdo do composto em
solucédo etanodlica de concentracdo 5 mg/mL (formulacdo Q-X-E 5) e adicdo do
composto a mistura polimérica nas proporcées de 20, 40 e 60 mg/g (formulacbes Q-X-
E 20, Q-X-E 40 e Q-X-E 60, respectivamente). Também sdo mostrados os espectros
dos componentes isolados. Para favorecer a visualizagcdo das diferencas e
similaridades entre os espectros, a escala do eixo da transmitancia foi expandida para
as amostras Q-X, Q-X-E 5, Q-X-E 20, Q-X-E 40 e Q-X-E 60.
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No espectro da membrana de quitosana e alginato, mostrado na Figura 22,
observa-se a presenca de dois picos de absorgdo, em 1600 cm™ e 1420 cm™. Espectro
semelhante foi obtido por Li et al. (2005) para scaffolds de quitosana e alginato
reticulados com calcio. Os autores atribuiram a presenca do pico na faixa de 1600 cm™
a interagdo dos grupos amino da quitosana com grupos carboxilicos residuais do

alginato, formando assim a rede polimérica.
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Figura 22: Espectro FTIR obtido para as membranas de quitosana e alginato contendo
ou nao eritromicina incorporada pelos métodos da impregnacdo do composto em
solucédo etandlica de concentracdo 5 mg/mL (formulacdo Q-A-E 5) e adicdo do
composto a mistura polimérica nas proporgdes de 20, 40 e 60 mg/g (formulagdes Q-A-E
20, Q-A-E 40 e Q-A-E 60, respectivamente). Também sdo mostrados os espectros dos
componentes isolados. Para favorecer a visualizacdo das diferencas e similaridades
entre os espectros, a escala do eixo da transmitancia foi expandida para as amostras
Q-A, Q-A-E 5, Q-A-E 20, Q-A-E 40 e Q-A-E 60.
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A analise dos espectros da membranas de quitosana e alginato contendo
eritromicina mostra que, assim como no caso das formulagdes de quitosana e xantana,
nao houve alteracdo no perfil em relacdo ao espectro da membrana de quitosana e
alginato a qual nao foi incorporada a eritromicina. A explicacao para este fato pode ser
feita de forma anéloga aquela feita para as membranas de Q-X.

4.5.Cinética de liberacao da eritromicina

A deteccao da eritromicina nos ensaios de liberagdo foi realizada de acordo
com o método proposto por Ford et al. (1953), conforme descrito no capitulo de
materiais e métodos. Entretanto, como a deteccao precisa da concentracdo da droga é
uma etapa critica nos estudos de cinética de liberagdo, esta metodologia foi
detalhadamente estudada, assim como outras abordagens alternativas.

O comprimento de onda utilizado no trabalho de referéncia foi de 485 nm,
porém, a fim de se estabelecer no presente estudo o comprimento de onda no qual se
observava o pico maximo de absorcao especificamente para a eritromicina utilizada e a
estabilidade desta medida, um teste preliminar foi realizado. Para isso, submeteu-se
uma amostra de eritromicina em PBS (0,2 mg/mL) a qual foi adicionado acido sulfarico
a uma varredura na faixa de comprimentos de onda de 200 a 800 nm. Duas varreduras
foram feitas, 30 minutos e 2 horas apds a adicdo do &cido sulfurico a solugéo de
eritromicina. Os picos de absor¢ao determinados sao mostrados na Tabela 15.

Tabela 15: Picos de absorgéo da solugcdo de 0,2 mg/mL de eritromicina em PBS apos
adicao de H>SOq4 (vide espectro de absor¢cao no Anexo 1V).

ABS
Tempo (h) 270 nm 482 nm
0,5 1,1657 1,3792
2 1,1023 1,4181
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Verifica-se pelos dados mostrados na Tabela 15 que havia dois picos de
absorcdo mais significativos, em 270 nm e em 482 nm. Resultado similar foi observado
por Danielson et al. (1993), que reportaram a presencga de um pico maximo de absorcao
na regiao do visivel em 470 nm, além de um pico com elevada absorbancia na regiao
do UV. Supde-se que a fracdo de eritromicina ainda nao degradada é responsavel pela
absorcao a 270 nm, enquanto que a fracao degradada corresponde ao pico em 482 nm.
Observa-se que a fragdo degradada aumenta com o tempo, ja que ha uma pequena
diminuicdo da absorbancia a 270 nm para 2 horas, em relacdo a absorbancia neste
mesmo comprimento de onda para meia hora. Em paralelo, ha um correspondente
aumento na absorbancia a 482 nm neste mesmo intervalo de tempo. No entanto este
aumento nao foi significativo e, portanto, o tempo de reagdo de meia hora foi
considerado como adequado para a realizacao dos ensaios.

Nas Figuras 23 e 24 sdo apresentados os resultados do ensaio de liberagéao
para os filmes de Q-X aos quais a eritromicina foi incorporada por adicdo a mistura
polimérica em diferentes proporcoes, em termos da concentracdo do composto no meio
de liberacdo, massa de composto liberada por grama de membrana e percentagem

liberada, respectivamente.

Nota-se que ha uma grande dispersdao dos pontos obtidos, que pode ser
atribuida ao fato de que o ensaio foi realizado com amostras destrutivas. Isto significa
que a utilizagdo de amostras diferentes para cada tempo de medida gerou um conjunto
de dados com alto desvio, uma vez que cada amostra poderia conter uma quantidade
inicial de droga diferente das demais, pois, conforme explicado anteriormente, a
distribuicdo do composto na membrana ndo € homogénea. Além disso, a dispersao
observada pode ser também relacionada a incerteza na propria medida obtida no
espectrofotometro, j& que ha falta de sensibilidade do equipamento para a andlise de

concentragdes muito baixas da droga.

Devido a esta grande dispersdo dos pontos, ndo € possivel observar um perfil
de liberagdo bem definido para as trés propor¢cées de eritromicina utilizadas. No

entanto, pode-se notar a tendéncia de uma maior liberagdo em membranas contendo
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mais antibiético incorporado, ainda que a quantidade liberada seja pequena. Neste
caso, atigiu-se um valor maximo de concentracdo no meio de liberacdo em torno de
0,008 mg/mL. Os baixos valores de concentracao obtidos podem ser atribuidos a falta
de afinidade do antibiético pelo meio aquoso, o que significa que a forca motriz para
saida do composto da matriz € muito pequena. De fato, de acordo com as curvas de
liberacao obtidas, observa-se que a percentagem de droga liberada chegou a cerca de
13%, 31% e 34%, o equivalente a aproximadamente 1,4, 7,0 e
11,9 MQeritromicina/Imembrana, Para as formulagdes as quais foram adicionados 20, 40 e 60

MQeritromicina/ Imembrana, F€Spectivamente.
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Figura 23: Concentragédo de eritromicina na solugcéo de liberagdo em funcédo do tempo
para as membranas de quitosana-xantana as quais a droga foi incorporada por adi¢éo a
mistura polimérica, sendo Q-X-E 20, Q-X-E 40 e Q-X-E 60 os filmes aos quais se

incorporou 20, 40 e 60 mg/g do composto, respectivamente.
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Figura 24: Quantidade de eritromicina liberada em fungdo do tempo para os filmes
constituidos de quitosana-xantana aos quais a droga foi incorporada por adicao a
mistura polimérica em termos de (a) mg de droga /g de membrana e de (b)
percentagem. As formulagbes Q-X-E 20, Q-X-E 40 e Q-X-E 60 se referem as
membranas as quais se incorporou 20, 40 e 60 mg/g do composto,sendo a massa de
eritromicina inicialmente retida igual a 10,53, 22,43 e 34,78 mg/g, respectivamente.
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Nas Figuras 25 e 26 sao apresentados os resultados do ensaio de liberacao
para os filmes de Q-A aos quais a eritromicina foi incorporada por adicdo a mistura
polimérica em diferentes proporcdes, em termos da concentracao do composto no meio
de liberacdao, massa de composto liberada por grama de membrana e percentagem

liberada, respectivamente.

E possivel observar, que ha também uma dispersao dos pontos obtidos, porém
nao tdo pronunciada quanto aquela observada para a formulacao de Q-X. Neste caso,0
perfil de liberacdo € melhor definido para as trés proporcdes de eritromicina utilizadas.
Ha uma liberacao do composto em maior quantidade até o tempo de 15 horas e a partir
de entdo ocorre uma liberagdo relativamente mais lenta, atingindo-se, no entanto,
concentragbes do composto no meio ainda baixas, sendo a maxima obtida de
0,006 mg/mL em membranas contendo maior quantidade de antibiético incorporado.
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Figura 25: Concentragdo de eritromicina na solugcéo de liberagdo em funcédo do tempo
para as membranas de quitosana-alginato as quais a droga foi incorporada por adi¢do a
mistura polimérica, sendo Q-A-E 20, Q-A-E 40 e Q-A-E 60 os filmes aos quais se
incorporou 20, 40 e 60 mg/g do composto, respectivamente.
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Figura 26: Quantidade de eritromicina liberada em funcdo do tempo para os filmes
constituidos de quitosana-xantana aos quais a droga foi incorporada por adicao a
mistura polimérica em termos de (a) mg de droga /g de membrana e de (b)
percentagem. As formulagcées Q-A-E 20, Q-A-E 40 e Q-A-E 60 se referem as
membranas as quais se incorporou 20, 40 e 60 mg/g do composto,sendo a massa de
eritromicina inicialmente retida igual a 8,12, 18,11 e 25,50 mg/g, respectivamente.
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Assim como para a formulagdo de Q-X, os baixos valores de concentragédo
obtidos podem ser atribuidos a falta de afinidade do antibiético pelo meio aquoso e,
provavelmente, a eritromicina liberada inicialmente corresponde aquela que se
encontrava depositada na superficie da matriz. De acordo com as curvas de liberacao
obtidas, observa-se que a percentagem de droga liberada chegou a cerca de 12%, 12%
e 17%, o equivalente a cerca de 0,9, 2,1 e 4,2 MQeritromicina/Gmembrana, Para as formulagdes
as quais foram adicionados 20, 40 € 60 MYeriromicina/Imembrana, F€SPECtivamente.

Nas Figuras 27 e 28 sao apresentados os resultados do ensaio de liberacao
para os filmes de Q-X e Q-A aos quais a eritromicina foi incorporada por impregnacao
em solugdo etandlica de concentragcdo 5,0 mg/mL, em termos da concentragdo do
composto no meio de liberagdo, massa de composto liberada por grama de membrana
e percentagem liberada, respectivamente. E importante ressaltar que para este ensaio
foi analisada a quantidade de droga liberada apenas no tempo inicial e apés 0,5, 1 h e
24 h, o que se deve a quantidade limitada de eritromicina disponivel para a realizagao

do mesmo com um maior numero de medidas.

Na Figura 27 é possivel verificar que a concentragdo maxima atingida no meio
de liberacdo foi de aproximadamente 0,017 mg/mL para ambas as formulagdes
analisadas, sendo este um valor superior que aquele atingido para as membranas as
quais o antibiodtico foi incorporado por adicdo. Este resultado ja era esperado, tendo em
vista que a relagéo final massa de droga/ massa de polissacarideos para o0 método de
adicao era significativamente menor que o observado por impregnagao em etanol.

Na Figura 28 nota-se que a formulacdo de Q-X, por conter maior quantidade
inicial de droga retida em sua estrutura, apresentou maior liberacdo do composto,
sendo que, em 24 h, cerca de 25 MQeriromicina/Imembrana SA0 liberados. No mesmo
periodo, para a formulacdo de Q-A, ocorre a liberagdo de aproximadamente
11 MQeritromicina/Imembrana. EMbora as quantidades liberadas sejam elevadas, quando
comparadas aquelas obtidas para os ensaios apresentados anteriormente em tempo
relativamente maior, a percentagem equivalente de liberacdo do composto foi de
apenas 1,2% e 1,7% para as formulagdes de Q-X e Q-A, respectivamente.
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Pode-se observar que tanto no caso da liberacdo de eritromicina a partir de
dispositivos aos quais o composto foi incorporado por adicdo a mistura polimérica,
quanto no caso em que este foi incorporado por impregnacao em solucao etandlica, as
membranas de Q-X sdo capazes de liberar maior quantidade do antibiético incorporado.

Frente aos resultados anteriormente apresentados, pode-se afirmar que ocorre
uma liberacao lenta da droga em todos os casos analisados. No entanto, no caso das
membranas as quais o composto foi incorporado por impregnacao, ocorre liberacao de
maior quantidade do antibiético em um menor periodo de tempo. Pode-se dizer que
esta liberacdo lenta se deve, provavelmente, ao tamanho relativamente grande da

molécula de eritromicina, que dificulta uma difusdo mais rapida ao longo da matriz.
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Figura 27: Concentragéo de eritromicina na solugcéo de liberagdo em funcédo do tempo
para as membranas as quais a droga foi incorporada por impregnacao em solucao
etandlica de concentragdo 5 mg/mL, sendo Q-X-E 5 as membranas constituidas de
quitosana-xantana e Q-A-E 5 as membranas constituidas de quitosana-alginato.
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Figura 28: Quantidade de eritromicina liberada em fungéo do tempo para os filmes aos

quais a droga foi incorporada por impregnacao em solugado etandlica de concentracao

5 mg/mL, sendo Q-X-E 5 as membranas constituidas de quitosana-xantana e Q-A-E 5

as membranas constituidas de quitosana-alginato. A massa do composto inicialmente

retida nos filmes era de 2127,93 e 673,75 mg/g, para as formulagdes de Q-X e Q-A,

respectivamente.

93



No trabalho de Veiga (2012), farmacos de tamanhos bem menores que o da
eritromicina foram utilizados para a incorporagdo em membranas polissacaridicas,
atingindo em alguns casos praticamente 100% de liberacdo em periodos relativamente
curtos. Em seu trabalho, a autora obteve perfis de liberacdo nos quais ha uma liberacéao
rapida do farmaco da matriz, em aproximadamente 30 minutos, seguida de uma
liberacdo mais lenta a partir desse ponto, para a maioria dos casos estudados. A
vantagem do uso de dispositivos que apresentam liberacdo mais lenta é que estes
podem funcionar como um reservatério da droga e possuem, portanto, potencial para
atuar como agente de liberacao por periodos muito mais longos do que dispositivos que
apresentam liberacdo mais rapida, como os de Veiga (2012), por exemplo. Como
consequéncia, estes dispositivos “reservatério” poderiam ser trocados com menor
frequéncia, o que favoreceria a cura da lesdo e traria mais conforto ao paciente.
Considerando estes aspectos e tendo em vista que a dosagem tipicamente utilizada de
eritromicina para tratamento de lesGes de pele € de 20 mg/g, conforme mencionado
anteriormente, pode-se afirmar que, de acordo com os resultados obtidos no presente
trabalho, o uso prolongado dos dispositivos em estudo poderia ser eficaz para a
obtencao da dosagem requerida. Dessa forma, a droga seria disponibilizada lentamente
a lesdo, de forma a se evitar trocas constantes do dispositivo, o que traria maior
conforto para o paciente.

E importante destacar que para se chegar aos resultados anteriormente
apresentados, tentativas anteriores foram realizadas, porém n&o foram bem sucedidas.
A seguir sdo descritas as metodologias empregadas nessas tentativas e o motivo de
sua falha para alertar outros pesquisadores que desejem investigar os materiais
testados.

A primeira abordagem utilizada consistiu na utilizagdo de amostras de
membrana 1 cm x 1 cm para liberagdo em 2 mL de meio PBS a 37°C. Aliquotas do
meio de liberacdo eram retiradas em tempos pré-determinados, as quais se adicionava
etanol, de modo a se obter uma proporc¢éo final de PBS:etanol de 40:60, uma vez que

testes preliminares comprovaram a solubilidade da eritromicina nessa solugdo. No
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entanto, esta abordagem nao foi bem sucedida pois observou-se que, sendo a
quantidade de eritromicina liberada muito pequena, como era necessario diluir a
aliquota de meio de liberacdo em etanol para depois se fazer a leitura da absorbancia a
205 nm, a amostra utilizada era muito diluida. Assim, as leituras realizadas se
encontravam abaixo do limite de deteccdo da curva de calibracdo da eritromicina em
PBS/etanol. Verificou-se que mesmo aumentando o tamanho da amostra, a quantidade

de agente ativo liberado ainda néo era suficiente para ser detectada.

A abordagem seguinte baseou-se entdo no principio de que nao seria
adequado diluir a amostra de meio de liberacdo antes da leitura da absorbancia e, por
isso, seria necessario fazer a liberacdo em um meio no qual fosse possivel fazer a
deteccao direta da eritromicina. Para tanto, decidiu-se fazer o ensaio no qual a
liberagdo fosse realizada diretamente na cubeta onde seria feita a leitura da
absorbancia, utilizando para isso amostras de 1 cm x 1 cm em um volume de 3 mL de
PBS a 37°C. Neste caso, o principal problema estava em obter a curva de calibragdo da
eritromicina em PBS, ja4 que o antibiético € muito pouco sollvel neste meio e

consequentemente, de dificil deteccao por espectrofotometria.

Na tentativa de se trabalhar com um meio de liberagcdo no qual a eritromicina
fosse soluvel em maior proporcao, utilizou-se um meio baseado naquele proposto por
Taepaiboon et al. (2007), que consiste de PBS contendo 0,5% (v/v) de um surfatante
nao-idnico, o Tween 80° e 10% de metanol. Maiores concentragdes de Tween 80®
(1,0% v/v) foram utilizadas, além da troca do solvente de metanol para etanol. No

entanto, a eritromicina ndo foi capaz de se solubilizar em nenhuma dessas solugdes.

Frente aos resultados negativos até entdo obtidos, a nova tentativa baseou-se
na liberagdo em PBS, novamente, porém agora utilizando para a detecgdo da
eritromicina um método colorimétrico mais sensivel, proposto por Ford et al. (1953),
conforme ja descrito anteriormente. Esta metodologia pdde, entdo, ser empregada com

SuUCesso.
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5. CONCLUSOES

Quanto a avaliacdo do comportamento das membranas em diferentes
proporcoes de agua, os resultados mostraram que, em um contato rapido com agua, a
formulacdo de membrana constituida de Q-X possui superficie menos hidrofilica
quando comparada a de Q-A. Entretanto, quando se considera um contato prolongado,
a membrana de Q-X apresenta maior capacidade de absorcédo de agua e também maior
perda de massa nesse meio. Ambas as formulacbes se mostraram mais adequadas
para o tratamento de lesbes pouco exsudativas devido a sua baixa taxa de transmisséao
de vapor d’agua, mas poderiam também ser aplicadas em lesdes mais exsudativas,
uma vez que sua capacidade de absorcdo de fluidos é relativamente elevada. Tanto as
formulagbes de Q-X quanto as de Q-A apresentaram compatibilidade mecanica com a
pele, sendo a segunda a mais resistente dentre elas. Além disso, observou-se que as
propriedades mecanicas avaliadas sao alteradas significativamente apenas em
condi¢cées de umidade mais elevada no caso de ambas as formulag¢des, tornando-se

mais alongaveis, mas menos resistentes.

A incorporacdo de eritromicina as membranas de Q-X e Q-A foi feita pelos
meétodos de adigdo a mistura polimérica e impregnacdo em solucado etandlica. A
eficiéncia de incorporagédo da droga foi mais elevada para o primeiro método (maximo
de 54%), sendo que os valores mais baixos obtidos para o segundo (em torno de 20%)
foram atribuidos a baixa capacidade de absorcdo de etanol apresentada pelas
membranas. Porém, maior quantidade do composto permaneceu retida nos filmes
quando se utilizou 0 método de impregnacao (maximo de 2130 mg/g), para ambas as
formulacoes.

A adicao da eritromicina diminuiu a opacidade dos filmes, porém n&o alterou
sua cor e, no caso dos filmes de Q-A, particularmente, foi possivel verificar maior

reducdo da opacidade com o0 aumento da quantidade de composto ativo incorporada.

96



A analise da morfologia da superficie e da secao transversal revelou a presenca
do composto ativo distribuido de forma heterogénea ao longo da matriz em cada
formulacdo. Além disso, para amostras as quais o antibiético foi incorporado por
impregnacao, foi possivel verificar que a presencga de etanol conferiu as particulas de
eritromicina uma conformacao diferenciada, decorrente de seu solvatomorfismo. Apesar
de as micrografias comprovarem a presenca do composto incorporado nas matrizes
poliméricas, a analise FTIR ndo forneceu informacdes que pudessem corroborar as

observacdes anteriores.

Devido ao tamanho relativamente grande da molécula de eritromicina, sua
liberacdo das matrizes foi lenta, sendo a quantidade maxima de antibidtico liberada
igual a 25 mg/g, para Q-X quando a eritromicina foi incorporada por impregnacao em
solucao etandlica de concentragdo 5 mg/mL. Logo, as membranas estudadas poderiam
funcionar como reservatério da droga, atuando como agente de liberacao por longos
periodos, sendo que o uso prolongado desses dispositivos poderia ser eficaz para a
obtencado da dosagem requerida no tratamento de leses de pele, que é de 20 mg/g.
Dessa forma, supbe-se que as membranas poderiam ser trocadas com menor

frequéncia, o que favoreceria a cura da lesao e traria mais conforto ao paciente.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)

Para a continuidade deste trabalho, sugere-se:

A obtencao de membranas constituidas de quitosana complexada com os outros
dois polissacarideos, alginato e xantana, com o intuito de se obter filmes com

propriedades intermediarias as dos complexos estudados no presente trabalho;

A incorporacao da eritromicina as membranas de Q-A e Q-X por impregnacao
em solucdes constituidas do composto em uma mistura de agua e etanol, pois ja
que ha maior absorcdo de agua que de etanol para ambas as formulacoes,
espera-se que a agua atue facilitando a penetracao do composto nas matrizes e
aumentando assim a eficiéncia de incorporacao;

A incorporacao da eritromicina por adigao direta a mistura polimérica seguida de
sua incorporagao por imersao dos filmes em solugéo etandlica, a fim de se obter
maior eficiéncia de incorporacdo e melhor distribuicdo da droga ao longo da

matriz;

A caracterizacdo mecanica e fisico-quimica dos filmes contendo quantidade

significativa de eritromicina;

A adicdo de um agente dispersante a mistura polimérica contendo eritromicina, a
fim de se obter filmes nos quais o antibidtico estaria homogeneamente
distribuido;

A utilizac&o de técnicas como a perfilometria 6tica ou a elipsometria para se fazer
as medidas de espessura das amostras de filmes poliméricos;

A realizacdo do ensaio FTIR com microscopia acoplada, utilizando-se os
métodos ATR, refletdncia ou transmitancia, para que se possa direcionar a
andlise para regibes da membrana que contenham a droga, ou ainda a
realizacdo do ensaio de espectroscopia Raman para obtencdo dos resultados
desejados.
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h) A realizacdo de ensaios in vitro e in vivo para verificacdo do desempenho dos
dispositivos contendo o antibiético;

i) O estudo da viabilidade econdmica da ampliacdo da escala para producao das
membranas.
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ANEXO |

Tabela Al: Exemplos de curativos comercialmente disponiveis (adaptado de Ovington,

2007).

Nome Tipo/Composicao Fabricante
Sorbsan® Alginato Bertek Pharmaceuticals
Curasorb® Alginato Tyco Healthcare/Kendall

Acticoat absorbent® Alginato/prata Smith & Nephew Inc.
Optifoam® Espuma polimérica Medline Industries Inc.
Tielle Plus® Espuma polimérica/ poliuretano \“,J\;):S:g:én‘];gh;;z:/t
Contreet F® Espuma polimérica/ poliuretano Coloplast Corporation

DuoDERM CGF® Hidrocoltide Convatec, Skillman
Replicare® Hidrocoldide Smith & Nephew Inc.
Contreet H® Hidrocolbide/prata Coloplast Corporation
Tegaderm® Filme Polimérico 3M Health Care
Transeal® Filme Polimérico/poliuretano DeRoyal

Purilon® Hidrogel Coloplast Corporation
Skintegrity® Hidrogel Medline Industries Inc.

Flexigel® Hidrogel Smith & Nephew Inc.
Silvasorb® Hidrogel/Prata Medline Industries Inc.
Kerlix AMD® Gaze/PHMB Tyco Healthcare/Kendall

Referéncia bibliografica:

Ovington, L. G. Advances in wound dressings. Clinics in dermatology, v. 25, p. 33-38,

2007.
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ANEXO I

Tabela All: Sais utilizados para manutencdo da umidade constante em ambiente
fechado e saturado, para T de cerca de 25 °C (adaptado de QUANTIFOIL Instruments
GmbH, 2013).

Umidade Relativa (%) Sal utilizado
22 Acetato de potassio
33 Cloreto de magnésio
52 Nitrato de magnésio
75 Cloreto de sbdio
89 Nitrato de potassio

A solucdo salina saturada deve ser preparada e colocada dentro de um
dessecador. A umidade relativa obtida estard em torno dos valores listados na tabela
acima para cada sal, e podera variar um pouco de acordo com a quantidade de agua
utilizada para saturar esta solucao.

Referéncia bibliografica:

QUANTIFOIL Instruments GmbH: Creating Constant air humidity in closed vessels.
Disponivel em: < http://www.qginstruments.com/uploads/media/humidity.pdf>. Acesso
em: 21/06/13.
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ANEXO Il
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Figura Alll.1: Espectro de absorcdo obtido para a solucdo de eritromicina em etanol

(concentracao 0,5 mg/mL) na faixa de 200 nm a 800 nm.
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Figura Alll.2: Curva de calibragdo de eritromicina em etanol no comprimento de onda de
205 nm.
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ANEXO IV
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Figura AIV.1: Espectro de absorgcdo obtido para a solugdo de eritromicina em PBS
(concentracéao 0,2 mg/mL) ap6s 30 minutos da adicdo de acido sulfarico, para a faixa de

200 nm a 800 nm.
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Figura AIV.2: Espectro de absorcdo obtido para a solugcdo de eritromicina em PBS
(concentragdo 0,2 mg/mL) apo6s 2 horas da adicdo de &cido sulfurico, para a faixa de
200 nm a 800 nm.
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Figura AIV.3: Curva de calibracédo de eritromicina em PBS (pH 7) e acido sulfarico 27N

no comprimento de onda de 482 nm.
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