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RESUMO

A quitosana, a goma guar e a policaprolactona sdo exemplos de polimeros
muito usados na obtengado de curativos para a terapia de lesées de pele devido ao fato
de serem biocompativeis e biodegradaveis. A fim de aumentar a atividade biolégica
destes curativos, a incorporacdo de compostos bioativos que estimulam o processo de
cura das lesdes pode ser feita. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a
obtencdo de curativos biologicamente ativos, por meio da incorporacdo do alfa-
bisabolol, um composto antioxidante e anti-inflamatério de origem natural, a membranas
constituidas de quitosana combinada com goma guar (Q-G) e de policaprolactona
(PCL). Dois métodos de incorporacao foram utilizados: adicao direta do composto ativo
a mistura polimérica (AD) e impregnacao do composto nas membranas por imersao em
solugédo etandlica (IE). As membranas produzidas foram caracterizadas quanto ao seu
aspecto visual, cor e opacidade, morfologia, &ngulo de contato com agua, propriedades
mecanicas e espessura em diferentes umidades, capacidade de absorcao e perda de
massa em etanol e em solugdes aquosas, taxa de transmissdo de vapor d’agua e
espectro FTIR. A eficiéncia de incorporacao do alfa-bisabolol as membranas e a
atividade antioxidante deste composto foram determinadas, e sua cinética de liberagéao
estudada. Os resultados mostraram que tanto os fiimes de Q-G como de PCL
apresentaram comportamento mais adequado para a aplicagao no tratamento de lesdes
pouco exsudativas. As propriedades mecéanicas dos filmes sofreram variagdo
significativa apenas quando estes foram expostos a condigdes de umidade elevada. O
alfa-bisabolol utilizado nos ensaios apresentou elevado grau de pureza, porém
atividade antioxidante relativamente baixa. A insergcdo do composto na matriz ocasionou
mudancgas significativas em sua aparéncia e alteragées em sua microestrutura. Para Q-
G, baixas eficiéncias de incorporagdo foram obtidas, sendo o valor maximo atingido
pelo método AD igual a 1,65%, o equivalente a 4,96 mg/g, enquanto que para o método
IE atingiu-se cerca de 18%, com uma retencao de aproximadamente 1080 mg/g. Ja no
caso da PCL, alta eficiéncia de incorporagdo foi observada (100%). A liberacao
mostrou-se relativamente lenta em ambos os casos e a percentagem maxima de alfa-
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bisabolol liberado ficou em torno de 6% e 30%, o equivalente a 12 e 300 mg/g para
filmes de PCL e de Q-G, respectivamente. O tempo prolongado de liberacao permitiria a
troca do curativo com intervalos de tempo maiores, tornando o tratamento menos

incbmodo para o paciente.

Palavras-chave: membranas, curativos, lesdes de pele, quitosana, goma guar, policaprolactona, alfa-bisabolol.
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ABSTRACT

Chitosan, guar gum and polycaprolactone are polymers widely used to obtain
wound dressings due to their biocompatibility and biodegradability. To increase the
biological activity of these dressings, bioactive compounds which accelerate wound
healing can be incorporated. In this context, this work aimed the development of
biologically active dressings, through the incorporation of alpha-bisabolol, a natural
antioxidant and anti-inflammatory compound, to membranes made of chitosan
associated with guar gum (C-G) and of polycaprolactone (PCL). The incorporation of
alpha-bisabolol was performed by two distinct methods: addition directly to the polymeric
mixture (AD) and absorption of the active compound from an ethanolic solution (AS).
The membranes were characterized regarding to visual appearance, color and opacity,
morphology, water contact angle, water vapor transmission rate, swelling capacity in
ethanol and in aqueous solutions as well as mass loss in the same media, strain at
break, tensile strength and thickness in different humidities conditions and FTIR
spectrum. Alpha-bisabolol incorporation efficiency and its antioxidant activity were
determined and the release kinetics was studied. Results showed that both films are
more suitable for the use in the treatment of lesions with low exudate levels. Mechanical
properties suffered significant change only after exposure of the films to high humidity
conditions. The alpha-bisabolol used in this study exhibits high purity, but relatively low
antioxidant activity. The addition of the compound to the matrix led to significant
changes in the appearance and to modifications in the microstructure of the films. The
C-G membranes presented low incorporation efficiencies, with the maximum value of
1.65%, equivalent to 4.96 mg/g, for the AD method, and 18%, approximately 1080 mg/g,
for the AS method. In the case of PCL, high incorporation efficiency (100%) was
observed. The release of alpha-bisabolol from the matrices was relatively slow and the
maximum percentage of compound released reached about 6% and 30%, equivalent to
12 and 300 mg/g for PCL and C-G films, respectively. A prolonged release would allow
less frequent dressing changes, turning the treatment more comfortable for the patient.
Keywords: membranes, wound dressing, skin lesion, chitosan, guar gum, polycaprolactone, alpha-bisabolol.
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NOMENCLATURA

ABS: absorbancia

ABTS**: acido 2,2'-azinobis-(3-etil-benzotiazolino-6-sulfénico)

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

Bis: alfa-bisabolol

CAET: capacidade antioxidante equivalente & do Trolox®

CG/MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

CPQBA: Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas

di: afastamento inicial das garras do equipamento nos ensaios de resisténcia mecanica
DPPH?®: 2,2- Difenil-1-picril-hidrazilo

d:: afastamento das garras no momento da ruptura nos ensaios de resisténcia

mecanica

ECso: quantidade necessaria de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a

concentragao inicial de radical em reacao

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

entre o CaCl, nos ensaios de permeabilidade ao vapor d’agua
FCS: fluido corpéreo simulado

FDA: Food and Drug Administration
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Fm: forca maxima de rompimento nos ensaios de resisténcia mecanica

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

G: goma guar

Gn: taxa de ganho de massa do sistema nos ensaios de permeabilidade ao vapor
d’agua

HPLC: high-performance liquid chromatography

IE: impregnagéo em solucao etandlica contendo o composto

IR: indice de retengao

SLN: solid lipid nanoparticle

LRAC: Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracao

Mc,0: Massa inicial do composto adicionada a membrana

Mepe: Massa de composto perdida por evaporacdo

Mepp: Massa de composto perdida por retencdo na placa de Petri
mct: massa do composto incorporada a membrana

MEV: microscopia eletrdnica de varredura

ms: massa do composto remanescente na solucao

Miinat: Massa da amostra apds a exposicao ao fluido e secagem
Minicial: Massa da amostra antes da exposi¢ao ao fluido

Mp: perda de massa da amostra

Mamida: Massa da amostra apds a exposicao ao fluido

PBS: tampéo fosfato salino, do inglés Phosphate Buffered Saline
PCL: policaprolactona

PEC: complexo polieletrélito, do inglés Polyelectrolyte Complex
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PVA: permeabilidade ao vapor d’agua

Q: quitosana

Q-G: complexo constituido de quitosana e goma guar
SFB: soro fetal bovino

SS: solucao salina

t: tempo de retencao

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

UR: umidade relativa

UV: ultravioleta

Y: opacidade

0: espessura do filme

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

filme nos ensaios de permeabilidade ao vapor d’agua

€: eficiéncia de incorporagcdo do composto
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, possui estrutura complexa e constitui
sua interface com o meio externo, exercendo funcdes cruciais para a vida, tais como
termorregulacdo, vigiancia imunoldgica, sensibilidade e barreira mecéanica (Tortora e
Derrickson, 2012). As lesdes de pele podem afetar este 6rgao em diferentes
profundidades, atingindo uma ou mais de suas camadas e comprometendo todas as
suas funcoes (Hess, 2005). Com o objetivo de auxiliar, agilizar e melhorar o processo
natural de cura de uma lesao utilizam-se os curativos (Franco e Gongalves, 2008).

Os curativos sao empregados tanto para proteger o local do ferimento contra
lesdes mecanicas e contaminagao por microrganismos, quanto para propiciar um meio
adequado ao processo de cura, que inclui a restauracao do epitélio e a formagao de
colageno (Weller e Sussman, 2006; Mulder et al. 2002). Muitas matérias-primas tém
sido testadas para a producdo destes dispositivos. Devido as suas propriedades
funcionais e relativa flexibilidade na sua sintese, os polimeros, tanto de origem natural
quanto sintética, sdo a classe de materiais mais utilizada para a producao de matrizes
voltadas para esta aplicagdo. A biocompatibilidade e a biodegradabilidade estdo dentre
as principais caracteristicas desejaveis para estes materiais (Ramalingam e
Ramakrishna, 2006). A quitosana e a goma guar, polimeros de origem natural, e a
policaprolactona, polimero de origem sintética, sdo exemplos de materiais amplamente

utilizados na area médica.

A quitosana é um polimero de origem natural extraido principalmente do
exoesqueleto de crustaceos e possui muitas propriedades intrinsecas que a torna
interessante para a aplicagdo na area da biomedicina. E um polimero biocompativel,
biodegradavel, bioadesivo e possui muitas propriedades bioldgicas relevantes, tais
como efeitos anti-inflamatorio, antibacteriano e hemostéatico (Croisier e Jérdme, 2013).
A goma guar é outro biopolimero natural, obtido da planta Cyamopsis tetragonolobus. E

usada em vdérias formulagdes farmacéuticas, incluindo capsulas, hidrogéis, filmes e



nano ou micro-particulas e tem sido explorada como potencial matriz para liberacéo
controlada de farmacos (Prabaharan, 2011). A quitosana e a goma guar se associam
de modo a formar um complexo fisico e essa sinergia entre os dois biopolimeros tem
sido estudada e aplicada no desenvolvimento de dispositivos médicos (Haupt et al.,
2006; Randhawa et al., 2012; Veiga, 2012)

A policaprolactona (PCL) é um polimero sintético obtido a partir da
polimerizacado da e-caprolactona. Sua excelente biocompatibilidade e sua capacidade
de ser absorvida pelo organismo tornam a PCL adequada para o desenvolvimento de
dispositivos ndo removiveis de liberacao controlada, uma vez que também possui alta
permeabilidade a muitos farmacos e compostos bioativos (Woodruff e Hutmacher,
2010).

Os materiais usados como curativos sao divididos em dois grupos, conforme
sua interacao com o ferimento, os inertes e os interativos ou bioativos. Os curativos
bioativos sdo capazes de interagir com o tecido danificado, ajudando a reduzir ou
eliminar a dor e os processos inflamatoérios que a causam, estimulando e acelerando o

processo de cura (Weller e Sussman, 2006; Mulder et al. 2002).

Novas tecnologias de produgcdo de curativos biologicamente ativos incluem a
incorporacao de principios ativos de plantas ou farmacos sintéticos em sua estrutura e
tém se mostrado uma excelente alternativa no tratamento de ferimentos cronicos
(Weller e Sussman, 2006). Tais tecnologias dizem respeito aos sistemas de liberagao
controlada, nos quais o composto ativo incorporado a matriz é liberado de forma
controlada para a area desejada. A liberacdo controlada € importante pois minimiza a
perda e a degradagdo do composto ativo e aumenta a disponibilidade na zona tratada
(Boateng et al., 2008).

Tanto compostos bioativos de origem natural, como o alfa-bisabolol, quanto
sintética s&o passiveis de ser incorporados aos curativos. Com a descoberta de
agentes bioativos sintéticos, o uso dos produtos de origem natural foi deixado em
segundo plano por muitos anos (Cragg e Newman, 2013, Newman e Cragg, 2007;
Patra, 2012). Todavia, o desenvolvimento de resisténcia de varias linhagens
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bacterianas a agentes antimicrobianos e antibidticos sintéticos, bem como
preocupacdes a respeito de sua eficacia e seguranga reavivaram o interesse pelo uso

dos compostos de origem natural como uma alternativa aos sintéticos (Patra, 2012).

O alfa-bisabolol € um alcool sesquiterpénico monociclico insaturado natural
presente em varias espécies de plantas. No Brasil, este composto é majoritariamente
extraido da éarvore Candeia (Eremanthus erythropappus). Apresenta uma grande
variedade de propriedades biologicas, dentre as quais destacam-se seus efeitos
antimicrobiano, antifangico, antiespasmédico, analgésico, antioxidante e anti-
inflamatério (Kamatou e Viljoen, 2010; Clark et al., 2011; Petronilho et al., 2012).

O desenvolvimento de novos dispositivos de liberacao controlada contendo
compostos biologicamente ativos ainda nao testados para a aplicagdo como curativos
mostra ser de grande relevancia no cenario dos avancos tecnol6gicos nos campos da
medicina e engenharia de tecidos. O alfa-bisabolol é um composto bioativo
relativamente pouco explorado, mas possui propriedades biolégicas que o tornam
promissor para esta aplicacao.

1.1.Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral a obtencao de curativos biologicamente
ativos por meio da incorporacao do composto natural alfa-bisabolol a membranas de
policaprolactona, polimero de origem sintética, e membranas constituidas de quitosana
complexada com goma guar, ambos polimeros de origem natural, e a comparagéao de

suas propriedades. Os objetivos especificos foram:

i. Desenvolvimento de metodologia para producdo das membranas de
policaprolactona pelo método de evaporacao do solvente;

ii. Caracterizacdo das propriedades fisicas, fisico-quimicas e mecénicas
das membranas produzidas, relevantes do ponto de vista a aplicagao
pretendida, na terapia de lesbes de pele;
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Vi.

Caracterizacao do alfa-bisabolol utilizado nos ensaios de incorporacao;

Incorporacao do alfa-bisabolol em diferentes propor¢cdes as membranas
obtidas segundo dois métodos, o de adicdo do composto a mistura
polimérica durante a preparacao das membranas e o de impregnacao do

composto as membranas por imersdao em solucdes etandlicas;

Determinacdo do alfa-bisabolol presente nas matrizes poliméricas e
avaliacao da eficiéncia de incorporacao por meio de analises qualitativas
e quantitativas;

Avaliacao da cinética de liberacao do alfa-bisabolol das formulagdes de

membrana contendo quantidade significativa do composto incorporado.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Lesoes de pele

7

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, com aproximadamente 2 m? de
extensao e responsavel por em torno de 16% do peso do corpo de um adulto. Contém
muitas estruturas, tais como pelos, capilares, vasos linfaticos, terminagdes nervosas,
entre outras. E, portanto, um 6rgdo complexo, composto por diversos tecidos, tipos
celulares e estruturas especializadas (Tortora e Derrickson, 2012).

Constitui a interface do corpo humano com o meio externo, exercendo fungées
cruciais para a vida, como termorregulagao, vigilancia imunoldgica, sensibilidade e
protec@o do individuo contra a perda de agua e de proteinas para o exterior, e também
contra agressoes exdgenas, sendo estas de natureza quimica, fisica ou biolégica.
Sendo assim, a pele exerce trés grandes fungdes. A principal funcédo € agir como uma
barreira, fornecendo protecdo contra impactos, variacdo de temperatura,
microrganismos, radiagao e agentes quimicos. Outra fungéo deste 6rgao é a regulacao,
pois controla aspectos fisiolégicos como a temperatura, por meio do suor e dos pelos, e
também atua como reservatério para a sintese de vitamina D. A pele também é
responsavel pela sensibilidade do corpo, ja que possui uma extensa rede de células
nervosas que detectam mudangas no ambiente, com diferentes receptores para cada
tipo de sensacéo: frio, calor, toque e dor (Tortora e Derrickson, 2012; Hess, 2005).

A pele consiste de duas camadas principais, a epiderme e a derme. Abaixo da
derme ha ainda uma terceira camada chamada tecido subcutaneo adiposo ou
hipoderme, sobre a qual se sobrepdem as camadas ja citadas, permitindo que a pele se
movimente livremente sobre as estruturas mais profundas do corpo (Figura 1). A
epiderme é a camada mais fina e superficial da pele e é constituida majoritariamente
por queratindcitos. Irrigada por difusdo pela derme, ndo contém vasos sanguineos. Em

contrapartida, tem numerosas terminagdes nervosas, que a torna extremamente
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sensivel ao toque. A derme esta situada logo abaixo da epiderme e € de 10 a 40 vezes
mais espessa. E irrigada por numerosos vasos sanguineos que possibilitam trazer a
epiderme os elementos nutritivos que lhe sdo necessarios. A derme é constituida
principalmente de fibroblastos, os quais sintetizam dois tipos de fibras protéicas, o
colageno e a elastina. A elastina é responsavel pela caracteristica de flexibilidade da
pele, enquanto que o colageno confere-lhe resisténcia. A hipoderme é constituida de
tecido adiposo, de espessura varidvel e possui terminagdes nervosas, vasos
sanguineos, além de elementos celulares. Esta camada sustenta as estruturas e 6rgaos
internos, é responsavel pela reserva nutricional da pele, absorve choques e funciona

como isolante térmico (Tortora e Derrickson, 2012; Hess, 2005; Mulder et al., 2002).

Epiderme—- |

Derme

Hipoderme

Figura 1: Esquema mostrando as diferentes camadas que constituem a pele (adaptado
de Tips for Skin, 2013).

As lesGes de pele podem afetar este 6rgdo em diferentes profundidades,
comprometendo uma ou mais camadas e desregulando todas as suas fun¢des. Uma
lesdo de pele é definida como uma descontinuidade na pele, resultante de dano fisico
ou térmico, ou mesmo de uma condigdo médica ou fisioldégica. O tempo de cura

depende do tipo e da extensao da lesdo, sendo mais rapido em lesdes superficiais e



mais longo em lesdées mais profundas (Hess, 2005; Mulder et al., 2002; Boateng et al.,
2008).

Lesdes de pele podem ser classificadas quanto ao numero de camadas da pele
que atingem. Uma lesédo que afeta apenas a epiderme € chamada de lesao superficial.
Quando a lesao afeta tanto a epiderme como a derme, envolvendo vasos sanguineos,
glandulas sudoriparas e foliculos capilares, esta € chamada de lesdo de espessura
parcial. No caso de todas as camadas serem afetadas, inclusive a camada adiposa ou
hipoderme, a lesdo é classificada como uma lesdao de espessura total (Hess, 2005;
Boateng et al., 2008).

Ha ainda outra classificagdo que diz respeito ao tempo de cura da lesdo. Dessa
forma, as lesbes sao divididas em agudas e crénicas. Nas lesbes agudas o tecido
danificado acaba por se recuperar por completo e o processo de cura envolve uma
série de fases, conhecida como cascata de recuperacao. A cascata diz respeito a uma
sequéncia de processos que requer atividades celulares coordenadas, e estes
processos sao cuidadosamente regulados pelo organismo. O tempo esperado para a
completa recuperacdo de uma lesdo aguda é de oito a doze semanas. Dentre as
causas das lesdes agudas estao os ferimentos mecanicos devidos a fatores externos
como abrasao e friccao pelo contato da pele com superficies duras. Tais ferimentos
incluem também os causados pela penetracdo de objetos como facas, por exemplo, e
também por incisGes cirlrgicas. Sao lesbes agudas também aquelas causadas por
queimaduras, seja por fontes térmicas, agentes quimicos corrosivos, eletricidade ou
radiacdo. A temperatura da fonte de calor e o tempo de exposicao determinam a
gravidade da queimadura. Ja as lesbes crbnicas sdo aquelas em que 0O processo
normal de recuperagao € interrompido em uma das fases da cascata, por isso, com
doze semanas ainda ndo se completou o processo de cura. Essa interrup¢cédo na cura
pode ocorrer devido a repetidas lesbes ao tecido ou mesmo devido a condi¢oes
fisioldgicas do organismo do paciente, como diabetes, infeccdes persistentes e também

a um tratamento inicial do ferimento feito de modo incorreto. Lesdes cronicas de pele



incluem ulceras venosas, uUlceras por pressao e aquelas agravadas por diabetes (Hess,
2005; Boateng et al., 2008).

A cascata de recuperacao da lesao compreende os fenébmenos de proliferacao
e regeneracao do tecido. O processo de cura envolve uma série de estagios
sequenciais e interdependentes, nos quais uma grande variedade de componentes
celulares e matriciais age em conjunto para reestabelecer a integridade do tecido
danificado. Esses estagios sdo descritos como hemostase, inflamacao, migracao,
proliferacdo e maturacdo. A hemostase ocorre imediatamente apds a ocorréncia da
lesdo e corresponde a formacao de uma rede de fibrina que cessa o sangramento na
regiao. Na hemostase ja se inicia a liberacao de exsudato, que é basicamente o sangue
sem suas células vermelhas. A presenca do exsudato é de grande importancia na cura
da leséo, tendo em vista que este proporciona um ambiente umido, fornece nutrientes
ao local e ajuda a prevenir a proliferacdo de bactérias. A fase inflamatéria vem a seguir
e tem duracdo de quatro a seis dias. Esta fase € marcada pela mobilizacdo dos
sistemas de defesa do organismo: leucécitos e macrofagos se dirigem ao local do
ferimento, combatendo e impedindo a proliferacdo de bactérias. Em lesdes cronicas
geralmente a recuperagao € interrompida na fase inflamatéria. Em seguida vem a etapa
de migracado de células epiteliais e fibroblastos a area atingida a fim de substituir o
tecido danificado. Na etapa de proliferacao, forma-se o tecido de granulagdo enquanto
0 colageno é sintetizado pelos fibroblastos, devolvendo a pele resisténcia e forma. A
ultima fase é a de maturagéo, que pode durar de 21 dias a meses ou anos. Nesta fase
final, a densidade celular e a vascularizagcdo da lesdo diminuem, enquanto ha a
maturacao das fibras colagenas. Ocorre uma remodelagéo do tecido cicatricial formado
na fase anterior. O alinhamento das fibras é reorganizado a fim de aumentar a
resisténcia do tecido e diminuir a espessura da cicatriz. (Boateng et al., 2008; Hess,
2005)

Com o objetivo de auxiliar, agilizar e melhorar o processo natural de cura de
uma lesdo utilizam-se os curativos. O curativo mais adequado a ser usado em

determinado ferimento depende de uma série de caracteristicas exirinsecas e



intrinsecas a lesdo. Devem ser considerados fatores como o tamanho, profundidade,
quantidade de exsudato liberado, presenca de infeccao, estagio de recuperacdo em
que se encontra a lesao, entre outros. No momento da escolha do curativo, devem ser
levados em conta também seu valor e sua disponibilidade, bem como a necessidade de
troca frequente do mesmo. Ha muitos tipos de curativos no mercado, e nenhum deles
sozinho € capaz de tratar qualquer tipo de lesdao, ou seja, cada lesao requer um
determinado tipo de curativo, com diferentes especificacées (Franco e Gongalves, 2008;

Broussard e Powers, 2013).

Existe a necessidade de desenvolvimento de novos curativos especialmente em
alguns casos nos quais as exigéncias em relacao a estes dispositivos sdo maiores,
como por exemplo, para pacientes com lesdes de pele cronicas, como Ulceras venosas
e Ulceras de pressao e também no caso de vitimas de queimaduras, Todos 0s anos,
pelo menos 1 milhdo de pessoas sdo vitimas de queimaduras no Brasil, segundo o
Sistema de Informacao em Saude (SIS, 2013) . Em se tratando de pacientes diabéticos,
existe uma maior ocorréncia de infeccdes e complicacbes nas lesdes de pele. A
diabetes é um fator de risco para pacientes com queimaduras e também tende a
agravar lesdes crbnicas (Andrade et al., 2013). De acordo com este cenario, é possivel
verificar a importancia da pesquisa para o desenvolvimento e aprimoramento de

curativos utilizados no tratamento de lesdes de pele.

2.2.0 uso de curativos no tratamento de lesées de pele

Os curativos tém sido extensivamente usados ao longo dos séculos para o
tratamento de lesdes de pele. A principio aplicavam-se os curativos as lesées com o
objetivo apenas de protegé-las do ambiente externo. No entanto, com o passar do
tempo, o conhecimento a respeito da fisiologia das lesdes e de seu processo de cura
fez com que curativos mais sofisticados pudessem ser desenvolvidos. Hoje em dia, os

curativos podem nao s6 desempenhar o papel de protetores das feridas, mas também



participar ativamente do processo de recuperacdo das lesdes. Os curativos sao
empregados tanto para proteger o local do ferimento contra lesbes mecéanicas e
contaminagdo por microrganismos, quanto para propiciar um meio adequado ao
processo de cura, que inclui a restauracado da epitelizacdo e a formacao de colageno
(Ehrenreich e Ruszczak, 2006; Mulder et al. 2002).

Para proporcionar o ambiente mais adequado a cura da lesao, o curativo ideal
deve apresentar certas caracteristicas, que incluem (i) auséncia de antigenicidade e de
toxicidade local ou sistémica; (ii) compatibilidade com o tecido; (iii) impermeabilidade a
microrganismos exdgenos e inibicdo da flora bacteriana na superficie da lesao; (iv)
transmissao de vapor d’agua similar a pele normal; (v) adaptabilidade as irregularidades
da superficie; (vi) elasticidade para permitir a mobilidade do tecido; (vii) resisténcia a
tensbes cisalhantes e a ruptura; (vii) manutencdo da temperatura e umidade
fisiolégicas no local da leséo; (ix) capacidade de absor¢cdo do exsudato, quando
necessario; (x) facilidade de aplicacdo e remocao (para curativos temporarios); (xi)
biodegradabilidade (para curativos permanentes); (xii) propriedade de translucidez, para
permitir a observacao direta do ferimento; (xiii) minimizacao da ocorréncia de infeccoes;
(xiv) minimizacao dos cuidados com a lesédo e do desconforto do paciente; (xv) reducéao
do tempo de cura; (xvi) aceitagcdo do paciente; (xvii) baixo custo; (xviii) exigéncias
minimas para armazenagem e longo prazo de validade (Mulder et al. 2002; Ehrenreich
e Ruszczak, 2006; Jayakumar et al., 2011; Broussard e Powers, 2013).

Muitos materiais de origem natural ja foram utilizados como curativos como, por
exemplo, teias de aranha, cascas e folhas de arvores, mel de abelhas, gordura animal e
varios outros. As gazes e bandagens em geral sdo os curativos classicos, empregados
com o objetivo de protecédo da lesédo. A partir do século XX, todavia, especialmente a
partir da década de 80, avancgos na tecnologia de produgédo de curativos trouxeram ao
mercado uma grande variedade de novos curativos. A maior parte dessas novas
tecnologias se baseia no principio de que o ambiente para cicatrizacdo deve ser
mantido sempre Umido, pois nesta condi¢ao evita-se a infec¢ao por bactérias, uma vez

que o ambiente é rico em leucécitos, além de citocinas, fatores de crescimento e
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proteinas (Stashak et al., 2004; Broussard e Powers, 2013). Assim, ha uma ampla
gama de opc¢des de curativos a disposicao dos profissionais da saude, porém, ainda
assim, muitos novos tipos vém sendo constantemente desenvolvidos, a fim de
satisfazer a maior quantidade possivel dos requisitos necesséarios a um curativo ideal
(Weller e Sussman, 2006; Mulder et al. 2002).

Os curativos podem ser classificados quanto a funcdo que exercem na leséao
(debridante, antibacteriano, oclusivo, absorvente, aderente), quanto ao tipo de material
empregado na sua producao (hidrocoléide, alginato, colageno, etc.) e também quanto a
sua forma fisica (pomada, filme, espuma, gel) (Boateng et al., 2008). Outra classificacao
diz respeito a interagéo do curativo com a lesdo. De acordo com esta classificacdo, os
materiais usados como curativos sao divididos em dois grupos, os inertes e 0s
interativos ou bioativos. Os curativos bioativos sdo capazes de interagir com o tecido
danificado, ajudando a reduzir ou eliminar a dor e os processos inflamatérios que a
causam, e estimulando e acelerando o processo de cura. Novas tecnologias de
producdao de curativos biologicamente ativos incluem a incorporacao de principios
ativos de plantas ou farmacos sintéticos, por exemplo, em sua estrutura e tém se
mostrado uma excelente alternativa no tratamento de ferimentos crénicos, Ulceras
venosas, Ulceras por pressédo e agravadas por diabetes (Weller e Sussman, 2006). A
Tabela 1 mostra alguns tipos de curativos comumente usados.

Os polimeros, tanto de origem natural como sintética, vém ganhando cada vez
mais espago no campo da medicina e cuidados com a saude. Inumeros dispositivos
meédicos, produtos para diagndsticos e descartaveis, que incluem desde suturas a
dispositivos de liberagdo controlada, tém sido desenvolvidos a partir destes materiais e
estdo presentes em grande quantidade e variedade no mercado (Dee et al., 2002;
Kumbar et al., 2014). Seguindo esta tendéncia, vém sendo amplamente aplicados
também no desenvolvimento de novos curativos para terapia de lesées e queimaduras
de pele, ja que muitos deles sdo biodegradaveis e participam de forma ativa da
regeneracao do tecido lesionado, caracteristicas que os tornam bastante atrativos do
ponto de vista da biocompatibilidade (Boateng et al., 2008; Mogosanu,2014).
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Tabela 1: Curativos comumente usados, suas caracteristicas e indicacées de uso
(adaptado de: Moon e Crabtree, 2003; Weller e Sussman, 2006).

Tipo de . . ~
CuFr)ativo Caracteristicas Indicacoes
Formam um gel de alginato Lesb6es moderada e
Alginatos quando em contato com o altamente exsudativas,
g exsudato, ambiente de queimaduras de espessura
cicatrizagcao umido parcial e plena
Lesdes agudas ou cronicas
Espumas Permeaveis a fluidos e gases, = com grande quantidade de
poliméricas nao-aderentes exsudato, Ulceras venosas,
laceracoes
o Lesdes agudas de
Elasticos e transparentes, .
: . . espessura parcial ou plena,
. permitem inspecao visual da .
Filmes l6s30, Parmeaveis|a gases com pequenas quantidades
poliméricos ' ’ de exsudato. Queimaduras

Hidrocoldides

Hidrogéis

Pés e pastas
absorventes

mas impermeaveis a bactérias
e liquidos

Promovem debridamento e
absorvem exsudato
moderadamente, formando
uma camada coloidal viscosa
que previne aderéncia
excessiva a lesédo
Contém grande quantidade de
agua, 0 que promove sua
biocompatibilidade.
Assemelham-se a matriz
extracelular tanto em suas
propriedades fisico-quimicas
quanto mecanicas

Altamente absorventes

superficiais, incisées
cirargicas
Lesbes levemente ou
moderadamente
exsudativas, que requerem
debridamento. Ulceras
venosas, de pressao,
queimaduras, suturas

Lesdes minimamente
exsudativas como pequenas
queimaduras e laceragoes,
além de ulceras crbnicas
com quantidade de
exsudato reduzida

Lesdes cronicas de
espessura plena, com
grandes quantidades de
exsudato
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2.3.Polimeros usados na obtencao de curativos

A conferéncia dos Institutos Nacionais de Saude norte-americanos (National
Institutes of Health, NIH), definiu um biomaterial como “qualquer substancia (que nao
seja um farmaco) ou combinacao de substancias, de origem natural ou sintética, que
podem ser utilizadas em qualquer periodo de tempo, como um todo ou como uma parte
do sistema que trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgado ou fungao do corpo”.
Os biomateriais podem ser obtidos a partir de diferentes matérias-primas, como metais,
ceramicas, vidros e polimeros (Dee et al., 2002).

Devido as suas propriedades funcionais e relativa flexibilidade na sua sintese,
0s polimeros sdo a matéria-prima mais empregada para a obtencdo de biomateriais
utilizados como curativos (Ramalingam e Ramakrishna, 2006). Para que seja utilizado
na fabricagdo de um curativo, um polimero deve atender a alguns requisitos basicos:
deve ser inerte, ndao téxico, biocompativel, biodegradavel e possuir propriedades de
superficie favoraveis a proliferacdo celular. Dentre tais propriedades estdo a elevada
area de superficie, a alta porosidade e a estabilidade mecéanica (Chung e Park, 2007).
Tendo em vista estas exigéncias, os polimeros sao usados com sucesso para a
aplicagdo em curativos e podem ser tanto de origem natural, os chamados
biopolimeros, quanto de origem sintética.

Os biopolimeros podem ser obtidos de diferentes fontes, sendo elas de origem
vegetal, animal ou mesmo de algas, além de vias fermentativas e processos
enzimaticos. Normalmente, estes materiais possuem maior biocompatibilidade e menor
imunogenicidade quando comparados aos de origem sintética para o uso em
aplicagbes médicas. A maior compatibilidade se deve a presenca de compostos
denominados ligantes, que fazem parte da matriz polimérica e sdo capazes de se ligar
a receptores nas células. A degradagdo dos biopolimeros depende de processos
enzimaticos e por isso sua taxa pode variar de paciente para paciente (Cheung et al.,
2007). Exemplos de biopolimeros usados com frequéncia na producéo de curativos sao

a quitosana, o alginato, a xantana, a goma guar, o colageno, entre outros.
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Os polimeros sintéticos possuem vantagem sobre os de origem natural porque
sdo mais flexiveis e processaveis conforme as necessidades de sua aplicacédo. Estes
polimeros sado facilmente adaptaveis para exercer uma grande variedade de
propriedades funcionais, sendo possivel manipular, por exemplo, suas propriedades
mecanicas (como a viscoelasticidade) e sua degradabilidade. Além disso, € possivel
modela-los conforme as necessidades de forma e de tamanho. Para este tipo de
polimeros, a degradabilidade esta relacionada a hidrélise (de ligacdes éster, na maioria
dos casos), portanto, a taxa de degradagao nao varia de paciente para paciente, a nao
ser no caso de inflamacbes locais que possam causar variagbes de pH. Outra
vantagem dos polimeros sintéticos € que eles sdo mais baratos e representam uma
fonte mais confiavel de matérias-primas (Chen et al., 2008; Bhardwaj e Kundu, 2010;
Liu et al., 2007). Dentre os polimeros sintéticos mais usados em aplicagbes médicas
podemos citar o acido poli-latico (PLA), o acido poli-glicélico (PGA) e seus copolimeros,
e também a policaprolactona (PCL), todos aceitos pela U. S. Food and Drug
Administration (FDA) para o uso no corpo humano.

Neste trabalho, dois biopolimeros, a quitosana e a goma guar, e um polimero
de origem sintética, a policaprolactona, serdo o foco do estudo. Estes polimeros ja vém
sendo estudados e aplicados na area de terapia de lesées e engenharia de tecidos,
conforme descrito nos topicos a seguir.

2.3.1. Quitosana

A quitosana € um polissacarideo linear e semicristalino, com massa molar
variando entre 10 e 1.000 kDa. Sua estrutura quimica consiste de um copolimero
formado por unidades de N-acetil-D-glicosamina (2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose) e D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose) unidas por ligagdes
glicosidicas B(1-4). Nao € um polimero comumente encontrado na natureza, mas pode
ser facilmente obtido de outro polimero natural, a quitina, por meio da desacetilacdo. O
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grau de desacetilacao corresponde a quantidade de grupos amino e é determinado pela
razao entre os grupos D-glicosamina e a soma de N-acetil glicosamina e D-glicosamina
presentes na cadeia do polissacarideo. Na quitina, o grau de acetilacao € tipicamente
igual a 0,9, indicando a presencga de alguns grupos amino (de 5 a 15%). As estruturas
da quitina e da quitosana sao mostradas na Figura 2. O grau de desacetilacdo minimo
para que a quitina passe a ser considerada quitosana € de 60%, sendo que em
algumas publicagbes encontradas na literatura este valor pode ser considerado de até
75% (Croisier e Jérébme, 2013; Dash et al., 2011; Pillai et al., 2009; Azevedo et al.,
2007).

0

Figura 2: Estruturas quimicas da quitosana (a) e da quitina (b) (Croisier e Jéréme,
2013).

Depois da celulose, a quitina € o composto organico mais abundante na
natureza (Dash et al., 2011). E o principal componente do exoesqueleto de crustaceos,
como o caranguejo, a lagosta e o camarédo. Pode ser encontrada também em alguns
insetos, moluscos, e na parede celular de alguns fungos. Aquela proveniente dos
fungos € vantajosa, pois possui massa molar dentro de uma faixa mais estreita, e do
ponto de vista alergénico, é preferivel em relacdo a proveniente de crustaceos para a
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aplicacao médica (Croisier e Jérdme, 2013). No entanto, a maior parte da quitosana
comercializada é obtida a partir dos residuos da industria de processamento de
crustaceos, nomeadamente a industria alimenticia, ja que esta é a fonte
economicamente mais viavel. O processamento inicial da quitina, que tem como
objetivo separa-la dos outros componentes da carapaca, se da em trés etapas, sendo
estas a desmineralizacdo, a desproteinizagdo e a descoloracdo. Na desmineralizacao,
solucéo diluida de HCI é utilizada a fim de remover o carbonato de calcio do material.
Na etapa de desproteinizacédo, as carapacas sao tratadas com NaOH em elevadas
temperaturas a fim de dissolver as proteinas presentes. A descoloracado pode ser feita
com KMnOQOs, &cido oxalico, cloroférmio ou acetona, por exemplo. A quitina obtida, um
biopolimero contendo grupos acetil (-NHCOCHS;) é entdo desacetilada com solugéao
concentrada de NaOH, produzindo a quitosana (Figura 3). As condigcbes da
desacetilacdo determinam a massa molar e o grau de desacetilagdo da quitosana
produzida e estes sdo os parametros que mais influenciam as caracteristicas deste
polissacarideo. Todavia, essas caracteristicas podem ser posteriormente alteradas, por
exemplo, o grau de desacetilacao pode ser diminuido por uma reacao de reacetilacao e
a massa molar pode também ser diminuida por despolimerizacado acida. (Dash et al.,
2011; Spin-Neto et al., 2008; Azevedo et al., 2007; Berger et al., 2004; Goycoolea et al.,
2000).
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Figura 3: Desacetilacao da quitina, dando origem a quitosana (Spin-Neto et al., 2008).

A presenca de grupos amino na estrutura da quitosana a diferencia da quitina e
Ihe confere propriedades peculiares. A quitina € altamente hidrofobica e insoluvel em
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agua e na maioria dos solventes organicos e a quitosana, por sua vez, é soluvel em
acidos diluidos como o acido acético, o acido férmico, etc. Isso acontece porque os
grupos amino dos residuos de D-glicosamina podem ser protonados, tornando a
quitosana soluvel em meios acidos diluidos cujo pH esta abaixo de 6. Quanto maior a
quantidade de grupos protonados, maior a quantidade de interacdes eletrostaticas
repulsivas entre as cadeias e, consequentemente, maior sua solvatacdo em agua. O pH
€ capaz de alterar significativamente as cargas da quitosana e suas propriedades. Em
baixo pH, como ja descrito, ocorre a protonacao dos grupos amino e o aumento da
solubilidade da quitosana. Ja em pH maior que 6,5, esses grupos sao desprotonados, o
polimero perde sua carga e se torna insoluvel. A transicdo do estado soluvel para
insoluvel ocorre em pH préximo de 6,5 (aproximadamente o pKa da quitosana),
dependendo do grau de desacetilagdo e da massa molar da quitosana (Figura 4)
(Croisier e Jérdbme, 2013; Dash et al., 2011; Spin-Neto et al., 2008).

OH OH
D D
H NH3 H NH2
@
pH baixo T pH alto
sollvel pH = pKa =6,5 insoldvel

Figura 4: Comportamento da quitosana em funcao do pH: em pH menor que 6 os
grupos amino da quitosana estao protonados, conferindo-lhe carater policationico. Em
pH maior que 6,5, estes grupos estdo desprotonados, tornando a quitosana insoluvel
(adaptado de Dash et al., 2011).

Devido a presengca dos grupos amino protonados, a quitosana é um
polieletrélito do tipo polication, sendo, portanto, capaz de formar complexos com uma
grande variedade de compostos aniénicos, de origem tanto natural como sintética,
como ions, proteinas, lipideos, DNA, metais (pelo intermédio de agentes quelantes) e
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alguns polimeros negativamente carregados. A quitosana é na verdade o Unico
polissacarideo de ocorréncia natural com caracteristica policatibnica. Esta capacidade
de formar complexos polieletrélitos (PECs) faz com que a quitosana seja aplicada em
diversas areas, dentre as quais podem ser citados o tratamento de agua, a clarificacao
de bebidas e também a producdo de filmes multicamadas para emprego na area da

medicina (Croisier e Jérdme, 2013).

De fato, a quitosana possui muitas propriedades intrinsecas que a tornam
interessante para a aplicacdo na area da medicina, a maioria delas relacionada a esta
capacidade de formacdo de PECs. E um polimero biocompativel, permitindo seu uso
em varias aplicagbes médicas, que incluem implantes e injecdes. E biodegradavel,
sendo que sua degradacao se da no organismo por meio de enzimas, em especial a
lisozima, levando a formacgao de oligossacarideos nao toxicos que séo incorporados as
rotas metabdlicas e excretados normalmente pelo corpo. Devido as suas cargas
positivas em pH fisiol6gico, a quitosana é também bioadesiva. Além disso, possui
propriedades que auxiliam na recuperacdo de lesbes, como os efeitos antibacteriano,
antifungico, analgésico, hemostatico e anti-inflamatério (Croisier e Jéréme, 2013; Berger
et al., 2004; Dash et al., 2011). A dissolucao da quitosana origina géis que podem ser
assim utilizados ou modificados e funcionam como componentes em hidrogéis para a
utilizagdo como biomateriais (Spin-Neto et al., 2008; Berger et al., 2004). A quitosana
pode formar também hidrogéis fisicamente associados, que envolvem interacdes de
natureza nao-covalente, do tipo eletrostatica, hidrofébica ou ligagdes de hidrogénio.
Assim, hidrogéis podem ser formados pela complexacgéo fisica da quitosana com outros
polimeros soluveis em agua de carater ndao-iénico, como por exemplo o poli(vinil alcool)

(Croisier e Jérome, 2013).

Muitos trabalhos ja foram publicados com o uso da quitosana no
desenvolvimento de dispositivos médicos, desde implantes 0sseos e pele artificial a
dispositivos de liberacdo controlada e curativos. Muitos dispositivos a base de
quitosana estdo disponiveis comercialmente, seja na forma de filmes, géis, capsulas,

microcapsulas, esponjas, solugbes ou scaffolds (estruturas tridimensionais altamente
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porosas capazes de suportar a formacao de tecidos) (Jayakumar et al., 2011; Spin-Neto
et al., 2008; Croisier e Jérébme, 2013). A quitosana tem mostrado possuir boa
biocompatibilidade e efeitos positivos no processo de recuperacao de lesdes. Como
consequéncia de sua biodegradacdo, a quitosana libera residuos de N-acetil-b-D-
glicosamina, e este composto atua na inicializacdo da proliferacdo de fibroblastos,
auxilia na deposi¢do ordenada de colageno e estimula o aumento dos niveis de acido
hialurénico no local da lesdo, o que acelera o processo de cura e cicatrizagcao (McCarty,
1996; Jayakumar et al., 2011). A quitosana é aprovada pelo FDA para o uso em
curativos, no entanto, sua compatibilidade com fluidos fisiol6gicos depende do seu
método de preparacdo, sendo que ela pode conter residuos de proteinas que podem
causar reacoes alérgicas. A biocompatibilidade aumenta com o aumento do grau de
desacetilacdo e com o aumento do grau de ionizagdo da quitosana (Jayakumar et al.,
2011; Spin-Neto et al., 2008; Croisier e Jérbme, 2013).

2.3.2. Goma guar

A goma guar € um polissacarideo soluvel de carga neutra, extraido do
endosperma da semente da planta Cyamopsis tetragonolobus. Possui massa molar
entre 50 e 8000 kDa. Sua estrutura molecular constitui-se de uma cadeia linear principal
formada por residuos de D-manopiranose ligados, com uma cadeia lateral de D-
galactopiranose. Os residuos de D-manopiranose séo ligados entre si por ligagdes beta
1-4 e os residuos de D-galactopiranose séo ligados a cadeia principal por ligagdes alfa

1-6, na proporcao de 2:1 (Figura 5) (Coviello et al., 2007; Prabaharan, 2011).

A goma guar possui diferentes propriedades fisico-quimicas que fazem dela um
material usado nas mais diversas areas. Por apresentar-se néo tdxica e eficiente como
agente espessante e estabilizante, é amplamente utilizada em industrias como a

alimenticia, farmacéutica e biomédica, de cosméticos, de papel, téxtil, petrolifera, entre
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outras. Este biopolimero apresenta também propriedades de superficie, interfacial e
atividade emulsificante (Rao et al., 2010; Mudgil et al.; 2012).

HO OH
0
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Figura 5: Unidade estrutural da goma guar (Prabaharan, 2011).

A Tabela 2 apresenta algumas aplicacdes da goma guar nos varios setores da
industria. Em formulagcdes farmacéuticas, a goma guar € usada principalmente como
agente ligante, espessante e estabilizante. Varias dessas formulacdes, incluindo
capsulas, hidrogéis, filmes e nano ou micro-particulas, tém sido exploradas como
potenciais matrizes para liberagdo controlada de farmacos no célon, por via
transdérmica, como carreadores de proteinas e anti-hipertensivos (Prabaharan, 2011).

A goma guar € soluvel em agua fria, hidratando-se rapidamente e produzindo
uma solucdo pseudoplastica. E uma goma de alta massa molar e forma solugdes
bastante estaveis, ja que a presenga dos residuos de galactopiranose ligados a cadeia
principal dificulta a aproximagdo de moléculas de polissacarideo, evitando que ocorra
agregacao. Essa propriedade de formar solugcdo de alta viscosidade, considerada
gelificante, retarda a liberagcado de farmacos a partir da matriz de goma guar. Na forma
de hidrogel, a goma guar ndo se mostra apropriada para a liberagdo de farmacos

altamente soluveis em agua, pois estes séo liberados muito rapidamente. No entanto,
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em se tratando de farmacos pouco solluveis em agua, esse biopolimero apresenta taxa

de liberacdo adequada de farmacos no célon (Prabaharan, 2011; Coviello et al., 2007).

Tabela 2: Aplicagdes da goma guar em varios setores da industria (Adaptado de
Kuravadi et al., 2013).

Setor da Industria Funcao
Explosivos Plastificante
Téxtil Espessante
Papel Floculante
Mineradora Dispersante
Tabaco Adesivo
Construcgao civil Material a prova d'agua
Alimenticia Espessante, Iiggnte,estabilizante,
gelificante

Estabilizante, ligante, dispositivo de

Farmacéutica e cosmética . . .
liberacdo controlada de farmacos

2.3.3. Complexo Quitosana — Goma guar

A sinergia entre os biopolimeros quitosana e goma guar tem sido estudada e
aplicada no desenvolvimento de dispositivos médicos e também na area de
embalagens ligada ao setor alimenticio. A combinagdo da goma guar com a quitosana
pode ser interessante porque acarreta em melhora significativa da resisténcia
mecanica, propriedade importante para estas aplicagées, em relagdo a observada para
os filmes de quitosana isolada. De fato, Salgado et al. (2012) e Dallan (2005) obtiveram
filmes de quitosana com tensdo na ruptura de 3,10 MPa e 7,16 MPa, respectivamente.
Ja Veiga (2012), obteve filmes de quitosana e goma guar com tensdo na ruptura de
23,84 MPa.
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A formacgao do complexo entre estes dois biopolimeros se da provavelmente
devido a interagGes entre os grupos hidroxila presentes na estrutura da goma guar e os
grupos amino (Veiga, 2012) e hidroxila da quitosana. Esta interagdo, no entanto, nao
forma um complexo do tipo polieletrdlito, ja que o grupo hidroxila na goma guar nao se
ioniza. Nesse caso, pode-se dizer que ocorre a formagao de um hidrogel fisicamente

associado entre os dois biopolimeros, possivelmente por liga¢des de hidrogénio.

Haupt et al. (2006) produziram filmes de quitosana e goma guar e estudaram
sua acao como matriz de liberacdo controlada do farmaco celecoxib (vide estrutura
quimica no Anexo |), usado na terapia do cancer colorretal, observando reducao na

proliferacao das células cancerigenas.

Randhawa et al. (2012) desenvolveram tabletes de quitosana e um derivado da
goma guar, a carboximetil-goma guar, para a liberagdo controlada de tamoxifeno (vide
estrutura quimica no Anexo I) no célon, observando que o farmaco foi liberado com

sucesso e a uma taxa satisfatéria no local desejado.

Rao et al. (2010) prepararam filmes de quitosana e goma guar com a finalidade
de aplica-los como embalagens na industria alimenticia. A proporcao entre os dois
biopolimeros foi variada e propriedades como transparéncia, taxa de transmissdo de
vapor, permeabilidade ao oxigénio, bem como propriedades mecanicas e
antibacterianas foram analisadas. Como resultado, os autores obtiveram filmes
apropriados a aplicagéo desejada e concluiram que estes filmes reduzem os problemas
ambientais associados as embalagens sintéticas.

Veiga (2012) produziu membranas de quitosana e goma guar a fim de obter
dispositivos para a liberagdo controlada de anti-inflamatorios. A associagdo de
quitosana com a goma guar resultou em membranas estaveis. Os resultados obtidos
indicaram que membranas com capacidade de absor¢céo de solugdes de até 2 g de H20
por grama de membrana, com perda de massa maxima de até 8% (em fluido corpdreo
simulado) e permeabilidade ao vapor d’agua em torno de 1,2 kg m2.dia” foram obtidas.
A eficiéncia de incorporagéo dos anti-inflamatoérios as membranas de quitosana e goma

guar foi baixa, o que a autora atribuiu a densa estrutura polimérica destas membranas.
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2.3.4. Policaprolactona

A policaprolactona (PCL) é um poliéster alifatico e linear cuja massa molar pode
variar de 3 a 90 kDa. E um polimero hidrofébico e semi-cristalino, sendo que sua
cristalinidade tende a diminuir com o aumento de sua massa molar. A sintese da PCL
pode ser feita pela polimerizagdo da e-caprolactona, com a abertura do anel em uma
reacao de polimerizacdo que envolve a presenca de calor e de um catalisador cujo
carater pode ser tanto aniénico como catidénico (Figura 6) (Woodruff e Hutmacher, 2010;
Pena et al., 2006; Luong-Van et al., 2006).

O
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Policaprolactona

\

E-caprolactona

Figura 6: Representacao da reagdo de polimerizagdo da e-caprolactona para formar a

policaprolactona.

Como todos os biopolimeros da classe dos sintéticos, a PCL pode ter sua
sintese manipulada de modo a tornar-se um polimero adequado as necessidades do
uso desejado. Sua massa molar, taxa de degradacgdo, propriedades mecénicas e
estruturais, tais como o tamanho dos poros, podem ser ajustadas e controladas. Grupos
funcionais também podem ser adicionados, de modo a tornar a matriz mais hidrofilica,

adesiva, ou biocompativel, por exemplo (Pena et al., 2006).

A PCL é soluvel em cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono,
benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2-nitropropano a temperatura ambiente, logo, estes

sdo o0s solventes mais utilizados em suas formulagbes farmacéuticas. Possui

23



solubilidade baixa em acetona, 2-butanona, etil acetato dimetilformamida e acetonitrila e

€ insoluvel em agua, alcool, éter de petroleo e éter dietilico.

Por ter um tempo de degradacao considerado relativamente alto (2-4 anos), a
PCL, que foi muito estudada nas décadas de 70 e 80, acabou por deixar o cenario das
pesquisas no campo da medicina, mais especificamente na engenharia de tecidos e
desenvolvimento de dispositivos de liberagdo controlada. No entanto, a partir dos anos
2000 o interesse por este biopolimero foi retomado, e muitos trabalhos vém sendo
publicados com o uso da PCL. Isso aconteceu porque a PCL possui propriedades
reolégicas e viscoelasticas superiores a outros polimeros da mesma categoria, o que a
torna mais facil de manipular para obter uma ampla gama de scaffolds utilizados em
terapia de lesbdes. Tais produtos podem ser obtidos por diversas tecnologias e sao
relativamente mais baratos quando comparados com aqueles obtidos a partir de outros
poliésteres alifaticos. Além disso, muitos dispositivos de liberacdo controlada
produzidos com a utilizacdo deste polimero ja possuiam a aprovacao do FDA,
facilitando a introducédo de mais produtos originados desta matéria-prima no mercado
(Woodruff e Hutmacher, 2010).

A taxa de degradacdo da PCL pode ser manipulada pela sua copolimerizacao
com lactonas ou glicolideos e lactideos. A degradagao deste biopolimero se da em
duas etapas, sendo que, na primeira ocorre a hidrélise nao enzimatica dos grupos éster
e, na segunda, fagossomos e macréfagos promovem sua degradacao
intracelularmente. Isso indica que a PCL pode ser completamente absorvida pelo
organismo do paciente, uma vez que sua massa molar ja tenha sido reduzida a pelo
menos 3 kDa (Woodruff e Hutmacher, 2010). Pena et al. (2006) estudaram o
comportamento de filmes de PCL, obtidos tanto por casting em solucdo de cloroférmio
como por modelagem por pressao, em solugédo tampéao de fosfato (PBS) e no meio de
Eagle modificado por Dubelcco (DMEM), observando que neste ultimo meio, apos 18
meses houve alteracdo na estrutura quimica do filme, mas as camadas mantiveram sua
consisténcia e, além disso, que uma taxa de degradacao mais elevada foi apresentada
pelas membranas obtidas pelo casting em solugcéo de cloroférmio.
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Devido a sua excelente biocompatibilidade e sua habilidade de ser absorvida
pelo organismo, mesmo que em longo prazo, a PCL se mostra adequada para o
desenvolvimento de dispositivos de liberagdo controlada, uma vez que também possui
alta permeabilidade a muitos farmacos e compostos bioativos. A taxa de liberagdo do
farmaco a partir da matriz de PCL depende do tipo de formulacdo, método de preparo,
concentracdo do biopolimero, tamanho do dispositivo e porcentagem de farmaco
incorporado (Woodruff e Hutmacher, 2010; Luong-Van et al., 2006).

Ng et al. (2007) produziram filmes ultrafinos de PCL a fim de avaliar sua
biocompatibilidade in vivo e viabilidade no uso como curativos. Os filmes resultantes
nao induziram reacdes inflamatérias quando usados in vivo como curativos e auxiliaram
o processo normal de recuperacao de lesdes de pele de espessura parcial e total.

Luong-Van et al. (2006) incorporaram heparina (vide estrutura quimica no
Anexo 1) a matrizes de PCL obtidas pela técnica de electrospinning e observaram que
estas sdo adequadas para o funcionamento como dispositivos de liberacdo controlada
da heparina em lesbes vasculares. A heparina possui carater hidrofilico e estrutura
polimérica, tendo aquela utilizada no estudo massa molar igual a 13 kDa. Os autores
observaram que aproximadamente 50% da heparina incorporada a matriz de PCL foi
liberada em um periodo de 14 dias. Tendo em vista que a heparina nao possuli
afinidade pela matriz de PCL, que é hidrofbica, pode-se dizer que a liberagdo do
composto a partir do dispositivo ocorre em quantidade consideravel, no entanto, esta
quantidade ndo € maior porque, devido ao grande tamanho da molécula de heparina, a
sua difusédo pela matriz é dificultada. No caso do alfa-bisabolol, composto em estudo no
presente trabalho, espera-se que a liberagdo ocorra de forma diferente, uma vez que
este composto, como serd visto mais adiante, possui massa molar pequena e, além
disso, carater hidrofébico. O tamanho pequeno da molécula facilitaria a difusédo do
composto pelo filme, no entanto, o carater de hidrofobicidade compativel com a matriz

promoveria maior retencao.

Khor et al. (2002) desenvolveram filmes de PCL e testaram-nos como scaffolds
para o cultivo e proliferacdo de células de queratinécitos humanos. Os resultados
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indicaram que os filmes suportam a aderéncia e proliferacdo de tais células e tém

potencial para serem aplicados como matrizes na engenharia de tecidos.

Salgado et al. (2012) produziram membranas de quitosana-PCL em diferentes
proporcdes, na presenca e na auséncia do surfatante Pluronic F68® (vide estrutura
quimica no Anexo |), adicionado a mistura na tentativa de melhor dispersar os
polimeros e também de aumentar a porosidade do material. As membranas foram
avaliadas quanto as suas propriedades fisicas, fisico-quimicas, mecéanicas e bioldgicas.
A analise da morfologia dos filmes obtidos mostrou que particulas esféricas de PCL
ficaram heterogeneamente distribuidas na matriz de quitosana. Além disso, o0s
resultados mostraram que as membranas produzidas apresentaram baixa citotoxicidade
e, as que continham Pluronic F68®, maior proliferacao celular. A biodegradabilidade e
biocompatibilidade dos filmes foram consideradas satisfatérias e, portanto, as
membranas apresentaram aplicagéo potencial na terapia de lesoes.

Tornello et al. (2012) produziram membranas porosas e nao porosas de PCL,
obtidas pelas técnicas de electrospinning e evaporacao do solvente, respectivamente, e
incorporaram o agente antimicético hidrofobico embelina (vide estrutura quimica no
Anexo |). As eficiéncias de incorporacao obtidas foram de 83% e 98% no caso das
membranas porosas e ndo porosas, respectivamente. Os autores observaram que a
biodisponibilidade do agente bioativo incorporado era maior para as membranas
porosas, sendo que, neste caso, 90% da embelina retida foi liberada em 12 horas,
enquanto que a mesma quantidade foi liberada em 72 horas pelas membranas nao
porosas. Espera-se que, no presente trabalho, a eficiéncia de incorporacdo do alfa-
bisabolol seja também préxima a 100%, levando em conta que este composto possui
massa molar e hidrofobicidade semelhantes as da embelina. Espera-se ainda que a
liberagcao do alfa-bisabolol a partir das matrizes de PCL ocorra também de forma lenta,
tendo em vista que as matrizes serdo produzidas pelo método de evaporacdo do
solvente e terdo, portanto, estrutura densa, o que dificulta o processo de difusdao do

composto pela matriz.
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2.4.Incorporacao de compostos bioativos aos curativos

A incorporacado de compostos bioativos aos curativos pode ser feita de modo a
torna-los mais eficazes no tratamento das lesdées. Conforme ja mencionado na
Secao 2.2, os curativos bioativos sdo capazes de acelerar e auxiliar a cicatrizacdo de
uma lesdo, e nesta classe de curativos, estdo incluidos aqueles aos quais compostos
biologicamente ativos sao incorporados, sendo assim também chamados de
dispositivos de liberacao controlada. A liberagdo controlada é importante, pois minimiza
a perda e a degradacao do composto ativo e aumenta a disponibilidade na zona tratada
(Boateng et al., 2008). A cinética de liberagdo adequada corresponde a liberagao
gradual do composto incorporado, o que reduziria a necessidade de administracoes
frequentes (Veiga, 2012).

Muitos compostos podem ser incorporados aos curativos com este obijetivo,
dentre eles agentes anti-inflamatérios, antibiéticos, antioxidantes, antimicrobianos,
antisépticos, fatores de crescimento, suplementos, etc. Tais compostos sdo capazes de
prevenir inflamacdes e infecgdes bacterianas, acelerar a recuperacdo do tecido
lesionado e estimular uma recuperacao saudavel da lesdo, além de manter a assepsia

do local do ferimento (Dias et al., 2011).

Tanto compostos bioativos de origem natural como sintética sao passiveis de ser
incorporados aos curativos. As plantas produzem uma grande diversidade de
fitoquimicos, que vém sendo usados ha séculos pelos seres humanos no tratamento de
diversos tipos de enfermidades. No entanto, com a descoberta de agentes bioativos
sintéticos, o uso dos produtos de origem natural foi deixado em segundo plano por
muitos anos (Cragg e Newman, 2013, Newman e Cragg, 2007; Patra, 2012). Todavia, 0
desenvolvimento de resisténcia de varias linhagens bacterianas a agentes
antimicrobianos e antibiéticos sintéticos, bem como preocupacbes a respeito de sua
eficacia e seguranca reavivaram o interesse pelo uso dos compostos de origem natural
como uma alternativa aos sintéticos (Patra, 2012). De fato, a tendéncia da substituicao
do uso de compostos sintéticos por produtos naturais no tratamento de doencas,
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inclusive lesbes de pele, vem sendo bastante observada em trabalhos recentes
(Suwantong et al., 2008; Kontogiannopoulos et al., 2011; Suganya et al., 2011; Dias et
al., 2013; Muthukumar et al., 2013; Yang et al., 2014; Muthukumar et al., 2014; Kwak et
al., 2014).

A incorporacao de compostos bioativos as matrizes usadas como curativos
pode ser feita durante a preparacdo dessas matrizes, por adicdo a mistura resultante
das solucdes dos constituintes da matriz, por impregnacao ap6s a preparacao da matriz
utilizando solventes organicos ou aquosos e também por impregnacao usando fluidos
supercriticos (Veiga, 2012). Os dois primeiros métodos, apesar de simples, possuem
algumas desvantagens, como os baixos rendimentos de incorporagédo, a dispersao
heterogénea do composto na matriz e o uso de solventes organicos, que devem ser
cuidadosamente removidos da matriz produzida, ja que podem ser téxicos e afetar a
qualidade do produto final (Dias et al., 2011). Por evitar este problema, o etanol € um
solvente organico comumente utilizado, pois ndo apresenta toxicidade quando em
contato com a pele. Neste ambito, matrizes obtidas a partir de biopolimeros hidrofilicos
sao vantajosas porque, durante seu processamento, solventes de baixa toxicidade sao
requeridos (Boateng et al, 2008). Por outro lado, a vantagem dos polimeros
hidrofobicos é que eles retém com maior facilidade compostos que possuem também

carater hidrofdébico.

Apesar da incorporacao por adigao direta ser um método mais simples e que
facilita a distribuicdo mais homogénea do farmaco pela membrana, o método de
impregnacao pode ser preferivel, j& que apds o preparo do filme, é possivel se
incorporar uma gama de diferentes compostos. Além disso, pelo método de
impregnacao evita-se que se submeta o composto incorporado a condi¢cdes
degradantes usadas durante o processamento da membrana, como na etapa de
evaporacao do solvente por exemplo. Mesmo sendo necessaria uma etapa de
evaporacao do solvente também no caso da impregnacéo, a temperatura necessaria
para isso € mais branda, ja& que se trata de solventes relativamente volateis, como o

caso em que se utiliza o etanol.
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Neste trabalho o objetivo é fazer a incorporacdo a matrizes poliméricas do alfa-
bisabolol, um principio ativo natural encontrado no éleo essencial de diversas espécies
de plantas. Este composto tera sua descricao feita a sequir.

2.4.1. Alfa-bisabolol

O alfa-bisabolol é um alcool sesquiterpénico monociclico insaturado natural,
isolado pela primeira vez na década de 50 a partir das flores da camomila (Matricaria
chamomilla). Também chamado de 4-dimetil-alfa-(4-metil-3-pentenil)-3-ciclohexeno-1-
metanol, possui a férmula quimica C1sHz60 e massa molar de 222,37 Da. E um liquido
levemente amarelado, com aroma adocicado e possui densidade relativamente baixa,
em torno de 0,93 g/mL (dependendo da fonte de obteng¢ado), e ponto de ebulicdo de
314,5 °C a 1 atm. Praticamente insollvel em agua, mas sollvel em etanol, € uma
substancia de carater lipofilico, com bastante propensao a se oxidar, sendo os produtos
da oxidagao os 6xidos de bisabolol A e B (Kamatou e Viljoen, 2010).

O alfa-bisabolol existe na forma de quatro diastereocisémeros. A forma mais
comum ¢é o alfa-(-)-bisabolol, ou levomenol, sendo este isbmero o principal responsavel
pela atividade biolégica do alfa-bisabolol. O isdbmero alfa-(+)-bisabolol é raro na
natureza e o equivalente sintético é geralmente uma mistura de alfa-(+)-bisabolol de no
minimo 42,5% de pureza (Kamatou e Viljoen, 2010; Schilcher et al., 2005 (a), Clark et
al., 2011). A estrutura quimica dos quatro tipos de bisabolol € mostrada na Figura 7. O
alfa-(-)-bisabolol pode ser identificado por analise espectrofotométrica em um
comprimento de onda de 208 nm (Schilcher et al., 2005 (b)).

O alfa-(-)-bisabolol esta presente em varias plantas e pode ser obtido por meio
da hidrodestilacao. Algumas espécies de plantas que constituem fonte deste composto
sdo Matricaria chamomilla, Matricaria recutita, Salvia runcinata, Salvia stenophylla,
Vanillosmopsis pohlii, Vanillosmopsis arborea, Myoporum grassifolium e Eremanthus
erythropappus. O conteudo de alfa-bisabolol nessas plantas € de 50% a 90% (Kamatou
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e Viljoen, 2010). No Brasil, o alfa-(-)-bisabolol é majoritariamente obtido apds a
destilacdo a vapor do Oleo extraido do tronco da arvore Candeia (Eremanthus

erythropappus) e tem grau de pureza minimo de 95% (Clark et al., 2011).

(&

(—)-o-Bisabolol (—)-epi-t-Bisabolol  (+)-c-Bisabolol (+)-epi-a-Bisabolol

Figura 7: Estrutura quimica dos quatro diastereoisdmeros do alfa-bisabolol. O alfa-(-)-
bisabolol é a forma mais comum (Kamatou e Viljoen, 2010).

O alfa-bisabolol apresenta uma grande variedade de propriedades biolégicas e
devido a sua baixa toxicidade recebeu do FDA o certificado GRAS (“generally
recognized as safe”), sendo por isso um composto bioativo usado em muitas
formulacbes comerciais (Kamatou e Viljoen, 2010). Dentre estas propriedades,
destacam-se os efeitos antimicrobiano, antifingico, anticancerigeno, antimutagénico,
antiespasmédico, antimalarico, antialergénico, analgésico, antioxidante e anti-
inflamatorio. Além disso, possui a capacidade de aumentar a permegao de compostos
através da pele (Kamatou e Viljoen, 2010; Clark et al., 2011; Petronilho et al., 2012).

De fato, o alfa-bisabolol é uns dos principais responsaveis, pela atividade anti-
inflamatoria do extrato de camomila (Kamatou e Viljoen, 2010). A atividade antioxidante,
por sua vez, se deve a capacidade do alfa-bisabolol de combater radicais livres e
restaurar o equilibrio redox. A atividade antibacteriana ocorre por um mecanismo de
ruptura da membrana celular bacteriana, o0 que aumenta a susceptibilidade das células
bacterianas a agentes antibidticos (Petronilho et al., 2012). Brehm-Stecher e Johnson

(2003) investigaram a habilidade de quatro sesquiterpenos, dentre eles o alfa-bisabolol,
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de aumentar a suscetibilidade da bactéria Staphylococcus aureus a alguns antibi6ticos
convencionais (ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, tetraciclina e
vancomicina), verificando que baixas concentracdes (0,5 a 2 mM) de alfa-bisabolal,
nerolidol e apritona aumentaram a suscetibilidade da bactéria aos antibioticos testados.

O alfa-bisabolol é utilizado principalmente em formulagcées dermatolégicas e
cosmeéticas, como logcdes corporais, filtros solares, locdes pds-barba e pds-depilatérias,
sabonetes, condicionadores de cabelo, produtos para higiene bucal como cremes
dentais e enxaguatoérios, produtos para pele acnéica, etc. A dosagem comumente
utilizada para estas formulagdes é de 0,1 a 10% (1 a 10 mg/g de veiculo). E usado
também em alguns produtos de limpeza como detergentes e em repelentes. Devido as
suas muitas propriedades biolégicas, vem sendo aplicado no setor farmacéutico
(Kamatou e Viljoen, 2010; Clark et al., 2011), no entanto, ha poucos relatos na literatura
do uso do bisabolol como principio ativo incorporado a dispositivos de liberacao

controlada.

Sao Pedro et al. (2009) menciona a incorporagcao a microesferas de quitosana e
lipossomas do 6leo essencial de uma planta da espécie Zanthoxylum tingoassuiba, rico
em alfa-bisabolol. A determinacdo do bisabolol nos sistemas particulados foi feita por
meio de HPLC (do inglés, high-performance liquid chromatography), mostrando que a
associacao entre ele e as microesferas de quitosana e lipossomas foi bem sucedida.

2.5.Consideracoes finais

Considerando os temas abordados na revisao da literatura, verifica-se que a
incorporacao de compostos bioativos a matrizes poliméricas para uso como dispositivos
de liberagdo controlada € uma tendéncia consolidada e muitos trabalhos vém sendo
realizados nesta area. A aplicacdo destes dispositivos na terapia de lesdes pode
fornecer materiais de alta eficiéncia, capazes auxiliar no tratamento e acelerar a

cicatrizacdo de lesbes de pele.
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Neste ambito, o desenvolvimento de novos dispositivos de liberagcdo controlada
contendo compostos quimicos biologicamente ativos ainda nao testados para a
aplicacdo como curativos mostra ser de grande relevancia no cenario dos avancos
tecnoldgicos nos campos da biomedicina e engenharia de tecidos. O alfa-bisabolol é
um composto bioativo pouco testado para 0 uso em curativos, mas possui propriedades
biolégicas que o torna promissor para esta aplicacdo. Tendo isso em vista, neste
trabalho avaliou-se o0 uso de materiais tanto de origem sintética (policaprolactona) como
de origem natural (quitosana e goma guar) para a incorporacao do alfa-bisabolol e
estudou-se o0 desempenho dos dispositivos obtidos visando a aplicacdo no tratamento

de lesbes de pele.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Materiais

Para a obtencdo das membranas foram utilizados os seguintes reagentes, de
qualidade analitica certificada: quitosana (Q) de carapaca de camardao com grau de
desacetilacdo minimo de 75% (produto com cdédigo C3646, lote n® 061M0046V), goma
guar (G, produto com codigo G4129, lote n® 087K0128) e policaprolactona (PCL) de
massas molares médias de 80 kDa (produto com codigo 440744, lote n® MKBJ4388V) e
60 kDa (produto com cédigo 704105, lote n® MKBB6820), fornecidos pela Sigma-Aldrich
Co.; acido acético glacial, etanol, cloroférmio e cloreto de metileno da Synth,
diclorometano e hidréxido de sodio da Merck & Co. Inc. e metanol da J. T. Baker. O
alfa-bisabolol de origem natural (6leo essencial de Eremanthus erythropappus), Albi®,
com teor minimo de pureza de 95%, bem como o padrao sintético, foram gentilmente
doados pela empresa Atina, (Atina — Ativos Naturais, localizada em Pouso Alegre, MG).
A 4gua utilizada nos ensaios foi destilada e deionizada em sistema Milli-Q® da Millipore.

3.2. Métodos

3.2.1. Caracterizacao do alfa-bisabolol

3.2.1.1. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A andlise do alfa-bisabolol por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) foi realizada com o objetivo de se avaliar a composi¢cao da amostra
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em estudo. Uma amostra de alfa-bisabolol de origem sintética foi também analisada,

para fins de comparagdo com aquela utilizada neste trabalho, cuja origem é natural.

O equipamento utilizado neste ensaio foi um cromatégrafo gasoso acoplado a
um detector de massas (GC HP6890 - MSD HP5975), com coluna capilar HP5MS (30 m
x 0,25 mm x 0,25 pum), disponiveis no Centro de Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Unicamp. Um volume de 1,0 uyL de amostra foi
introduzido no injetor do cromatdgrafo, cuja temperatura era de 220 °C. O detector de
massas foi operado no modo de ionizagcdo por impacto de elétrons (70eV), a uma
temperatura de 250 °C, e hélio foi utilizado como gas de arraste, a um fluxo de 1,0
mL/min. A programacao de temperatura foi de 60 °C a 240 °C, a uma taxa de 3 °C/min,
em ambas as analises. Os indices de retencdo foram calculados a partir do tempo de
retencao de uma série homéloga de hidrocarbonetos (C9-C20).

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo dos
fragmentogramas e dos indices de retencdo obtidos com aqueles fornecidos para o
alfa-bisabolol na literatura (Adams, 2007).

3.2.1.2. Avaliagcao da atividade antioxidante do alfa-bisabolol

3.2.1.2.1. Método do radical ABTS™

A andlise da atividade antioxidante dos extratos ativos, avaliada através da
atividade redutora frente ao radical ABTS®* (radical céation do &cido 2,2'-azinobis-(3-etil-
benzotiazolino-6-sulfénico)), foi feita com base na metodologia descrita por Kuskoski et
al. (2004). Este método baseia-se na degradacdo do radical ABTS®**, de cor azul e
extremamente estavel, convertendo-o em um produto incolor (vide esquema da reacao
no Anexo ll). O grau de descoloracéo reflete a quantidade de ABTS** que foi degradado

pelo antioxidante e pode ser determinado espectrofotometricamente.
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O radical ABTS** foi obtido pela reacdo de ABTS (7 mM) com persulfato de
potassio (2,45 mM, concentracéao final) incubados a temperatura ambiente e no escuro
por 16 horas. Uma vez formado o radical, diluiu-se a solugdo com etanol até obter um
valor de absorbancia de aproximadamente 0,7 (x0,1) a 734 nm. A um volume de 2 mL
do radical ABTS®*" adequadamente diluido adicionou-se 20 puL de amostra, dissolvida
em etanol, e a solucdo formada foi entdo sonicada por 30 segundos. Utilizando-se
como branco para medicao o etanol, a diminuicdo da absorbancia foi determinada a
temperatura ambiente até que a reacao atingisse o estado estacionario, ou que a
diferenca entre as medidas de absorbancia fosse menor que 10% (em torno de
10 minutos). A atividade das amostras foi determinada através de uma curva de
calibracdo do antioxidante sintético de referéncia, acido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2- carboxilico (Trolox®, um anélogo hidrossoltvel da vitamina E, vide
estrutura quimica no Anexo |), analisado nas mesmas condi¢cdes antes expostas para

as amostras.

A porcentagem de reducado da absorbancia a 734 nm, obtida de acordo com a
Equacdo 1, foi representada de forma comparativa & concentragdo de Trolox®. Nesta
equacao os parametros ABS; e ABS; sao a absorbancia inicial do radical e a medida
apés 10 minutos da adicdo do composto bioativo, respectivamente. Os resultados
obtidos a partir das analises feitas em, no minimo, triplicata foram expressos como
atividade antioxidante dos extratos equivalente a do Trolox® (CAET) (sigla para
capacidade antioxidante equivalente & do Trolox®).

ABSj
ABS;

Redugio (%) = (1 -

) x 100 (Equacao 1)

3.2.1.2.2. Método do radical DPPH

Esta metodologia, desenvolvida por Brand-Willians et al. (1995) e modificada
por Kim et al. (2002), baseia-se na reducdo da absorbancia do radical DPPH® (2,2-
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Difenil-1-picril-hidrazilo) a 515 nm pela acdo de compostos antioxidantes. O radical
DPPH®, de coloracdo puUrpura, quando reduzido forma o composto difenil-picril-
hidrazina, de coloracdo amarela, com a consequente diminuicado da absorbancia (vide
esquema da reacao no Anexo Il). Uma aliquota de 50 uL de amostra foi adicionada a
1,45 mL de uma solugdo metandlica de DPPH® a 6 x 10 mol/L. As amostras foram
sonicadas por 30 segundos, realizando-se entdo a medida das absorbancias a
temperatura ambiente, tendo como branco o metanol, até que a reacao atingisse o
estado estacionario ou que a diferenca entre as medidas de absorbancia fosse menor

que 10% (em torno de 30 minutos).

A atividade antioxidante das amostras foi também determinada através da
capacidade equivalente & do Trolox®, analisado nas mesmas condicdes antes expostas
para as amostras. Os resultados obtidos sdo expressos como atividade antioxidante
dos extratos equivalente a do Trolox® (CAET). Todas as andlises das amostras foram

feitas em triplicata.

3.2.2. Preparacdo das membranas

3.2.2.1. Membranas de quitosana e goma guar

As membranas de quitosana e guar (Q-G) foram preparadas de acordo com o0s
procedimentos propostos por Haupt et al. (2006) e Veiga (2012). Solugdes de quitosana
(solucdo aquosa de acido acético a 2% v/v) e de goma guar (solugdo aquosa) em
concentragao de 0,5% (m/v) foram utilizadas. O volume empregado de cada solugéo foi
de 90 mL, sendo a solucdo de quitosana adicionada por meio de uma bomba
peristaltica (Minipuls 3, Gilson) a solu¢do de goma guar em um reator de aco inoxidavel
encamisado com diametro interno de 10 cm e altura de 20 cm, a uma vazao de
300 mL/h. A temperatura foi mantida, durante todo o processo, em 25°C utilizando-se

um banho termostatico (214 M2, Quimis). Durante o gotejamento, o sistema foi mantido
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sob agitacao constante de 1000 rpm através de agitador mecanico (251 D, Quimis) com
hélice do tipo naval com raio de 2,5 cm. Ao término da adicdo da solucdo de quitosana
a de goma guar, a mistura polimérica foi desaerada em bomba de vacuo (Q-355B2,
Quimis) por 120 minutos, transferida para placa de Petri de poliestireno de 15 cm de
diametro e fez-se a evaporacao do solvente por 24 horas a 37°C em estufa com
circulacdo de ar (410D, Nova Etica). A membrana foi entdo lavada por 1 minuto com
100 mL de NaOH 1M 1:1 v/v (agua:etanol) para a neutralizacdo do acido acético e
posteriormente com agua (duas vezes em 200 mL por 30 minutos cada vez). A
secagem final foi feita por 24 horas a temperatura ambiente. O esquema experimental é
mostrado na Figura 8.

Figura 8: Sistema utilizado para a preparagdao das membranas. (a) Banho termostatico;
(b) sistema de agitacao; (c) reator contendo a solugdo de goma guar; (d) bomba
peristaltica; (e) solucao de quitosana a ser alimentada (adaptado de Veiga, 2012).

3.2.2.2. Membranas de policaprolactona

Visto que ha variados procedimentos de obtencéo de filmes de PCL descritos
na literatura (Tornello et al., 2012; Lin e Lu, 2002; Luong-Van et al., 2006; Ng et al.,
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2007; Pena et al., 2006), ensaios preliminares foram inicialmente realizados a fim de se
estabelecer o protocolo de preparagdao das membranas mais apropriado para o estudo
proposto. O solvente utilizado para a solubilizacao da PCL, a concentragdao do polimero
e sua massa molar, bem como o volume de solucéo utilizado foram variados, e as
membranas resultantes das diversas formulacdes tiveram sua aparéncia e integridade
avaliadas. Os solventes testados foram cloroférmio, cloreto de metileno, diclorometano,
além da mistura de diclorometano e metanol na razédo de 1:1 v/v. A concentracado do
polimero foi variada na faixa de 0,5 a 10% (m/v) e as massas molares de 60 e 80 kDa
foram testadas.

Apds preparada a solu¢do polimérica pela dissolugdo dos pellets de PCL no
solvente utilizado, sob agitacdo magnética, esta era desaerada por 10 minutos em
sonicador e entdo vertida em placa de Petri de didmetro de 9 cm. As placas foram
deixadas, a temperatura ambiente, em plataforma giratéria no interior de uma capela

por 24 horas para que ocorresse a completa evaporagéao do solvente.

3.2.3. Incorporacao de alfa-bisabolol as membranas

3.2.3.1. Incorporacdo do composto durante a preparacdo das membranas

A incorporacéo do alfa-bisabolol as membranas de Q-G foi feita imediatamente
apos o término da mistura das solugdes poliméricas. A quantidade de alfa-bisabolol
adicionada a estas membranas foi equivalente a 20% e 30% em massa em relacéo a

massa total de polimeros presentes na mistura.

Para as membranas de PCL, a incorporacdo foi realizada para a formulagéao
considerada mais adequada, obtida de acordo com o procedimento descrito no item
3.2.2.2. O composto foi adicionado no momento do preparo da solugdo e neste caso foi

feita a adicdo do composto apenas na proporcdo de 20% (m/m). Estas proporcdes
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foram escolhidas a fim de evitar que a massa do composto adicionado interferisse na

formacao das matrizes poliméricas.

3.2.3.2. Incorporacao do composto por impregnacdo em solugcgo etandlica

Este método foi utilizado apenas para a incorporacdo do alfa-bisabolol a
membranas de Q-G, nao tendo sido aplicado para a incorporacao nos filmes de PCL.

Amostras de 1 cm x 1 cm previamente armazenadas em dessecador a 22% de
umidade foram utilizadas. A armazenagem em dessecador nessa condigdo de umidade
foi feita a fim de garantir que as amostras tivessem uma quantidade pequena de agua
residual em sua estrutura, assegurando assim a existéncia de espaco disponivel para a
entrada das moléculas do composto a ser incorporado em condicdes nao hidrofilicas.
As amostras foram pesadas para determinacdo de sua massa inicial e incubadas por
1 hora em shaker a 25 °C e 100 rpm em 4 mL de solucdo etandlica contendo ou nao
(branco) o composto a ser incorporado. Foi estabelecido o uso de solugbes de alfa-
bisabolol nas concentracées de 0,075; 1,2, 3,0, e 7,5 mg/mL. Apo6s passado o tempo de
incubacdo, as amostras foram secas a 25 °C por 30 minutos e pesadas para
determinagcédo de sua massa final. A solugédo etandlica remanescente foi colocada em
uma cubeta de quartzo e levada ao espectrofotometro para se fazer a quantificagdo do
composto nela dissolvido pela leitura de sua absorbancia a 208 nm, descontando-se o
valor equivalente de uma amostra de membrana de Q-G exposta somente ao etanol.
Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

3.2.4. Caracterizacao das membranas

A caracterizagdo das membranas foi realizada de acordo com métodos
descritos por Rodrigues et al. (2008), Bueno e Moraes (2011), Veiga e Moraes (2011),
Veiga (2012) e Pires (2013).

39



3.2.4.1. Aspecto das membranas

As membranas foram inspecionadas a olho nu em condi¢do de umidade relativa
de cerca de 50%. Seu aspecto foi registrado através de fotografias digitais (camera
modelo A410, Canon).

3.2.4.2. Avaliagdo da cor e opacidade das membranas

A cor das membranas foi avaliada com um colorimetro Colorquest Il, Hunterlab,
utilizando-se os padrées ClELab. O equipamento possui ldmpada de xenb6nio. Neste
sistema, conforme apresentado na Figura 9, 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. Utilizando-se os parametros L*, a* e b*, pode-se calcular o
angulo Hue, que da a medida da tonalidade, pela Equacéo 2; e o Croma, referente a
intensidade de cor, pela Equagao 3. Calculado o angulo Hue, determina-se a cor da
amostra através do grafico mostrado na Figura 9.

Hue = tan‘l(Z—z) (Equagéo 2)
Croma = [(a*)? + (b*)?]%° (Equacéo 3)

A opacidade € a medida da obstrugcdo da passagem da luz através das
membranas e foi avaliada com o mesmo equipamento, seguindo o método Hunterlab
(Sobral, 1999). Por este método, a opacidade (Y) da amostra é calculada como a
relacdo entre a opacidade do filme colocado sobre o padrédo preto (Yp) e a opacidade

do filme colocado sobre o padrdo branco (Yb) conforme a Equacéo 4.

Y = :—” x 100 (Equacao 4)
b
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Figura 9: Sequéncia Hue e orientagdo do angulo Hue no diagrama CIELab com a
seqlUéncia das nuances de cores (Voss, 1992).

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

A morfologia das membranas foi avaliada através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) em microscopio (LEO 440, Leica). Para isso, amostras de 2 cm x 1 cm
previamente armazenadas em dessecador foram fixadas em um suporte adequado e
metalizadas (Sputter coater Polaron SC 7620, Microtech) através da deposicéo de uma
fina camada de ouro (de espessura 92 A) em suas superficies. Para a avaliacdo da
secao transversal, as amostras foram criofraturadas em nitrogénio liquido antes de sua

metalizagao.

3.2.4.4. Angulo de contato das membranas com dgua

As medidas de angulo de contato das membranas foram feitas com o uso do
equipamento DSA100 (Kriss GmbH, Alemanha) depositando-se uma gota de 10 uL de
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agua sobre a superficie das amostras de membranas de dimensbées 6 cm x 1 cm. No
momento em que a gota atingia a superficie da amostra, fazia-se o registro fotografico,
medindo-se entdo o angulo neste instante. Dez medicbes do angulo foram realizadas
para cada amostra. As medidas foram feitas nas amostras dos polimeros quitosana,

goma guar e policaprolactona isolados, bem como no complexo quitosana-goma guar.

Para obtencdo das amostras de filmes dos polimeros quitosana e goma guar
isolados, 100 mL de solucdes de concentracdao 1% (m/v) de goma guar em agua
deionizada, e de quitosana em acido acético 2% (v/v), foram preparadas e vertidas
separadamente em placas de poliestireno. A solucao 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
solugdo de NaOH 1M por 30 minutos e duas vezes em 200 mL de agua deionizada por
30 minutos. A solugdo de goma guar passou por secagem em estufa a 37 °C por
24 horas e um filme foi formado, no entanto, ndo permaneceu integro apds a etapa de
lavagem com agua deionizada. Logo, optou-se por verter a solucdo de goma guar
diretamente sobre laminas de vidro, a fim de promover a formacao da rede polimérica
apos a secagem sobre esta lamina. Dessa forma, a matriz nado se desfez totalmente na
solucdo de lavagem, sendo possivel a obtencdo de uma camada fina de filme
polimérico sobre a superficie lisa das laminas, que permitiu, entdo, a posterior medida

do angulo de contato.

3.2.4.5. 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 dispbe 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 préximo a borda. Esta célula foi mantida dentro de
outro recipiente de acrilico, de 500 mL, hermeticamente fechado, cujo fundo continha
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uma solucdo saturada de NaCl para manter o ambiente a 75% UR. Na Figura 10 é
mostrado o aparato experimental utilizado na obtencao dos valores de permeabilidade

ao vapor d’agua.

CaCl; —
Granulado U
Solugéao saturada de NaCl

Figura 10: Aparato experimental utilizado no ensaio de determinagao da permeabilidade

e taxa de transmissao de vapor d’agua dos filmes poliméricos.

A variacao de massa da célula com o tempo corresponde a taxa de agua que
permeia pelo filme e que foi usada na equacdo para calcular a PVA (Equacéao 5).
Calculou-se também a taxa de transmissao de vapor d’agua (TTVA), utilizando-se para

tal a Equacao 6:

PVA = _Gud F (Equacéo 5)

e H,0

PVAAP, ,

TTVA = (Equacéo 6)

onde: PVA é o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua [(g.mm/m?.dia.kPa)];
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]; A € a area exposta do
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filme [m?]; APh2o é a diferenca de pressdo parcial de vapor da 4gua no ambiente dos
dois lados do filme [kPa] e F € um fator de correcdo que considera a resisténcia a
difusdo da camada estagnada de ar entre o CaCl; e o filme (McHugh et al., 1993).

3.2.4.6. Capacidade de absorcao e estabilidade em etanol

Para que as amostras possam passar pelo processo de incorporagdao dos
agentes bioativos por impregnacao a partir de solucdes etandlicas, deve-se analisar sua
capacidade de absorver este solvente e de se manter estaveis estruturalmente, sem

perda apreciavel de massa.

Amostras de membranas de dimensdes 6 cm x 1 cm e massa inicial conhecida
(minicial), foram armazenadas em dessecador por 24 horas. As amostras, em ftriplicata,
foram entdo expostas 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 (Mgmiga). A absorcéao
de etanol foi calculada de acordo com a Equagéao 7:

Ai — Muamida=Minicial (Equagéo 7)

Minicial

onde: A; € a massa de etanol absorvida pela amostra, em Qetanol/Jmembrana, Minicial € @
massa da amostra antes da exposicdo ao etanol [g] € Mumida € @ Massa da amostra

apos a exposicao ao etanol [g].

Para a determinacéo da perda de massa das membranas em etanol, como uma
forma de avaliacdo da sua estabilidade neste solvente, amostras de 6 cm x 1 cm, em
triplicata, foram previamente armazenadas em dessecador por 24 horas e entdo
pesadas (Minicial) € posteriormente expostas a 10 mL de etanol por 1 hora ou 24 horas a
25°C. Apds o periodo de exposicdo, cada amostra foi imersa em 20 mL de agua
deionizada por 5 minutos por cinco vezes, para remover as moléculas de
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polissacarideos e os ions apenas fracamente ligados a matriz. Posteriormente os
corpos de prova foram secos por 24 horas a 37°C, mantidos em dessecador com silica
gel por 24 horas e novamente pesados (Msna). A perda de massa foi determinada por
meio da Equacéo 8:

Mp — Minicial”Mfinal x 100 (Equagéo 8)

Minicial

onde: M, é a perda de massa da amostra, dada em porcentagem; Minicia € @ massa da
amostra antes da exposicdo ao etanol [g] e msna € @ massa da amostra apds a
exposicao ao etanol [g].

3.2.4.7. Capacidade de absorcao e estabilidade na presenca de solucbes aquosas

A capacidade de absorcdo de solucdes aquosas foi determinada por meio do
grau de intumescimento paulatino das membranas secas em agua deionizada, fluido
corpéreo simulado (FCS, pH 7,4), soro fetal bovino (pH 7,2), solucdo aquosa de NaCl a
0,9% (m/v) (pH 5,5) e tampao fosfato salino (PBS, sigla em inglés para phosphate
buffered saline). O fluido corpéreo simulado, com composi¢do descrita na Tabela 3, é
empregado com o objetivo de avaliar o comportamento das membranas em uma
solugdo com pH, composicao em sais e osmolalidade préximas a do corpo humano,
enquanto o soro fetal bovino (SFB) € importante porque simula um ambiente mais
complexo e mais proximo ao sangue animal, ja que contém proteinas, fatores de
crescimento, lipidios e agucares, entre outros compostos. A solugdo de NaCl, por sua
vez, é importante por ser usualmente utilizada para a limpeza e hidratagéo das lesoes.

Amostras de 6 cm x 1 cm, com massas iniciais previamente determinadas
(Minicial), foram imersas em 10 mL das referidas solugdes por 24 horas a 37 °C. Passado

este tempo, pressionou-se levemente um papel de filiro sobre cada amostra para
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remover o excesso de solvente. Em seguida, as amostras foram novamente pesadas
em balanca analitica para a determinacdo das massas umidas finais (Mgmiga). A

capacidade de absorcao (A;) de cada solugao foi calculada através da Equacéo 7.

Tabela 3: Composicéao do FCS (Kokubo et al., 1990)

lons Concentracao (mM)

Na* 142,0
K* 5,0
Ca® 25
Mg?* 1,5

CI 148,8
HCOg 4,2
HPO,* 1,0
8042' 0,5

As solugbes aquosas utilizadas para a analise da estabilidade através da
determinacao de perda de massa foram o fluido corp6reo simulado, o soro fetal bovino,
a solucao aquosa de NaCl a 0,9% (m/v) e o tampéao fosfato salino. O procedimento é
analogo ao descrito no item 3.2.4.6 para o etanol. No entanto, neste caso, como se
desejava avaliar a integridade estrutural das membranas a longo prazo em condi¢des
fisiolégicas e ndo a resisténcia do material ao solvente de incorporagcdo do agente

bioativo, as amostras foram expostas as solu¢gbes aquosas por um periodo de 7 dias.

3.2.4.8. Avaliacdo das propriedades mecanicas e da espessura das membranas em
diferentes condi¢cbes de umidade

As propriedades mecanicas referentes a tensdo e ao alongamento na ruptura
das membranas foram analisadas segundo uma adaptacdo da norma D-882 ASTM
(2002). O equipamento (TA.XT2, Stable Micro System) foi montado com uma separagao
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inicial das garras pneumaticas igual a 5 cm e operado com velocidade de afastamento
de 1 cm/s, utilizando-se uma célula de carga de 5,098 kgf. Oito amostras de
membranas de dimensbées 8 cm x 2,5 cm com espessuras pré-determinadas em
micrometro Digimess (média aritmética de cinco medidas em pontos aleatérios), foram
submetidas ao procedimento em cinco condigbes de umidade relativa (UR), sendo
estas 22%, 33%, 52%, 75% e 89% e também na condi¢cdo umida (apds imersas por
15 segundos em agua), a uma temperatura de c.a. 25 °C. As condicées de umidade
determinadas para os ensaios foram atingidas armazenando-se as amostras por no
minimo 48 horas em dessecadores que continham sais capazes de manter a umidade

em cada nivel especifico desejado (Anexo IlI).

A tensdo na ruptura (TR), dada em MPa e o alongamento na ruptura (Al),
medido em porcentagem, foram calculados pelas Equagdes 9 e 10, respectivamente:

TR = M (Equacéao 9)

Al = —-x100 (Equacao 10)

onde: Fr, [N] é a forca méaxima de rompimento , As [mm?] é a area de seccdo transversal
inicial da amostra, d; [mm] é o afastamento inicial das garras do equipamento (5 cm) e

d.[mm] € o afastamento das garras no momento da ruptura.

3.2.4.9. Determinacdo do comportamento por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier

As andlises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR) foram realizadas com o objetivo de verificar possiveis interacbes entre os

polimeros e o composto adicionado. Estas andlises foram feitas para os polimeros
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isolados e as membranas produzidas, bem como para o composto ativo alfa-bisabolol.
Os espectros foram obtidos em um espectrofotdmetro Thermo Scientific (Modelo Nicolet
6700) operando no modo ATR (acessé6rio SMART OMNI-SAMPLER) no intervalo de
675 a 4000 cm™, com resolucdo 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 ou pellet.

3.2.4.10. Avaliacdo da eficiéncia de incorporacéo de alfa-bisabolol adicionado durante a

preparacdo das membranas

No caso de membranas de Q-G contendo alfa-bisabolol, os filmes coletados na
integra diretamente da placa de Petri foram inicialmente pesados para determinagéo de
sua massa inicial (m;). Entdo, amostras de 2 cm x 1,5 cm, em triplicata, foram
recortadas das membranas e também pesados (m,). Estas amostras foram incubadas
em um volume de 5 mL (V) de etanol por amostra por 1 hora a 25 °C para a extracao do
composto incorporado e, ao final deste tempo, a quantificagdo do alfa-bisabolol
presente na solugéo etandlica remanescente foi feita por analise espectrofotométrica no
comprimento de onda de 208 nm. O mesmo procedimento foi realizado para as
amostras que ndo continham o alfa-bisabolol incorporado a sua estrutura (branco), a fim
de se quantificar compostos extrativeis com etanol que ndo fossem o composto em
estudo. A absorbéncia da solucdo etandlica foi convertida a concentracdo (C)
correspondente por meio de uma curva de calibragdo previamente construida, mostrada
no Anexo IV. Com os valores de C e V calculou-se a massa do composto que estava
presente na solugdo ao final do periodo de incubacdo (m¢), sendo esta massa
equivalente a massa de composto incorporado em cada amostra de 2 cm x 1,5 cm,
considerando que todo o composto retido na amostra foi liberado na solucao de etanol
ao longo do periodo de incubacao. Para determinagdo da massa total de alfa-bisabolol

(me;) retida por membrana de 15 cm de didmetro com massa m;, usou-se a Equacao 11.
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miXmg

My = (Equacao 11)

’ mq

A eficiéncia (%) foi finalmente calculada pela Equacgao 12.

Mt

e =—=x100 (Equagao 12)

onde: m¢; € a massa do composto incorporada a membrana e m¢o € a massa inicial de

alfa-bisabolol adicionada a formulacao.

Nas membranas de PCL, a eficiéncia de incorporacao foi calculada de acordo

com a Equacdo 12, sendo a massa de composto incorporada a membrana, mg;,
calculada conforme a Equacao 13.

Mee = Meo— Mepe — Mepp (Equacéao 13)

onde: mgo € a massa inicial de alfa-bisabolol adicionada a formulagéo, m¢ e € a massa
de alfa-bisabolol perdida por evaporagéo e mc, € a massa de alfa-bisabolol perdida por

retencéo na placa de Petri.

Para a obteng&o de mcpe, uma massa conhecida de alfa-bisabolol, determinada
por pesagem em balanga analitica, foi colocada em capela sob as mesmas condi¢es
nas quais eram preparados os filmes. Ao final de 24 horas, a amostra do composto foi
novamente pesada a fim de se verificar se havia perda de massa por evaporagao. Ja
para a determinagcdo de m¢pp, as placas de Petri nas quais os filmes foram preparados
foram lavadas com etanol e entdo determinou-se, por espectrofotometria, a
concentragdo de alfa-bisabolol presente nesta solucdo de lavagem, que foi finalmente

convertida para massa de bisabolol.
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3.24.11. Determinacao da eficiéncia de incorporacdo de alfa-bisabolol impregnado

nas membranas por imersdo em solugdo etandlica

Esta metodologia foi aplicada apenas as membranas constituidas de quitosana
e goma guar. Conforme descrito no item 3.2.3.2, amostras de 1 cm x 1 cm foram
incubadas em 4 mL (V) de solucao etandlica contendo alfa-bisabolol com concentragao
inicial conhecida (Ci). Ap6s completado o tempo de incubacdo de 1 hora, a
quantificacdo do composto presente na solucao etandlica remanescente foi feita por
analise espectrofotométrica no comprimento de onda de 208 nm. O mesmo
procedimento foi realizado para amostras incubadas apenas em etanol (branco), a fim
de se quantificar compostos extrativeis com etanol que ndo fossem o composto em
estudo. A absorbéncia da solugdo remanescente foi convertida a concentracdo (Cy)
utilizando-se a curva de calibracdo mostrada no Anexo |V, anteriormente mencionada.
Com os valores de V, C; e Cs calculou-se a massa do composto presente inicialmente
na solugdo (m¢o) € a massa remanescente na solugdo (m¢). A massa do composto

incorporado a membrana pbde ser calculada pela Equacao 14.

M = Mgy — My (Equacgéao 14)

A eficiéncia de incorporacgéao foi calculada foi obtida por meio da Equagao 12.

3.2.5. Estudo da liberacao do alfa-bisabolol das membranas

Para avaliar a cinética de liberacdo do alfa-bisabolol incorporado, tanto nas
membranas de Q-G como nas de PCL, foram utilizadas amostras dos filmes de 1 cm x
1 cm, em triplicata. No caso das membranas de PCL, os corpos de prova foram

pesados e posicionados em suportes (feitos a partir de telas de nylon) na parte superior

50



de cubetas de quartzo contendo 3,0 mL de tampao PBS sob agitacdo de 100 rpm e
temperatura de 37°C. O meio de liberacao foi trocado quando saturado pelo composto
liberado. Ja para as membranas de Q-G, ensaios preliminares realizados para otimizar
a metodologia de liberacdo mostraram que o volume de 10 mL de PBS como meio de
liberacao seria mais adequado, bem como sua troca em determinados periodos de
tempo, pois assim a concentragdo seria mantida no limite de detecgdo, evitando-se
assim a necessidade de diluicdo para a leitura da absorbancia em espectrofotémetro. A
diluicdo do meio nao seria possivel pois afetaria a continuidade do experimento. A
utilizacao de pontos destrutivos, isto €, o uso de amostras diferentes para cada intervalo
de tempo, permitiria a diluicdo do meio de liberagdo para se fazer a quantificacdo do
composto liberado. No entanto, optou-se por ndo utilizar esta abordagem uma vez que
esta poderia acarretar em desvios padrées muito elevados pelo fato da distribuicdo do
composto incorporado na membrana nao ser totalmente homogénea. Logo, para a
realizacdo do ensaio para as membranas de Q-G, amostras previamente pesadas
foram colocadas em frascos contendo 10 mL de PBS mantidos sob agitagdo de 100 rpm
e temperatura de 37°C.

As cubetas e frascos utilizados foram vedados com parafilme e o ambiente foi
saturado com agua a fim de se minimizar a perda da solugdo de liberagdo por
evaporacao. Periodicamente, o meio de liberacao foi analisado quanto a concentracao
do composto por espectrofotometria a 208 nm. A curva de calibragdo do alfa-bisabolol
em PBS utilizada neste ensaio é mostrada no Anexo V.

3.2.6. 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.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Caracterizacao do alfa-bisabolol

4.1.1. Andlise da composicao por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas

Na Figura 11 é apresentado o cromatograma da amostra de alfa-bisabolol de

origem natural.
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Figura 11: Perfil cromatografico normalizado observado para o composto alfa-bisabolol
de origem natural obtido em equipamento CG/MS (HP6890/ HP5975). Condi¢cbes de
analise: coluna capilar HP5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm); programacao de
temperatura de 60 °C a 240 °C, a uma taxa de 3 °C/min; temperaturas do injetor e
detector ajustadas em 220 °C e 250 °C, respectivamente; gas de arraste (hélio) com
vazao de 1,0 mL/min.
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O alfa-bisabolol foi identificado como o componente majoritario desta amostra,
com 96% de pureza. O tempo de retencéo (t,) obtido para este componente foi de
35,404 minutos, e o indice de retencao (IR) calculado foi de 1690. Estes valores estao
condizentes com os apresentados na literatura para o alfa-bisabolol, que séo t, igual a
36,170 minutos e IR igual a 1685 (Adams, 2007).

Na Figura 12 tem-se o cromatograma da amostra de alfa-bisabolol sintético.
Neste caso, observou-se uma duplicidade dos picos localizados proximos ao tempo de
retencao de 35 minutos, como pode ser melhor visualizado no cromatograma ampliado

apresentado na Figura 13.
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Figura 12: Perfil cromatografico normalizado observado para o composto alfa-bisabolol

sintético obtido em equipamento CG/MS (HP6890/ HP5975). Condi¢cbes de analise:

coluna capilar HP5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um); programagao de temperatura de

60 °C a 240 °C, a uma taxa de 3 °C/min; temperaturas do injetor e detector ajustadas

em 220 °C e 250 °C, respectivamente; gas de arraste (hélio) com vazao de 1,0 mL/min.
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Figura 13: Ampliacdo do cromatograma da amostra de alfa-bisabolol sintético. Em
destaque a duplicidade dos picos. Condicoes de andlise: coluna capilar HP5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um); programacao de temperatura de 60 °C a 240 °C, a uma taxa de
3 °C/min; temperaturas do injetor e detector ajustadas em 220 °C e 250 °C,

respectivamente; gas de arraste (hélio) com vazao de 1,0 mL/min.

A duplicidade dos picos indica a presengca de diasteroisbmeros, no caso
provavelmente as formas alfa-(-)-bisabolol e alfa-(+)-bisabolol. O fato de que os picos
apresentaram intensidades praticamente iguais sugere que ambos estao presentes na
mesma proporc¢ao. A analise revelou que esta mistura compreende 97% da composicao
da amostra. O tempo de retencdo para o componente alfa-bisabolol nesta amostra foi
de 35,380 minutos e o valor do indice de retencao calculado foi de 1691, dados também

condizentes com os apresentados na literatura.

A Figura 14 mostra o fragmentograma da amostra de alfa-bisabolol sintético
para o tempo de retencdo de 35,380 minutos. Este fragmentograma foi comparado ao
fragmentograma de referéncia do alfa-bisabolol, apresentado na Figura 15, observando-
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se uma correspondéncia entre os picos. No entanto, segundo Foglio (1996), a
identificacdo de um composto sesquiterpénico, como o alfa-bisabolol, somente por seu
fragmentograma nao é suficiente para sua caracterizagdo, pois os padrées de
fragmentagao de varios sesquiterpernos sao similares, sem diferencas significativas nas
suas abundancias relativas. Faz-se necessaria entdo a comparacao também do indice
de retencdo calculado com aquele apresentado na literatura. Logo, dada a
correspondéncia dos picos e a equivaléncia dos indices de retencao anteriormente
citado, foi possivel concluir que o componente em questao corresponde, de fato, ao

alfa-bisabolol.
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Figura 14: Fragmentograma da amostra de alfa-bisabolol sintético no tempo retencao
(t)=35,380 minutos. O eixo m/z representa a razdo massa/carga dos ions que sao

separados pela interacdo do campo elétrico aplicado sobre a amostra e posteriormente

detectados pelo detector de massas.
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Figura 15: Fragmentograma de referéncia do alfa-bisabolol. O eixo m/z representa a
razao massa/carga dos ions que sao separados pela interacdo do campo elétrico
aplicado sobre a amostra e posteriormente detectados pelo detector de massas. Fonte:
Adams, 2007.

4.1.2. Avaliacao da atividade antioxidante

A avaliagcdo da capacidade antioxidante € importante porque compostos que
possuem esta propriedade podem atuar também como agentes anti-inflamatérios, uma
vez que uma das respostas inflamatérias é a formacao de radicais livres no local da
lesdo. Tais radicais, quando em excesso, podem danificar células e tecidos por meio de
degradacao oxidativa dos componentes celulares essenciais, com a formacao de

substancias téxicas (Miguel, 2010).

O uso de mais de uma metodologia para a avaliagdo da capacidade
antioxidante é necessario, ja que cada uma delas pode apresentar vantagens e
desvantagens quanto a alguns de seus aspectos, e assim uma metodologia pode
compensar as limitagbes da outra. O ABTS®", por exemplo, apresenta baixa
seletividade do radical na reagdo com compostos doadores de hidrogénio, mas pela
metodologia do ABTS®** pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica
e lipofilica. O DPPH?®, por outro lado, s6 pode ser dissolvido em solventes organicos
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(Daroncho, 2012), mas é capaz de detectar atividades antioxidantes muito baixas
(Miguel, 2010).

Os resultados da avaliacao da capacidade antioxidante do alfa-bisabolol, tanto
de origem natural como sintética, sdo mostrados a seguir. As curvas de calibragdo para
o Trolox® com o radical ABTS®* e com o DPPH® mostraram adequada linearidade dos
dados na faixa estudada (Figuras 16 e 17). Para uma mesma concentragdo de Trolox®,
obteve-se uma menor porcentagem de reducao da absorbancia para o método do
ABTS®". Isso pode ser atribuido a sua baixa seletividade aos doadores de hidrogénio.

As curvas de calibracdo da reacao do alfa-bisabolol natural e do alfa-bisabolol
sintético com o radical ABTS®* sdo mostradas nas Figuras 18 e 19, enquanto as curvas
tipicas de calibragdo da reacdo do alfa-bisabolol natural e do alfa-bisabolol sintético
com o radical DPPH® sdo mostradas nas Figuras 20 e 21. Os valores correspondentes
calculados para a capacidade antioxidante equivalente & do Trolox® (CAET) séo

mostrados na Tabela 4.
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Figura 16: Curva de calibragdo obtida para o padrio Trolox® pela metodologia
empregada para a determinagdo da atividade antioxidante através da redugédo do
radical ABTS®".
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Figura 17: Curva de calibragdo obtida para o padrdo Trolox® pela metodologia
empregada para a determinacdo da atividade antioxidante através da reducdo do
radical DPPH®.
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Figura 18: Curva de calibragcdo obtida para o alfa-bisabolol de origem natural pela
metodologia empregada para a determinagdo da atividade antioxidante através da
reducéo do radical ABTS®".
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Figura 19: Curva de calibragdo obtida para o alfa-bisabolol de origem sintética pela
metodologia empregada para a determinacdo da atividade antioxidante através da
reducao do radical ABTS®".

(%) (o)) ~ o)
o o o o
I I I

Redugdo (%)
D
o

30
20 y = 3,5106x
R%=0,9945
10 -
0 T T T T
0 5 10 15 20 25

Massa de alfa-bisabolol natural (mg)

Figura 20: Curva de calibragcdo obtida para o alfa-bisabolol de origem natural pela

metodologia empregada para a determinacdo da atividade antioxidante através da
reducao do radical DPPH".
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Figura 21: Curva de calibragdo obtida para o alfa-bisabolol de origem sintética pela
metodologia empregada para a determinacdo da atividade antioxidante através da
reducdo do radical DPPH".

Tabela 4: Valores da capacidade antioxidante equivalente a do Trolox® (CAET) para o

alfa-bisabolol de origem natural e de origem sintética segundo as duas metodologias

utilizadas.
Método . CAET (mM/gaIfa-bi-sabolol) _
Alfa-bisabolol natural Alfa-bisabolol sintético
ABTS** 0,484 + 0,007 0,109 £ 0,005
DPPH* 0,729 + 0,044 0,071 £ 0,007

A quantidade necessaria de antioxidante para reduzir em 50% a concentragéo
inicial do radical na reagao é representada pelo coeficiente ECsg. A fim de determinar o
ECso do alfa-bisabolol de origem natural e de origem sintética pelo método do DPPH®,
foram determinadas as porcentagens do radical remanescente nas rea¢oes para varias
concentragbes desse composto (Figuras 22 e 23). Para isso, foi necessaria a obtencéao
prévia da curva de calibragcdo da absorbancia do radical DPPH® em funcdo de sua
concentragao.

60



O
o

D N
o O O
1 1 1

Remanescente de DPPH"* (%)
Ul
o

40 -
30 - y =-2167,6x + 100
R?=0,9954
20 -
10 -
0 T T T T T T

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035
Concentracdo de alfa-bisabolol natural (g/mL)

Figura 22: Curva de calibragdo obtida para a quantidade remanescente do radical

DPPH® e a concentragdo de alfa-bisabolol natural na reacéao.
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Figura 23: Curva de calibracdo obtida para a quantidade remanescente do radical
DPPH?®* e a concentragdo de alfa-bisabolol sintético na reagao.

Dessa forma, o valor obtido para o coeficiente de eficiéncia ECsy para o alfa-
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bisabolol de origem natural foi de 0,023 g/mL enquanto que para o alfa-bisabolol de
origem sintética este valor foi de 0,251 g/mL. Estes resultados sao expressos em massa
de alfa-bisabolol por volume de solucdo de alfa-bisabolol e DPPH®.

Observa-se que, por ambas as metodologias utilizadas, os valores calculados
de CAET foram maiores para o alfa-bisabolol de origem natural, ou seja, cada grama do
alfa-bisabolol natural utilizado corresponde ao uso de uma quantidade equivalente
maior de Trolox®, indicando assim uma capacidade antioxidante superior para o
composto natural. Quanto ao valor de ECs, o valor obtido foi menor para o alfa-
bisabolol de origem natural, indicando também maior atividade antioxidante para este
composto em relacdo ao composto de origem sintética, uma vez que € necessaria uma
menor quantidade para reduzir em 50% a concentragao inicial do radical DPPH®.

Pode-se atribuir estes resultados ao fato de que o alfa-bisabolol natural é
composto majoritariamente pelo isémero alfa-(-)-bisabolol, com pureza de 96%, como
mostrado anteriormente, sendo este isémero relatado na literatura como o principal
responsavel pelas atividades biolégicas do composto, incluindo sua atividade
antioxidante. Ja o alfa-bisabolol de origem sintética é constituido de uma mistura de
alfa-(x)-bisabolol e também de impurezas. Sendo assim, era esperado que este

composto apresentasse menor nivel de atividade antioxidante.

Embora a atividade antioxidante do alfa-bisabolol natural tenha se mostrado
maior que a do sintético, pode-se dizer que ainda é considerada baixa, levando em
conta que valores de ECsy apresentados na literatura para compostos antioxidantes
comuns sao bem inferiores. O &cido galico € um exemplo destes compostos, sendo um
flavondide presente em um grande numero de vegetais e utilizado na industria de
alimentos como agente antioxidante. Para fins de comparacéo, cita-se aqui o trabalho
de Tavares (2011), que obteve os valores de ECsy para o acido gélico e para o extrato
de eucalipto obtido por hidrodestilagdo, também pelo método do DPPH’, de 65 mg/L e
27.100 mg/L, respectivamente. Nota-se que o valor ECsy calculado para alfa-bisabolol
natural, 23.000 mg/L, é da mesma ordem de grandeza que o do extrato de eucalipto.

Justo et al. (2008) obtiveram extratos de alecrim e gengibre por extragdo com
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CO:; supercritico e avaliaram a capacidade antioxidante equivalente & do Trolox® para
ambos os extratos. Quando utilizado o método do ABTS™, a CAET foi igual a 200 e 350
mM/g para o extrato de alecrim e o0 de gengibre, respectivamente, enquanto que para o
método do DPPH’, estes valores foram de 80 mM/g para o extrato de alecrim e 145
mM/g para o extrato de gengibre. Ja4 Egydio (2009) utilizou o método do DPPH" para
avaliar a atividade antioxidante de licopeno extraido com CO. supercritico, obtendo
CAET na faixa de 4 a 12 mM/g, dependendo da temperatura e pressdo de extracao,
sendo que quanto menor a temperatura utilizada na extracdo e quanto maior a pressao
para uma mesma temperatura, maior a capacidade antioxidante dos extratos. Nota-se
que, nestes trabalhos, a atividade antioxidante dos extratos estudados se apresentou
consideravelmente maior que a do alfa-bisabolol, tanto natural como sintético, obtida no
presente trabalho, cujos valores ficaram na faixa de 0,070 a 0,730 mM/qg.

Nao foram localizados dados na literatura a respeito da CAET ou do ECsy do
alfa-bisabolol. Ha uma dificuldade para se encontrar dados aos quais se possa
comparar os resultados obtidos neste estudo devido a grande variabilidade dos
métodos e padrdes de referéncia utilizados nos diversos trabalhos da literatura.

A baixa atividade antioxidante obtida para o alfa-bisabolol natural se deve,
provavelmente, ao seu modo de obtengdo a partir da extragdo do tronco da arvore
Candeia por hidrodestilagdo ou destilagcdo por arraste a vapor. Neste processo, a
separacgdo de constituintes mais volateis imisciveis em agua é feita a uma temperatura

elevada, o que pode ocasionar a perda de sua atividade bioldgica.

4.2.Caracterizacao das membranas

4.2.1. Aspecto visual, cor e opacidade das membranas

Na Figura 24 é mostrado o aspecto visual registrado por camera fotografica das

membranas de quitosana e goma-guar e de policaprolactona isentas de alfa-bisabolol.
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Figura 24: Aspecto visual das membranas de (a) quitosana e goma guar e (b)
policaprolactona.

As membranas de Q-G foram produzidas de acordo com o procedimento
utilizado por Veiga (2012) e tém aspecto semelhante ao observado nas membranas
obtidas pela autora. No entanto, aparentam ter uma superficie menos rugosa que a
relatada por Veiga (2012), o que pode ser decorrente de uma desaeragao ou mesmo

secagem mais eficientes.

Quanto as membranas de PCL, varios procedimentos foram testados para sua
obtengéo, conforme mencionado no capitulo anterior. Na Tabela 5 sdo sumarizados os
resultados alcangados pelo uso destes procedimentos quanto ao aspecto dos filmes
obtidos.

Para a PCL de menor massa molar, obteve-se filmes integros somente quando
utilizado o solvente cloroférmio, no entanto, estes filmes mostravam-se finos e frageis
com o manuseio, além de apresentarem manchas, com regides de maior opacidade. As
manchas observadas se devem, provavelmente, ao acumulo de material nessa regiéo,
decorrente da dificuldade de homogeneizacdo da solugdo apos seu depdsito na placa
de Petri. Tendo em vista este resultado, para a PCL de maior massa molar optou-se por

testar apenas o solvente cloroférmio.
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Tabela 5: Aspecto de membranas de PCL preparadas em placas de vidro de 9 cm de
diametro de acordo com diferentes procedimentos experimentais adaptados de Tornello
et al. (2012), Lin e Lu (2002), Luong-Van et al. (2006), Ng et al. (2007) e Peina et al.

(2006).
Massa Tipo de Concentracao | Volume de Aspecto do
molar da solvente da solucao de | solucao por material
PCL (kDa) utilizado PCL (% m/v) placa (mL) obtido
0,5 15
i R ———
10,0 60
. 0,5 15 , , :
Diclorometano 100 30 Filme sem integridade
10.0 60 estrutural, opaco
Diclorometano/ 0.5 15
Metanol (1:1) 10,0 30
' 10,0 60

Filme integro, translucido,
60 0,5 15 mas com regides opacas,
fino e fragil com o manuseio

Filme sem integridade

0,5 30
estrutural, levemente opaco
Cloroférmi 1,0 15
oroférmio 1.0 30
3,0 15 Filme sem integridade
3,0 30 estrutural, opaco
5,0 15
5,0 30
10,0 30
05 15 Filme integro,.:[ransll]cido,
’ mas com regibes opacas
0,5 20 Filme integro, opaco
0.5 30 Filme sem integridade
estrutural, opaco
Filme integro, translicido,
L 1,0 15 »
80 Cloroférmio mas com regides opacas
1,0 20 Filme sem integridade
1,0 30 estrutural, opaco
2,0 20
2,0 30 Filme integro, levemente
3,0 20 opaco
3,0 30
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Os procedimentos que forneceram os melhores resultados em termos de
aparéncia e integridade das membranas produzidas foram aqueles em que se utilizou a
PCL de massa molar 80 kDa, em concentragées de 2% e 3% e com o0 uso de 20 mL e
30 mL do solvente cloroformio. No entanto, foi escolhida a formulagdo de PCL 2% em
20 mL de cloroférmio devido a menor quantidade de material utilizada em sua
obtencdo. Pela Figura 24, observa-se que as membranas produzidas aparentemente
possuem uma superficie lisa, e seu aspecto é semelhante aquele das membranas

obtidas por Khatiwala et al. (2008), que também utilizaram cloroférmio como solvente.

Na Tabela 6 se encontram-se os valores dos parametros relativos a cor e
opacidade dos filmes obtidos neste trabalho. Conforme é possivel observar também a
olho nu, a membrana de PCL apresenta maior opacidade que a de Q-G. Os valores de
Hue, que fornecem a cor das amostras de acordo com a escala de cores anteriormente
apresentada, revelam que os filmes de Q-G sao amarelo-esverdeados, enquanto os de
PCL se mostram mais verde-amarelados. No entanto, os valores obtidos para o
parametro Croma indicam que a intensidade dessas cores é muito baixa. Os resultados
obtidos neste trabalho para a cor e opacidade dos filmes de Q-G diferem daqueles
apresentados no trabalho de Rao et al. (2010), que obtiveram membranas de quitosana
e goma guar com menor opacidade (15,91 0,52%) e de cor verde-amarelada de maior
intensidade (Hue= -57,76 e Croma = 6,79). Essa diferenca de aspecto pode ser
resultante do diferente método de preparo das membranas utilizado pelos autores, que
nao incluia a etapa de neutralizagdo. No presente trabalho, foi justamente nesta etapa
que se observou uma alteracdo da cor das membranas de Q-G para um tom
visivelmente amarelado. J4 a diferenca de opacidade pode estar relacionada ao fato de
que as membranas obtidas pelos autores apresentavam menor espessura (35 ym) que
a apresentada neste trabalho (cerca de 90 pym), conforme sera mostrado mais adiante
(item 4.2.5). Uma maior espessura do filme implica em uma dificuldade da luz em

atravessa-lo, ja que a quantidade de material ali presente é maior.

No caso dos filmes de PCL, ndo foram encontrados relatos na literatura a
respeito dos parametros de cor e opacidade.
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Tabela 6: Parametros relativos a cor e opacidade das amostras de quitosana e goma-

guar e de policaprolactona.

Amostra Opacidade (%) Hue Croma
Q-G 2483 +0,492 -83,12+0,43% 1,34 +0,012
PCL 75,00 +2,17° -71,98 +0,54° 1,90 +0,02°

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

4.2.2. Morfologia da superficie e da secao transversal

As micrografias obtidas para as amostras de Q-G e PCL sdo mostradas nas
Figuras 25 e 26, respectivamente.

Analisando as imagens obtidas para a formulagcdo de Q-G, pode-se observar
que os filmes obtidos possuem em sua superficie algumas irregularidades, porém nao
sdo considerados necessariamente como rugosos. Ja as membranas de PCL
apresentam pequenas saliéncias na forma de bolhas na superficie, o que também pode
ser observado nos filmes de PCL obtidos com o solvente cloroférmio mostrados no
trabalho de Tang et al. (2004). Tais saliéncias podem ter sido resultantes da rapida
evaporacao do solvente na superficie do filme, que possivelmente ocasionou a
formacdo de uma pelicula capaz de reter o solvente em evaporagdo proveniente da
solucéo polimérica viscosa, tornando sua difusdo para fora da matriz mais lenta. Dessa
maneira, o solvente se acumula na camada subjacente a pelicula formando a bolha, até
0o ponto em que comeca a se difundir para o ambiente. As micrografias da secgéo
transversal revelam a formagao de multiplas lamelas na formulagdo de PCL, o que néao
ocorre nos filmes de Q-G, que apresentam estrutura densa e continua. Veiga (2012)
também observou tal perfil nas amostras de Q-G que obteve em seu trabalho. Nao foi
possivel observar a formagdo de poros em nenhuma das amostras analisadas nas

escalas de tamanho empregadas.
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Figura 25: Superficie (A) e secao transversal (B) da membrana de quitosana e goma
guar.

Figura 26: Superficie (A) e secao transversal (B) da membrana de policaprolactona.

4.2.3. Angulo de contato com dgua

A medida do angulo de contato das membranas é uma forma de avaliar seu
carater de hidrofilicidade. Esta medida é importante no &mbito da obtencao de curativos
pois permite avaliar o comportamento dos dispositivos, no que se refere a sua
molhabilidade, em um contato superficial com um fluido que, na situagdo de uso, por
exemplo, seria o exsudato liberado pela les&o.

Destaca-se que, ao se fazer as medidas de angulo de contato, é importante que
a superficie da amostra se apresente o mais lisa possivel, j& que uma supeficie

ondulada pode comprometer a qualidade das medidas. Além disso, deve-se fazer a
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medida do angulo assim que goticula de agua depositada atinge a superficie da
amostra, para evitar que a medida seja feita ap6s parte da agua ja ter sido absorvida.
Portanto, deve-se fazer o registro fotografico do momento em que o equipamento

deposita a gota e realizar o calculo do angulo com base nesta imagem.

Na Tabela 7 sao apresentados os valores obtidos para os filmes de quitosana,
goma guar, quitosana-goma guar e policaprolactona, e na Figura 27 sao mostrados os

aspectos das gotas depositadas sobre a superficie dos filmes.

O angulo de contato obtido neste trabalho para a quitosana foi préximo daquele
reportado no trabalho de Fernandes (2009), que afirmou que a hidrofilicidade deste
filme se deve a presenca de grupos amino protonados em sua estrutura. Logo, quando
estes grupos interagem com outras espécies, ou seja, quando nao estdo mais
disponiveis para interagir com a agua, pode-se supor que a molhabilidade da superficie
desses filmes tenderia a diminuir. Nota-se na Tabela 7, no entanto, que praticamente
nao ha alteracdo do angulo de contato do filme de quitosana-goma guar em relacao
aqueles obtidos para os filmes dos polimeros isolados. Isto indica que possivelmente
ocorre a interpenetracdo das cadeias da quitosana e da goma guar para a formacao da
rede, e 0 complexo resultante mantém as caracteristicas de molhabilidade da superficie

dos polimeros de partida.

Tabela 7: Angulo de contato com agua apresentado pelas membranas de quitosana,

goma guar, quitosana-goma guar e policaprolactona.

Amostra Angulo de contato (graus)
Quitosana 71,7 £3,2°
Goma guar 70,8 +4,9°
Quitosana - Goma guar 70,8 £5,12
PCL 68,3 + 4,6°

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa
entre os valores médios (Teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 27: Aspecto tipico das gotas depositadas sobre a superficie dos filmes de (a)
quitosana, (b) goma guar, (c) quitosana-goma guar e (d) policaprolactona.

Nao houve diferenca significativa entre os valores obtidos para as quatro
formulacOes avaliadas. Pode-se dizer que, por apresentarem angulo de contato préximo
de 70 graus, todas as formulacées possuem uma superficie pouco hidrofilica. No
entanto, sendo a PCL um polimero hidrofébico, esperava-se que os filmes obtidos a
partir desse composto apresentassem uma superficie com caracteristica menos
hidrofilica que a dos filmes de quitosana-goma guar. O comportamento observado pode
ser entao resultante da cadeia levemente ramificada da goma guar que, em um primeiro
momento, dificultaria a entrada de agua das moléculas na matriz, conferindo ao filme
uma superficie comparavel a do filme de PCL. Yeh et al. (2011) obtiveram um valor de
angulo de contato com agua para PCL de massa molar de 80 kDa similar ao obtido
neste trabalho, igual a 71,1+ 0,8 graus.

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

A medida da permeabilidade ao vapor d’agua de um filme utilizado no
recobrimento de lesdes de pele é importante pois € preciso garantir que ele propicie um
ambiente favoravel ao processo de cura do ferimento, no sentido de manter uma
umidade adequada no local. Logo, um curativo deve remover o excesso de exsudato
proveniente da lesdo e permitir a troca gasosa, favorecendo a obtencdo de um
microambiente Umido, livre de infecgbes. Nesta situacdo tem-se a presenca de
proteinas e citocinas que favorecem o debridamento autolitico, a angiogénese, a

formacgéo do tecido de granulacao e a migragao de queratinécitos (Boateng et al., 2008;
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Broussard e Powers, 2013). E importante que os filmes sejam adequados ao tipo de
lesdo a que sao aplicados, sendo que ferimentos muito exsudativos requerem o uso de
filmes com elevada permeabilidade ao vapor d’agua, ao passo que ferimentos com
baixa quantidade de exsudato podem ser tratados com dispositivos que apresentem
menor permeabilidade. Dessa forma, evita-se 0 acumulo excessivo de exsudato na
lesdo, que pode ocasionar infeccoes e acarretar em atraso do processo de cura (Weller
e Sussman, 2006; Ovington, 2007; Abdelrahman e Newton, 2011).

A permeacdo de vapor d’agua através de um filme polimérico ocorre
inicialmente pela absorcdo do exsudato proveniente do ferimento, que é entao
incorporado a matriz, ocupando todos o0s espacos disponiveis. Em seguida as
moléculas de agua passam a se difundir através da estrutura, até que finalmente parte
delas é perdida para o ambiente por evaporacdo (Boateng et al., 2008; Dias et al.,
2011).

Os resultados de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) e taxa de transmissao
de vapor d’agua (TTVA) obtidos para os filmes de Q-G e PCL sdao mostrados na
Tabela 8.

Pode-se observar que nado houve diferenca significativa entre os valores de
PVA e TTVA obtidos para ambas as formulagbes. Rao et al. (2010) obtiveram valores
superiores para a taxa de transmissao de vapor d’agua de membranas de Q-G, sendo
eles em torno de 4000 g/m?.dia, porém estes foram obtidos a 37 °C, diferentemente da
temperatura utilizada neste trabalho, de 32 °C, considerada mais proxima a temperatura
da pele. Ja Veiga (2012) obteve para essa mesma formulagdo um valor superior, de
1217 g/m®.dia, também a 32 °C, mas utilizando um dispositivo de medida diferente do
aqui empregado. Htay et al. (2004) apresentaram em seu trabalho membranas de PCL
com TTVA de 732 g/mPdia (a 32 °C), valor muito préximo daquele obtido neste
trabalho. O alto valor de desvio padrdo, observado especialmente para a TTVA dos
flmes de PCL, pode estar relacionado a variabilidade de espessura das amostras
utilizadas nos ensaios, uma vez que esta propriedade afeta consideravelmente os

calculos relativos a esta analise.
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De acordo com Lamke et al. (1977), as taxas de transmissdo de vapor d’agua
apresentadas pela pele normal e a pele lesada, com queimaduras de 1¢, 2° e 3° graus,
sdo de respectivamente 204, 278, 4274 e 3436 g/m°.dia. Dessa forma, é possivel
afirmar que as membranas obtidas neste trabalho possuem relativamente baixa TTVA
e, por apresentarem também baixa absorcao de solugdbes aquosas, conforme discutido
mais adiante, seriam adequadas apenas para aplicacdo em lesdes pouco exsudativas

ou ferimentos com cicatrizagao relativamente avangada.

Tabela 8: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) e taxa de transmissdao de vapor
d’agua (TTVA) obtidos para as membranas de quitosana-goma guar (Q-G) e de
policaprolactona (PCL).

Formulagdio PVA (g.mm/m’dia.kPa) TTVA (g/m%dia)
Q-G 20,80 + 4,112 587,59 + 7,942
PCL 17,51 +3,18? 679,64 +72,77°

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

4.2.5. Propriedades mecanicas e espessura em diferentes condicoées de umidade

A analise das propriedades mecanicas das membranas é importante porque
elas devem possuir as caracteristicas adequadas ao uso como curativos. Isto significa
que devem ser alongaveis o suficiente para se acomodar no local do ferimento e
ajustar-se ao movimento da pele na regido de aplicacdo, inclusive em regides que
exigem mais desta propriedade, como as articulagdes (cotovelos e joelhos). Além disso,
devem ser duraveis e resistentes para enfrentar as situacbes de armazenamento e
também do préprio uso (Boateng et al., 2008). Essas situagdes envolvem ambientes de
umidade variada, nos quais as propriedades mecanicas destes materiais podem

também sofrer variacao.

Uma situacdo comum de uso é o ambiente hospitalar. Neste, segundo
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resolugcao da Anvisa (2003), a umidade relativa deve ser mantida entre 40 e 60%. No
entanto, ao longo de sua vida util, as membranas podem ser expostas a umidades
relativas compreendidas além desta faixa, seja no seu processamento,
armazenamento, ou no uso. Logo, existe a necessidade de se avaliar as propriedades
mecanicas das membranas em uma ampla faixa de umidades. Levando em conta que,
principalmente nos estagios iniciais de recuperacdo, as lesbes costumam liberar
grandes quantidades de exsudato, é interessante também fazer a anadlise destas
propriedades com as membranas Umidas, isto €, apds imergi-las em agua por alguns

segundos, simulando assim sua resposta mecénica a esta condicao.

Os resultados dos testes de resisténcia mecanica e de espessura das
membranas de Q-G em diferentes condigcbes de umidade relativa sdo mostrados na
Tabela 9.

Tabela 9: Dados de espessura e propriedades mecanicas das membranas de quitosana

e goma guar em diferentes umidades relativas.

Umidade Espessura Tensao na Alongamento
relativa (%) (um) ruptura (MPa) na ruptura (%)
22 92 + 112 27,72 + 4,502 3,82 + 0,66

33 84 + 123 28,55 + 5,112 3,33 +£0,812

52 93 + 78 24,03 + 3,46° 3,12 +0,53%

75 74 £13°°9 | 2299 + 5,442 3,31 +1,50°

89 57 + 15° 14,63 + 5,38° 10,44 + 4,93
Umida 90 + 92¢ 1,93 +0,41° 43,61 + 6,66°

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

N&o se observou 0 aumento esperado da espessura das membranas de Q-G
com a elevacdo da umidade. Isso ocorreu possivelmente devido a dois fatores: o
primeiro € a baixa uniformidade de espessura das membranas em decorréncia de
distribuicdo ndo homogénea da mistura polimérica sobre a superficie das placas de
Petri usadas para moldar os filmes, acarretando na formacdo de membranas de
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espessura muito variavel, o que certamente interfere nos testes de comparacéao
estatistica. Além disso, no momento de se fazer a medida da espessura das amostras
mais umidas ha uma grande dificuldade, tendo em vista que elas sao facilmente
comprimidas pelo aparelho de medigdo, “deslocando” a agua que estaria contida
naquela regido que estd sendo medida e fornecendo valores de espessura menores

que os reais.

Ma et al. (2001) afirmaram que os dispositivos usados como substitutos de pele
devem possuir espessura muito menor que a da derme, sendo esta de
aproximadamente 500 a 3000 um. As espessuras das membranas de Q-G sao, de fato,
muito menores que 500 uym em toda a faixa de umidades relativas estudada, e,
portanto, se adequam a este critério.

Os valores de tensao na ruptura (TR) e alongamento na ruptura sdo préximos
dos valores obtidos por Veiga (2012) a uma umidade relativa de c.a. 40% para a
membrana de Q-G. Em seu trabalho, a autora obteve os valores de 23,84 MPa e 3,33%
para a tensdo na ruptura e alongamento na ruptura, respectivamente, e afirmou que a

estrutura densa da membrana de Q-G pode ter influéncia sobre estes valores.

Por apresentar pequenas ramificacbes na cadeia, as membranas de Q-G
podem ter sua resisténcia mecanica reduzida em relacdo a materiais compostos por
polimeros de cadeia linear, j@ que a presenca destas ramificagbes causa um
impedimento estérico que dificulta a aproximacao das cadeias poliméricas, acarretando
no enfraquecimento das forgas moleculares que as mantém unidas. Essas ramificagdes
participam também do aprisionamento de agua na estrutura do material observado em

maiores umidades.

Observa-se que tanto os valores de TR como os de alongamento na ruptura
ndo apresentaram diferencga significativa entre si em umidades de 22 a 75% para a
formulacdo Q-G. Ja a alteragdo da umidade de 75% para 89% resultou em queda na
TR e aumento no alongamento apreciaveis, indicando que neste patamar de umidade a
quantidade de moléculas de agua que penetra na estrutura da membrana ja é capaz de

influenciar a organizacdo de sua matriz polimérica. No caso de as membranas estarem
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completamente Umidas, verificou-se uma grande reducdo da TR e aumento no
alongamento, sugerindo que as moléculas de agua penetraram completamente na
estrutura das membranas, atuando como um plastificante e desordenando as cadeias
poliméricas. Comportamento similar foi observado por Rodrigues (2008) para

membranas constituidas de quitosana e alginato.

Os valores de tensao na ruptura da pele humana variam entre 5 e 30 MPa,
dependendo da regido do corpo e da idade do individuo (Edwards e Marks, 1995). Com
excecao do material umido, que apresenta TR de aproximadamente 2 MPa, todos os
valores medidos para as membranas de Q-G estdo compreendidos dentro desta faixa,
indicando compatibilidade mecanica destas com a pele. Em contrapartida, o filme umido
€ mais alongéavel, o que seria mais adequado para a adaptagao a pele.

Quanto as membranas de policaprolactona, optou-se por fazer as andlises de
espessura e propriedades mecanicas apenas na umidade de 52%, tendo em vista que
a absorcao de agua por estas membranas é praticamente nula e, portanto, nao teria
efeito significativo sobre estas propriedades. A espessura obtida para as membranas de
PCL foi de 44 £ 3 um, valor este menor que o obtido para membranas de Q-G na
mesma condicdo de umidade relativa e também considerado adequado para a

aplicagéo desejada.

No ensaio de propriedades mecanicas nao foi possivel calcular os valores de
tensdo e alongamento na ruptura para os filmes de PCL, pois o afastamento maximo
atingido pelas garras do equipamento nao foi suficiente para romper estes filmes. O
teste de resisténcia mecanica dos filmes de PCL foi realizado no mesmo equipamento e
sob as mesmas condi¢des experimentais a que foram submetidos os filmes de Q-G
para fins de comparacdo. A amostra do filme de PCL se mostrou bastante alongavel e,
por ndo sofrer ruptura durante a analise, ndo permitiu a obtencdo de dados para se
fazer a analise comparativa entre as duas formulagdes. O filme de PCL submetido ao
ensaio mecanico é mostrado na Figura 28. Gaudio et al. (2011) obtiveram os valores de
5+ 1 MPa para a tensdo na ruptura e 310 + 90 % para o alongamento na ruptura para
filmes de PCL, utilizando uma célula de carga de 10,2 kgf. Este alto valor de
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alongamento seria vantajoso considerando a adaptabilidade do filme aos movimentos
da regido do corpo do paciente a qual seria aplicado. Ja a tensao na ruptura estaria no
limite inferior do considerado adequado para o uso do filme como curativo.

JJ.'iI!Ji%i!I.lEJ 0 L e o T E T
01 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 28: Filme de policaprolactona submetido ao teste de resisténcia mecanica.

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

A medida da capacidade maxima de absorcdo e perda de massa das
membranas em diferentes solugcdes aquosas é realizada com o intuito de se verificar o
comportamento dos filmes obtidos, tanto em relacdo ao seu desempenho na remocgao
de fluidos quanto a sua estabilidade nos mesmos, em condigdes que podem simular o
ambiente fisiolégico ou em situacdes as quais os filmes sdo expostos quando ha

necessidade de limpeza do ferimento.

Na Tabela 10 encontram-se os valores obtidos para a absor¢cdo e perda de
massa das membranas de Q-G e PCL em diferentes solugdes aquosas. E possivel
observar que as membranas de quitosana-goma guar apresentaram baixa absorcao,
em torno de 2,5 g/g, para todas as solugdes as quais foram expostas. O mesmo
comportamento foi obtido no trabalho de Veiga (2012), que atribuiu este resultado a
estrutura densa dessas membranas, que dificultaria a penetragcdo das solugbes na
matriz. Além disso, a autora mencionou que a etapa de neutralizagdo durante o
processamento dos filmes ocasiona a redugéo da carga interna da matriz, o que diminui
a forca motriz para entrada de dgua em sua estrutura para se atingir o equilibrio
osmotico. Analisando-se os dados para a perda de massa, nota-se que no meio SFB
houve completa desintegracdo da membrana, o que se deve a presenca de proteinas
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neste meio, inclusive enzimas, que provavelmente ocasionam o enfraquecimento e,
neste caso, o rompimento de ligacbes de hidrogénio ou interacoes de natureza
hidrofébica existentes entre os polimeros que constituem a matriz (Veiga, 2012). Nos
demais fluidos estudados, a perda de massa apresentada pelas membranas de Q-G foi
baixa.

Tabela 10: Capacidade de absor¢ao (24 h a 37 °C) e perda de massa (7 dias a 37 °C)
para as membranas de quitosana-goma guar (Q-G) e de policaprolactona (PCL) em
solucdes aquosas.

Solucs Capacidade de absorcao (g/g) Perda de massa (%)
olucao
¢ Q-G PCL Q-G PCL
Agua 291 +0,54 0,06 +0,0182 5,94 + 0,84"2° 1,28 + 0,528
SS 249 +0,19 0,07 £0,0482 6,75 + 0,76™2 1,38 + 0,445
PBS 228 +0,10" 0,03 +0,00%2 2,36 +1,26"° 1,79 + 0,1272P
FCS 231+0,14  0,02+0,0182 4,43 + 0,23"P° 269 + 0,575
SFB 254 +0,62  0,05+0,0182 100* Ad 215 +0,30%2P

*Completa desintegragdo da membrana.

SS: Solugéo salina NaCl 0,9%; PBS: Tampao fosfato salino; FCS: Fluido corpéreo simulado; SFB: soro fetal bovino.
Letras mailsculas referem-se a comparagdo de membranas de formulagdes diferentes para a mesma solugao e
letras minGsculas a comparagao de membranas de mesma formulagdo 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).

Como era esperado, ja que a policaprolactona é um polimero de carater
hidrofébico, a capacidade de absor¢gdo de solu¢des aquosas das membranas de PCL
foi muito pequena, e ainda mais baixa que a apresentada para as membranas de Q-G.
Consequentemente, a perda de massa obtida também foi muito pequena.

Comparando-se os valores obtidos neste trabalho com aqueles obtidos nos
trabalhos de Veiga (2012) e Pires (2013) para filmes de quitosana-xantana e quitosana-
alginato, respectivamente, pode-se afirmar que de fato as formulagbes estudadas no
presente trabalho apresentam baixa capacidade de absorcdo de solugbes aquosas,
bem como as correspondentes perdas de massa. Desse modo, pode-se afirmar que, do
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ponto de vista dessas propriedades, as membranas aqui estudadas seriam adequadas

apenas para aplicacdao em lesdes pouco exsudativas.

4.2.7. Capacidade de absorcao e perda de massa em etanol

O etanol é um solvente organico de baixa toxicidade e por isso é usado para se
fazer a incorporacado de compostos de carater hidrofébico por impregnacao a umido a
dispositivos de liberacdo controlada, dado que estes compostos geralmente sao
sollveis neste solvente, como € o caso do alfa-bisabolol.

Tendo isso em vista, é importante avaliar o comportamento das membranas em
etanol, uma vez que elas sofrem exposicdo a este solvente durante o processo de
incorporacao dos compostos ativos a sua estrutura. A analise da perda de massa deve
ser feita para se poder verificar a estabilidade das membranas no solvente. Ja a
capacidade de absorcdo deve ser determinada, pois espera-se que quantidade
apreciavel de etanol seja absorvida pela membrana para que ela se expanda
suficientemente e retenha a maior quantidade possivel do composto nele dissolvido. Os
resultados da andlise de absorcdo e perda de massa em etanol sdo mostrados na
Tabela 11.

Tabela 11: Resultados dos testes de absorcado e perda de massa em etanol para as
membranas de quitosana e goma guar (Q-G) e de policaprolactona (PCL), para 1 hora
e 24 horas de exposicao ao solvente.

Tempo (h) Amostra Absorcao (getanol/Omembrana) Perda de massa (%)

1 Q-G 0,35 + 0,09%" 5,26 + 0,20%"
PCL 0,07 +0,02°8 2,46 +0,27>C
04 Q-G 0,27 +0,12%" 8,36 + 0,30%"°
PCL 0,10 + 00,0228 2,54 +0,14"C

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenga significativa entre os valores médios (Teste de Tukey,
p<0,05). Letras minusculas referem-se a comparagdo de membranas de diferentes formulagbes expostas ao
solvente durante 0 mesmo tempo e letras mailsculas referem-se a comparagdo de membranas de mesma
formulagao expostas por um periodo de tempo diferente.
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Comparando-se a absor¢cao de etanol obtida para as membranas de Q-G com
sua absorcao de agua, pode-se dizer que os valores obtidos sdo considerados baixos.
Nota-se na Tabela 11 que a capacidade de absorcao de etanol das membranas de PCL
€ ainda menor, e devido a este resultado, optou-se por nao realizar o teste de

incorporacao nessas membranas pelo método de impregnagao em solucao etandlica.

Observando-se os resultados de absorcao de etanol das membranas de Q-G
para tempos de exposicao de 1 hora e de 24 horas, verifica-se que nao houve diferenca
significativa entre os valores obtidos, logo, a permanéncia da membrana em solucéo
por um tempo prolongado ndo aumenta a quantidade de etanol absorvida. Sendo
assim, os testes de incorporagcdo do composto ativo, nos quais a maior absorcao
possivel de etanol é visada, podem ser feitos com exposicdo das amostras a solucoes
etandlicas por 1 hora apenas, pois a exposicao por tempo maior ndo acarretara em
aumento da absor¢do da solucao de impregnacao. A perda de massa, por sua vez, foi
maior para um tempo de exposicao de 24 horas para as membranas de Q-G, o que
indica, novamente, que o curto periodo de exposicdo é o mais apropriado. Pode-se
afirmar que os valores obtidos sdo pequenos e nao afetam significativamente a

estabilidade dos filmes em etanol.

4.2.8. Incorporacao de alfa-bisabolol as membranas

4.2.8.1. Eficiéncia de incorporacao do alfa-bisabolol

A incorporacéo do alfa-bisabolol por adigdo direta a mistura polimérica durante
a preparacao das membranas de Q-G foi feita nas proporcdes de 20% e 30% do
composto em relacdo a massa total de polimeros presentes na mistura, o que
correspondeu a adicdo de 180 e 270 mg de alfa-bisabolol, respectivamente, a
formulacédo contendo 0,9 g de polissacarideos. Ja no caso das membranas de PCL, a
proporgao de alfa-bisabolol adicionada foi de 20% (m/m), o que foi equivalente a adigdo
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de 80 mg do composto a formulacao contendo 0,4 g do polimero. Os resultados da
analise da eficiéncia de incorporacao do alfa-bisabolol pelo método da adicao direta a
mistura polimérica sdo mostrados na Tabela 12.

Observa-se que, para ambas as formulacbes de Q-G, a eficiéncia de
incorporagao do alfa-bisabolol foi baixa, indicando baixa afinidade do composto pela
matriz polimérica. Esta baixa afinidade esta relacionada ao carater de
hidrofilicidade/hidrofobicidade do composto e da matriz, sendo que o primeiro € mais
hidrofébico, enquanto que a segunda é hidrofilica. Grande parte do composto
provavelmente foi perdida nas etapas de neutralizacdo e lavagem da membrana.
Principalmente na etapa de neutralizagdo, na qual etanol também esta presente, é que
possivelmente ocorreu maior arraste, uma vez que o0 composto ativo tem grande
afinidade por este solvente. A incorporacdo do alfa-bisabolol na proporcdo de 30%
(m/m) aumentou a quantidade do composto retido na membrana em comparacao com a
formulacdo na qual este composto foi incorporado na propor¢cdo de 20% (m/m), no
entanto, apesar deste aumento, a quantidade incorporada ainda nao foi significativa e
nado viabilizou o uso deste método.

Tabela 12: Eficiéncia de incorporacdo do alfa-bisabolol (Bis) as membranas pelo

método da adigéo direta do composto a mistura polimérica.

Proporcao de Massa de Massa de Ca

Formuacao | COTEOSLS | composto  composte eldd incorporagas
(% m/m) (mg/g) (mg/g) (%)

Q-G-Bis 20 200 1,33 + 0,342 0,67 +0,17°

Q-G-Bis 30 300 4,96 +0,93° 1,65 +0,31°
PCL-Bis 20 200 200 100

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

Para as membranas de PCL, em contrapartida, determinou-se que 100% do
composto adicionado ficou nelas retido, tendo em vista que ensaios preliminares
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mostraram que o alfa-bisabolol ndo evapora nas condicdes de preparo dos filmes e, na
agua de lavagem das placas de Petri nas quais os filmes foram preparados, nao foi
detectada a presenga do composto. Como ndao ha procedimentos de neutralizagao e
lavagem para esta formulacéo, elimina-se a possibilidade de perdas do composto que
haveria nestas etapas.

Conforme ja mencionado, a incorporagao do alfa-bisabolol as membranas de
PCL por imersdgo em solucdo etandlica nao foi realizada, considerando que o0s
resultados de absorcdo de etanol pelos filmes de PCL mostraram que as amostras
absorveram uma quantidade praticamente nula deste solvente. Consequentemente,
nao haveria o intumescimento necessario para a penetracdo do composto solubilizado
no etanol e sua difusdo pela matriz.

Ja no caso das membranas de Q-G, a incorporagao por impregnacao a Umido
foi feita primeiramente em amostras de 1 cm? e cerca de 45 mg, que foram expostas a 4
mL de solucdes etandlicas de alfa-bisabolol de concentracées 0,075, 1,2, 3,0 e 7,5
mg/mL. Os resultados da analise da eficiéncia de incorporacao do alfa-bisabolol nestas
amostras s&o mostrados na Tabela 13.

Tabela 13: Eficiéncia de incorporagéao do alfa-bisabolol as membranas pelo método de

imersdo em solucao etandlica.

Concentracao inicial Composto Composto retido  Eficiéncia de
do composto no adicionado na membrana incorporacao
solvente (mg/mL) (mg/g) (mg/g) (%)

0,075 73,17 0,21 +£0,072 0,30 + 0,082
1,2 1116,28 96,09 + 27,67° 9,19 +£2,72°
3,0 2857,14 236,62 + 10,66° 7,33 +£0,08°
7,5 7500,00 509,10 + 28,35 6,61 +0,21°

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

Observou-se, em todos os casos, baixa eficiéncia de incorporacdo do alfa-
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bisabolol, que variou de 7 a 9% para as solugdes de incorporagcao de concentracdes
mais elevadas, e 0,30% quando utilizada a solucdo de menor concentragcdo. Esse
resultado refletiu aqueles obtidos para a absorcao de etanol, que mostraram a pequena
capacidade das membranas de Q-G de absorver este solvente e, consequentemente,
de reter compostos nele dissolvidos. Pode-se dizer que a maior eficiéncia de
incorporacao obtida por este método em relacdo ao método da adicdo deve-se ao fato
de a incorporacao ter ocorrido apdés a etapa de neutralizacdo das membranas com
NaOH e etanol, e assim ndao houve perda do composto decorrente desta etapa. Veiga
(2012) fez a incorporagdo dos farmacos piroxicam, um alcaloide, e cetoprofeno, uma
benzofenona (vide estruturas quimicas no Anexo I), a membranas de Q-G. Tais
compostos possuem carater lipofilico e massas molares proximas a do alfa-bisabolol. A
autora obteve eficiéncia de incorporagédo de 0,33% para o piroxicam e de 0,48% para o
cetoprofeno, quando usado o método da impregnagcdo em solugdo etandlica.
Eficiéncias menores que aquelas obtidas neste trabalho na situacdo em que se utilizou
as solucdes de maiores concentracdes para incorporacao foram obtidas, provavelmente
devido ao fato de que em seu trabalho foram adicionadas menores quantidades dos
farmacos por grama de membrana e, neste caso, a forca motriz para entrada destes

compostos na matriz era menor.

Optou-se entdo por utilizar a agua como co-solvente na solugdo de
impregnacao na qual as amostras eram imersas para se fazer a incorporagéo do alfa-
bisabolol. Esta estratégia foi adotada considerando que os valores de absorgédo de agua
pelas membranas de Q-G s&o consideravelmente superiores aos valores de absorgéo
de etanol. Assim sendo, era esperado que a solu¢ao de alfa-bisabolol em agua e etanol
penetrasse mais eficientemente na matriz, afastando as cadeias poliméricas e
permitindo maior retencdo do alfa-bisabolol nas membranas. Para se determinar a
proporcdo de agua e etanol utilizados, realizou-se um teste de solubilidade do alfa-
bisabolol em solu¢des constituidas de diferentes propor¢des dos dois liquidos. Os
resultados deste teste sdo mostrados na Tabela 14 e na Figura 29.

Destaca-se aqui que, alternativamente, poderia ter sido utilizada a técnica de
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producdo de micro ou nanocapsulas poliméricas ou nanoparticulas densas contendo o
alfa-bisabolol e sua incorporacdo as membranas de Q-G como uma tentativa de
aumentar a eficiéncia de incorporacao do agente ativo as matrizes. No entanto, a
abordagem escolhida neste trabalho pode ser considerada mais atrativa por ser

tecnicamente mais simples e também menos onerosa.

Tabela 14: Aspecto das solugcdes no teste de solubilidade do alfa-bisabolol em
diferentes proporcées da mistura agua:etanol. Concentracdo do alfa-bisabolol nas

solugdes: 7,5 mg/mL.

Agua (%) Etanol (%) Aparéncia da

solucao
0 100 Limpida
25 75 Limpida
50 50 Goticulas dispersas
75 25 Turva

Figura 29: Aparéncia das solugdes de alfa-bisabolol na concentragédo 7,5 mg/mL em
agua/etanol nas proporc¢des em volume de (a) 0:100 %, (b) 25:75 %, (c) 50:50 % e (d)
75:25 %.

Com base no teste de solubilidade, foi determinado que a solugao utilizada para
a impregnacao de alfa-bisabolol em membranas de Q-G seria composta de agua e

etanol na proporcdo de 25% e 75%, respectivamente. O resultado da eficiéncia de
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incorporacdao do composto as membranas por imersao nesta solu¢gdo é mostrado na
Tabela 15. Observa-se que houve um aumento significativo da eficiéncia de
incorporacdao do composto a matriz, bem como da massa de composto retido quando
utilizado o solvente contendo uma propor¢ao de agua. Logo, como esperado, pode-se
dizer que a agua atuou intumescendo a estrutura da matriz e promovendo a entrada de
maior quantidade da solugcao de impregnacao, o que acarretou em uma maior massa de
alfa-bisabolol retido nas amostras. Mesmo que a eficiéncia de incorporacao ainda nao
seja alta, a vantagem deste método € que grandes quantidades do composto podem

ficar retidas nas membranas.

Tabela 15: Eficiéncia de incorporagcao do alfa-bisabolol as membranas pelo método de
imersao em solugéo de agua/etanol (25:75 %)

Concentracao inicial Composto Composto retido  Eficiéncia de
do composto no adicionado nha membrana incorporacao
solvente (mg/mL) (mg/g) (mg/g) (%)

0,075 74,07 10,26 + 1,872 15,08 + 2,122
1,2 1371,43 232,13 + 31,65° 17,89 + 2,44°
3,0 3000,00 537,32 £ 41,92° 18,14 + 1,492
7,5 6122,45 1076,46 + 22,14¢ 17,56 + 1,16

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

Na Tabela 16 sdo apresentados dados comparativos dos coeficientes de
particao estimados nos sistemas resultantes das diferentes condigdes de incorporagéao
(solucbes alcodlicas e hidroalcodlicas de alfa-bisabolol). A particdo do alfa-bisabolol
entre a solugcdo e a membrana foi estimada diretamente pela relagdo entre as massas
do composto em cada sistema apds tempo suficiente para se atingir o equilibrio.
Percebe-se pela Tabela 16 que, em qualquer situacao, a tendéncia do alfa-bisabolol,
por seu carater hidrofébico, é de se acumular nas solugdes. Entretanto, o acumulo na

solucdo €& muito menor quando se realiza sua incorporagdo a partir da mistura
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agua/etanol do que partindo-se diretamente da solugéo etandlica, possivelmente por a
matriz se tornar mais acessivel em razao de seu maior intumescimento em solucdes

hidroalcodlicas do que em etanol somente.

Tabela 16: Coeficientes de particao do alfa-bisabolol entre as solucdes de incorporacao
e as membranas apo6s imersdo em solucbes alcodlicas e hidroalcodlicas (25:75 %
agua/etanol) de alfa-bisabolol.

Concentracao Coeficiente de particao (massa de bisabolol em
inicial do composto solucao/massa de bisabolol ha membrana)
no solvente Incorporacao de alfa- Incorporagao de alfa-bisabolol
(mg/mL) bisabolol em etanol na mistura dgua/etanol
0,075 347.,4 6,2
1.2 10,6 4,9
3,0 11,1 4,6
7,5 13,7 4,7

Por fim, destaca-se que a solucédo usada para impregnacao a partir da mistura
agua/etanol ao final do processo contém ainda grande parte do alfa-bisabolol nela
solubilizado e poderia ser reaproveitada para se fazer novas bateladas de incorporacgao,
0 que elevaria a eficiéncia global do processo e a viabilidade do uso deste método.

4.2.8.2. Aspecto visual, cor e opacidade das membranas contendo alfa-bisabolol

O aspecto tipico das membranas de Q-G e PCL as quais foi incorporado o alfa-
bisabolol pelo método da adicdo & mistura polimérica é mostrado na Figura 30. E
possivel observar que os filmes de Q-G contendo alfa-bisabolol sdo mais rugosos que
os de PCL, cuja superficie se mostra lisa. Observa-se ainda que as formulagdes
contendo o alfa-bisabolol sdo aparentemente mais opacas que as formulagdes as quais
este composto néo foi incorporado, mostradas na Figura 24.
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Figura 30: Aspecto visual das membranas as quais alfa-bisabolol foi incorporado pelo
método da adicdo a mistura polimérica, sendo (a) quitosana-goma guar-bisabolol 20%
(m/m), (b) quitosana-goma guar-bisabolol 30% (m/m), e (c) policaprolactona-bisabolol
20% (m/m).

De fato, os valores de opacidade mostrados na Tabela 17, referentes as
membranas as quais o alfa-bisabolol foi incorporado pelo método da adicao,
corroboram esta afirmacdo. Supbe-se que este aumento na opacidade tenha sido
resultado do espalhamento de luz ocasionado pelo alfa-bisabolol alojado na matriz, que
promove uma nao uniformidade nos filmes, conforme sera discutido mais adiante
quando apresentadas as micrografias. Mehdizadeh et al. (2012) e Peng e Li (2014)
observaram o mesmo comportamento ao adicionar Oleos essenciais a matrizes
constituidas de polissacarideos. Pode-se notar ainda a alteragéo de cor dos filmes de
Q-G contendo alfa-bisabolol nas duas proporgdoes estudadas em relagdo aqueles
mostrados anteriormente, de cor amarelo-esverdeada, ja que o novo valor de Hue
indica uma cor amarelo-alaranjada. Ja para as membranas de PCL, este parametro
indicou que ndao houve mudanca na coloragéo, e os filmes contendo o composto ativo
permanecem verde-amarelados. Para ambas as formulagbes, os valores de Croma
revelam que a intensidade das cores obtidas é muito baixa. Logo, pode-se afirmar que
a insercdo do composto na matriz ocasiona mudangas significativas na aparéncia das

membranas.
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Tabela 17: Parametros relativos a cor e opacidade das amostras de quitosana e goma-

guar (Q-G) e de policaprolactona (PCL) contendo alfa-bisabolol (Bis).

Amostra Opacidade (%) Hue Croma
Q-G-Bis 20% 49,23 + 1,502 72,31 +1,10° 0,50 + 0,022
Q-G-Bis 30% 51,74 +1,82° 70,67 + 1,532 0,48 £ 0,022

PCL-Bis 20% 81,63 + 0,32° 66,95 +0,82° 1,75 +0,04°

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

Quanto as membranas em que o alfa-bisabolol foi incorporado por impregnacao
em solucdo de agua e etanol (25:75%) de concentracdo igual a 7,5 mg/mL, cuja
quantidade de composto retido foi a maior dentre as membranas as quais 0 composto
foi incorporado por este meétodo, o aspecto visual € mostrado na Figura 31,
comparativamente a membrana isenta do composto e aquelas as quais o composto foi

incorporado por adicéo.

Figura 31: Aspecto visual de amostras das membranas (a) isenta de alfa-bisabolol, (b) a

qual o alfa-bisabolol foi incorporado pelo método da impregnacéo em solugao de agua e
etanol (25:75%) de concentragédo igual a 7,5 mg/mL, (c) a qual o alfa-bisabolol foi
incorporado pelo método da adigdo a mistura polimérica na proporgéo de 20% e (d) a
qual o alfa-bisabolol foi incorporado pelo método da adicdo a mistura polimérica na
proporcao de 30%. Nas fotografias as amostras foram posicionadas sobre um tecido de

cor preta.

Aparentemente, ndo ha alteracdo de opacidade da membrana a qual o
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composto foi incorporado pelo método da impregnacédo em relacdo a membrana isenta
do composto. Logo, a opacidade destas membranas é menor que a daquelas obtidas
por incorporacao por adi¢ao. Isto indica que, provavelmente, a incorporacao por adicao
causou uma mudanca morfolégica nas membranas, no sentido de torna-las mais
irregulares e, portanto, espalharem mais a luz, o que nao ocorre no caso das
membranas obtidas pelo outro método de incorporacdo. Esta afirmacdo sera
corroborada mais adiante quando apresentadas as micrografias das amostras, no item
4.2.8.3. Assim, apesar de no caso de as membranas obtidas por incorporagdo por
impregnacdo a quantidade de composto retida ser significativamente maior, 0 que
sugeriria um maior espalhamento da luz, o efeito da alteracao da morfologia nas outras

membranas se mostra bem mais significativo sobre a opacidade.

Nao foi possivel realizar as andlises de cor e opacidade das amostras obtidas
por incorporacao por impregnacao devido a quantidade limitada de material disponivel.
Tais caracterizacées requerem amostras de tamanho maior que aquelas obtidas no
ensaio de incorporacdo e a obtencdo dessas amostras maiores demandaria grande
quantidade do composto.

4.2.8.3. Morfologia da superficie e segdo transversal

As morfologias da superficie e da secéo transversal das amostras de Q-G e
PCL apds a incorporagdo de alfa-bisabolol sdao mostradas nas Figuras 32 e 33,

respectivamente.

Pode-se observar na Figura 32 que, nas membranas as quais o composto foi
incorporado por adicao a mistura polimérica, tanto na proporgcéo de 20% (m/m) quanto
na de 30% (m/m), existem pequenas bolhas distribuidas heterogeneamente na
superficie, nas quais pode haver alfa-bisabolol alojado. No entanto, nota-se também a
formagcédo de poros na superficie, bem como na secgéo transversal, o que indica que o

alfa-bisabolol, neste caso, atuou como um agente porogénico. Supde-se que,
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provavelmente, o composto adicionado ficou, em um primeiro momento, retido na
membrana pela formacédo de bolhas revestidas por uma fina camada polimérica. Nas
etapas de lavagem e neutralizacdo, houve entdao o rompimento destas bolhas e arraste
do material ali contido. Além do arraste do alfa-bisabolol pela solucdo de neutralizacao
contendo etanol, é provavel que o intumescimento das matrizes pela agua de lavagem,
mesmo sendo pequeno, provocou um maior relaxamento das cadeias poliméricas,
facilitando a difusao e arraste do composto que se encontrava no interior da matriz.

Ja para as membranas de Q-G as quais se incorporou o alfa-bisabolol por
impregnacdo em solugdo etandlica a 75%, é possivel notar a presenca de regides
contendo bolhas na superficie, nas quais provavelmente o composto se encontra
alojado. A micrografia da secéo tranversal revela uma estrutura densa, assim como a
apresentada pela membrana na qual o composto ativo ndo esta presente. Neste caso
nao foi possivel observar a formacao de poros.

Quanto as membranas de PCL contendo alfa-bisabolol mostradas na Figura 33,
nota-se a presenca de blocos interconectados decorrentes da exclusao do composto
ativo durante a formacao da matriz polimérica. O alfa-bisabolol tende a formar canais
entre as redes poliméricas, em um comportamento que remete aquele apresentado na
estrutura de uma espuma, na qual ha formagdo de canais de Plateau, referentes a
drenagem do liquido entre as bolhas presentes. Nota-se na imagem da secao
transversal da amostra que o alfa-bisabolol € entao direcionado para bolsées presentes
no interior da matriz polimérica, onde permanece alojado. Yeh et al. (2011) relatam
resultados de analise de morfologia da superficie similares aos obtidos neste trabalho
para as membranas de PCL contendo alfa-bisabolol. No entanto, os autores utilizaram
para a obtencéo dos filmes a acetona, um solvente no qual o polimero é pouco soluvel
e, portanto, tem pouca afinidade. Fazendo entdo uma analogia entre os
comportamentos observados nos dois trabalhos, é possivel supor que, em ambos os
casos, a matriz polimérica tende a se formar de maneira a excluir da rede o composto
no qual sua solubilidade é baixa, neste caso, o alfa-bisabolol, o que ocasiona a
formacgao dos blocos de forma poligonal observados.
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Figura 32: Superficie (A) e segao transversal (B) das membranas de quitosana e goma-
guar as quais foi incorporado o composto alfa-bisabolol (a) por adicdo a mistura
polimérica na concentracdo de 20% (m/m), e (b) na concentracdo de 30% (m/m), e (c)
por imersdao em solucéo etandlica 75% de concentragdo 7,5 mg/mL. O destaque em
(Ac) indica a presenga de bolhas nas quais provavelmente o alfa-bisabolol se encontra

alojado.
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Figura 33: Superficie (A) e segéo transversal (B) das membranas de policaprolactona as
quais foi incorporado o composto alfa-bisabolol por adicdo a mistura polimérica na
concentragao de 20% (m/m) em relagdo a massa de polimero.

4.2.8.4. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

As analises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas com o objetivo de identificar interagdes entre os polimeros apés
o preparo das membranas, bem como verificar possiveis modificagdes na estrutura das
matrizes poliméricas ao se incorporar um composto adicional. Os espectros FTIR das
membranas poliméricas, dos polimeros isolados utilizados em sua producao e também
do composto ativo alfa-bisabolol sdo mostrados nas Figuras 34 e 35.

Nos espectros da quitosana e da goma guar, mostrados na Figura 34, observa-
se uma banda entre 3600 e 3000 cm™’, referente ao estiramento de grupos hidroxila
presentes em ambos os polimeros. Outra banda é observada entre 3000 e 2800 cm™,
relacionada a vibracdes axiais de ligacées C-H. Em torno de 1000 cm™, observam-se
varios pequenos picos caracteristicos de polissacarideos, referentes a ligagdes C-O, C-
C e C-O-C (Smitha et al. 2005; Mudgil et al., 2012; Shahid et al., 2013; Veiga, 2012).

Além das bandas acima mencionadas, no espectro da quitosana verificam-se

também picos em 1643 cm™ e 1581 cm™, referentes a ligacdo C=0 dos grupos amida |
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ainda acetilados e ao grupo amino, respectivamente (Li et al., 2005; Popa et al., 2010;
Smitha et al., 2005), e outro pico em 1380 cm™, atribuido a deformacéo de grupos -CH.
(Li et al., 2005; Popa et al., 2010; Smitha et al., 2005). Ja no espectro da goma guar,
observa-se um pico em 1650 cm’, relativo & flexdo dos grupos -OH (Wang e Wang,
2009), além de um segundo pico em 875 cm™, tipico deste polimero, referente aos
grupos galactose e manose (Mudgil et al., 2012; Manikoth et al., 2012).
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Figura 34: Espectro FTIR obtido para as membranas de quitosana e goma guar
contendo ou nao alfa-bisabolol incorporado pelos métodos da impregnacado do
composto em solucdo de agua e etanol (25:75%) de concentragéo igual a 7,5 mg/mL
(formulacédo Q-G-Bis 7,5) e adigcdo do composto a mistura polimérica (formulagées Q-G-

Bis 20 e Q-G-Bis 30). Também sdo mostrados os espectros dos componentes isolados.
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No espectro da membrana de quitosana e goma guar, verifica-se que houve a
sobreposicao dos picos referentes as amidas da quitosana e as hidroxilas da goma
guar. O pico resultante em 1650 cm™ tem menor intensidade, indicando que ocorre uma
interacdo entre os dois polimeros. O mesmo resultado foi verificado nos espectros
obtidos por Veiga (2012).

O alfa-bisabolol apresenta regidées com picos caracteristicos, sendo a banda
entre 3500 e 3300 cm’ referente ao estiramento de grupos -OH, os picos
compreendidos entre 3000 e 2830 cm™ relativos as deformacdes axiais de ligacdes
C-H, enquanto que os picos entre 1450 e 1370 cm™ referem-se as deformacdes

angulares das ligacdes C-H (Silva, 2009).

Os espectros das membranas as quais o alfa-bisabolol foi incorporado, seja por
adicao direta a mistura polimérica ou por imersao em solucao etandlica, sdo similares
ao espectro da membrana isenta do composto, logo, ndo é possivel verificar, por meio
desta técnica, a presenca do composto adicionado na matriz polimérica. Levando em
conta que o alfa-bisabolol, é distribuido na matriz de forma heterogénea, ha a
possibilidade de que as amostras analisadas realmente ndo contivessem o composto,

que estaria presente apenas regides nao analisadas da membrana produzida.

O espectro da policaprolactona na forma de pellets, mostrado na Figura 35,
apresenta picos em 2948 e 2869 cm’', referentes ao estiramento assimétrico e simétrico
de grupos -CH,. O pico de grande intensidade em 1722 cm™ refere-se ao estiramento
dos grupos carbonila (-C=0), enquanto que os picos em 1187 e 1243 cm™' séo relativos
as vibragdes dos grupos éster. O pico em 1295 cm™' corresponde ao estiramento de
ligagées C-O e C-C e o pico em 1369 cm™' é referente as vibragdes dos grupos -CH:
(Khatiwala et al., 2008; Suganya et al., 2011; Martinez-Abad et al., 2013).

Observa-se que o espectro da policaprolactona na forma de filme nao sofreu
alteracdo em relacdo aquele do polimero na forma de pellets. Da mesma forma, o
espectro do filme polimérico ao qual o alfa-bisabolol foi incorporado apresenta o0 mesmo
perfil daquele observado para o filme isento do composto. Este comportamento pode

indicar que nao ha interagéo clara entre o composto incorporado e a matriz polimérica.
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De fato, nas micrografias destes filmes ja mostradas anteriormente, observou-se a
exclusdo do alfa-bisabolol durante a formacado da matriz polimérica. Outra justificativa
para o alfa-bisabolol nao ter sido detectado nas membranas de PCL-Bis pode ser pelo
fato de que a técnica de FTIR-ATR utilizada tem sensibilidade apenas até uma
profundidade de 4 uym a partir da superficie. Pela Figura 33, vemos que os bolsdes
onde estaria localizado preferencialmente o alfa-bisabolol estariam em uma

profundidade maior que esta.
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Figura 35: Espectro FTIR obtido para as membranas de policaprolactona contendo ou
nao alfa-bisabolol incorporado pelo método de adicdo do composto a mistura polimérica
(formulacdo PCL-Bis 20). Também sdo mostrados os espectros dos componentes
isolados.

94



4.3. Estudo da cinética de liberacao do alfa-bisabolol

A fim de verificar se as membranas produzidas contendo alfa-bisabolol s&o
capazes de liberar a quantidade requerida do composto para uso tépico (1 a 10 mg/g),
fez-se o0 estudo da cinética de liberacdo do agente ativo em um meio de liberagdo que

simula o ambiente fisiolégico (PBS, pH 7,4, a 37 °C).

Na Tabela 18 e na Figura 36 sdo mostrados os resultados da cinética de
liberacao do alfa-bisabolol para as membranas de PCL, no que diz respeito a variacao
da concentragdo do composto na solucao de liberacdo, quantidade liberada por grama
de membrana e percentagem liberada em funcdo do tempo. Houve troca do meio de
liberagdo nos tempos de 15 e 48 horas.

Tabela 18: Concentragédo de alfa-bisabolol no meio de liberagdo em fungcédo do tempo

para o ensaio com as membranas de PCL.

Tempo (h) Concentragao (mg/mL)

0,5 0,003
1 0,008
5 0,017
10 0,016
15* 0,017
24 0,002
48* 0,003
72 0,003
96 0,004
120 0,005

* Tempos em que houve troca do meio de liberagéo.

Observa-se que cerca de 6% do composto, o0 equivalente a
12 MQcomposto/Imembrana, fOi liberado em um periodo de aproximadamente 120 horas.

Verifica-se que em até 15 horas ocorre uma liberacéo relativamente mais rapida, que
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possivelmente se deve ao desprendimento do composto mais fracamente associado a
matriz, localizado apenas na sua superficie. Ja a fracdo do composto que estava
localizada nas camadas mais internas da membrana, ou nos bolsées, como visualizado
nas micrografias, tem uma liberacdo lenta, atrasada pelo processo de difusdo do
composto pela matriz. Além da dificuldade imposta por este processo de difusédo, deve-
se considerar também o fato de que o alfa-bisabolol é liberado gradativamente em
pequenas quantidades devido a grande afinidade do composto pela matriz de PCL,
considerando que ambos possuem carater hidrofébico.

10 - 14

Massa de alfa-bisabolol liberado (%)
Massa cumulativa de alfa-bisabolol liberada
por massa de membrana (mg/g)

O T T T T T T (mg/g) O
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h)

Figura 36: Liberagcdo de alfa-bisabolol incorporado as membranas de PCL por adicao
direta a mistura polimérica em termos de massa liberada do composto por massa de
membrana (mg/g) e percentagem liberada (%). A massa do composto retida no filme
era de 200 mg/g. As setas indicam os tempos em que houve troca do meio de

liberacéo.

Tornello et al. (2012) incorporaram o composto bioativo hidrofébico embelina a
filmes de PCL e avaliaram sua cinética de liberacdo em PBS. Os autores observaram o
mesmo tipo de perfil de liberagdo verificado neste trabalho, sendo que houve uma
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liberacdo rapida da embelina em até 10 horas, seguida de uma liberagdo mais lenta a
partir de entdo. No entanto, no caso da embelina, cerca de 80% do composto era
liberado nas 10 primeiras horas e atingia um patamar préximo a 100% de liberacéo,

correspondente & libera¢do de 46,85 mgcomposto/Imembrana, €M 150 horas.

Para as membranas de quitosana complexada com goma guar, o estudo de
liberacado foi feito apenas para a formulacdo que apresentou maior quantidade do
composto retido na matriz, 1076,46 Mgcomposto/Imembrana, OU Seja, aquela na qual o alfa-
bisabolol foi incorporado ao filme de Q-G por imersao deste em solucao de agua/etanol

(250/0/750/0) de Concentl’agéo 7,5 mgcomposto/mLsoh/ente.

Na Tabela 19 e na Figura 37 sdo mostrados os resultados da cinética de
liberacao do alfa-bisabolol para as membranas de Q-G, no que diz respeito a variagao
da concentragdo do composto na solucao de liberacdo, quantidade liberada por grama
de membrana e percentagem liberada em funcdo do tempo. O meio de liberagao foi
trocado a cada 1 hora até o tempo de 4 horas para evitar que a quantidade liberada

superasse o limite maximo de deteccéo da curva de calibracao.

Tabela 19: Concentragédo de alfa-bisabolol no meio de liberagdo em funcédo do tempo

para o ensaio com as membranas de Q-G.

Tempo (h) Concentracao (mg/mL)

0,5 0,006
1* 0,034
2" 0,026
3" 0,022
4* 0,018
5 0,014
10 0,025
15 0,023
24 0,027
48 0,029

* Tempos em que houve troca do meio de liberagao.
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Figura 37: Liberacao de alfa-bisabolol incorporado as membranas de quitosana e goma
guar por imersao em solugao de agua/etanol (25:75%) de concentragdo 7,5 mg/mL em
termos de massa liberada do composto por massa de membrana (mg/g) e percentagem
liberada (%). A massa do composto retida no filme era de 1076,46 mg/g. As setas

indicam os tempos em que houve troca do meio de liberacao.

Observa-se que a percentagem maxima do composto liberada no periodo
estudado, que foi de 48 horas, foi de cerca de 30% do retido, 0 que equivale a
aproximadamente 300 Mgcompostod/Imembrana. Observa-se neste caso um perfil semelhante
a liberagdo do composto das membranas de PCL, no qual hd uma liberagcdo de maior
quantidade de composto em um menor intervalo de tempo logo no inicio, seguida de
uma liberagdo mais lenta a partir de determinado ponto. Neste caso, a liberacéo rapida
aconteceu em um tempo de até 10 horas. A explicagdo deste resultado pode ser feita
de forma analoga a ja feita para as membranas de PCL. O composto liberado de forma
mais rapida no inicio estava localizado na superficie da matriz, enquanto que a fracao

liberada mais lentamente é aquela que se encontrava no seu interior.

Diferentemente da matriz de PCL, que apresenta uma alta afinidade pelo alfa-
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bisabolol, como ja comentado anteriormente, a matriz de Q-G é hidrofilica e, portanto,
nao possui tamanha afinidade pelo composto. No entanto, tendo em vista que esta
possui em sua estrutura alguns grupos de natureza hidrofébica (-CHz, -CHs), que
tendem a acomodar o alfa-bisabolol, pode-se dizer que o meio de liberacdo é mais
hidrofilico que a membrana. Assim, a quantidade de alfa-bisabolol liberada € maior para
as membranas de Q-G, porém, ainda nao é considerada elevada. Além disso, levando
em conta que a presenca de PBS no interior da matriz facilitaria a difusdo do composto,
pois atuaria abrindo as cadeias poliméricas, a baixa absorcdo deste fluido pelas
membranas de Q-G pode também justificar a dificuldade de transferéncia de massa e a

liberacdo do composto no meio em pequena quantidade.

Resultados semelhantes foram obtidos por Haupt et al. (2006), que analisaram
a liberagdo do farmaco celecoxib (vide estrutura quimica no Anexo ), altamente
hidrofébico, de membranas preparadas nas propor¢cées massicas de quitosana e goma
guar de 1:0, 2:1 e 1:2. A liberagao foi feita em meio PBS ao qual foi adicionado o ceco
de ratos, ou seja, a parte inicial do intestino grosso, ja que a aplicagao desejada era a
liberacao do farmaco no colon. Os autores observaram que, para membranas de
quitosana e goma guar na propor¢cao massica de 2:1, a liberacdo do farmaco foi de
cerca de 15% em 24 horas. Ja para membranas nas quais a proporgdo em massa entre
os dois polissacarideos era de 1:2, a percentagem maxima liberada neste intervalo de
tempo atingiu 45%. A maior liberacdo de celecoxib para a formulagdo com proporg¢ao
massica de 1:2 foi atribuida ao fato de que as bactérias presentes no ceco séo capazes
de degradar os filmes pelo rompimento de ligagdes glicosidicas presentes na estrutura
dos polimeros, e essa degradacao € tanto maior quanto maior for a propor¢céo de goma
guar na formulacdo. Tal degradacdo acelera a liberagdo da droga pela matriz. Os
autores afirmaram que as percentagens liberadas no meio contendo ceco foram
maiores que aquelas atingidas para liberacdo em meio PBS sem aditivos, porém, nao

mostraram os resultados para este estudo.

Assim como para as membranas de PCL contendo o alfa-bisabolol, a liberagéo
do composto a partir das membranas de Q-G também pode ser considerada lenta. Esta
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liberacdo lenta é vantajosa pois indica que os sistemas podem ser utilizados como
reservatérios do composto ativo por um grande periodo de tempo, requerindo trocas
menos frequentes do curativo e trazendo assim mais conforto ao paciente.
Considerando que a dosagem do alfa-bisabolol para uso tépico esta na faixa de 1 a 10
mg/g, pode-se afirmar que ambas as formulagbes seriam capazes de liberar esta
quantidade do composto e, portanto, podem ser consideradas eficazes para a aplicacao
proposta.
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5. CONCLUSOES

A realizacdo deste trabalho possibilitou que se chegasse as seguintes

conclusoes:

Filmes integros e levemente opacos de PCL foram obtidos pelo procedimento
utilizado para sua preparacao, que consistiu no uso do polimero de massa molar de
80 kDa, concentracado de 2% e volume de solvente cloroférmio igual a 20 mL.

As membranas de PCL e de Q-G possuem superficie pouco hidrofilica e
apresentaram reduzida absorcédo de solucdes aquosas e baixa taxa de transmissao ao
vapor d’agua, o que sugere que estes filmes seriam adequados apenas para a
aplicacdo em lesbes pouco exsudativas ou ferimentos com cicatrizacao relativamente
avancada. Alteracdes significativas nas propriedades mecéanicas dos filmes de Q-G
ocorreram apenas em condi¢cdes de umidade mais elevada e, em toda a faixa de
umidade estudada, estes filmes apresentaram compatibilidade mecanica com a pele.
Os filmes de PCL sao bastante alongaveis e, por isso, seu uso seria vantajoso do ponto
de vista de sua adaptabilidade aos movimentos do paciente.

O alfa-bisabolol de origem natural, utilizado nos ensaios de incorporacao,
apresentou grau de pureza de 96%, sendo constituido majoritariamente do
diasteroisbmero alfa-(-)-bisabolol. Entretanto, sua atividade antioxidante foi baixa
quando comparada a de compostos antioxidantes comuns.

A incorporacdo do alfa-bisabolol as membranas de Q-G por adicdo do
composto a mistura polimérica resultou em baixa eficiéncia de incorporagéo (maximo de
1,65%, equivalente a 4,96 mg composto/ g de membrana), o que indicou baixa
afinidade do alfa-bisabolol pela matriz, além de grande perda do composto nas etapas
de neutralizacdo e de lavagem. O maximo de eficiéncia de incorporacdo obtido por
impregnacdo das membranas em solugédo etandlica de alfa-bisabolol foi de cerca de
18%, com uma retencéo de aproximadamente 1080 mg composto/ g de membrana para

a formulacdo em que o composto foi incorporado por imersdo em solugdo de agua e
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etanol (25:75 %) de concentracao igual a 7,5 mg/mL. No caso das membranas de PCL,
todo o alfa-bisabolol adicionado ficou retido na estrutura da matriz polimérica, logo, alta
eficiéncia de incorporacéao foi observada.

A comparagao do aspecto dos filmes contendo ou n&o alfa-bisabolol mostrou
que a insercdao do composto na matriz ocasiona mudancas significativas em sua
aparéncia, ja que, para ambas as formulacdes, houve aumento na opacidade com a

adicao do composto e, para a formulacao de Q-G, houve alteracao da cor dos filmes.

Para ambos os métodos de incorporacao utilizados, o alfa-bisabolol ficou retido
em bolhas heterogeneamente distribuidas na superficie da matriz de Q-G e, no caso
especifico do método da adi¢gdo, o composto funcionou como agente porogénico. Nas
membranas de PCL, o composto ficou alojado em bolsdes no interior da estrutura dos
filmes. A andlise FTIR-ATR nao foi sensivel o suficiente para permitir a deteccdo do
alfa-bisabolol nas matrizes.

A liberacao do composto foi lenta tanto para os filmes de PCL como para os de
Q-G. A percentagem maxima liberada ficou em torno de 6% e 30%, o equivalente a 12
e 300 mg composto/ g de membrana para filmes de PCL e de Q-G, respectivamente.
Esta liberacdo de forma lenta permite que os sistemas sejam utilizados como
reservatorios do composto ativo por grandes periodos, 0 que sugere que seria possivel
que a troca do curativo fosse realizada com intervalos de tempo maiores, tornando o

tratamento menos incémodo para o paciente.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para a continuidade deste trabalho, sugere-se:

v

O estudo de outros meios de lavagem dos filmes recém processados,
como, por exemplo, o uso de uma solugdao contendo o composto

incorporado, a fim de se evitar grandes perdas nesta etapa;

A incorporagao do alfa-bisabolol as matrizes de Q-G pela combinagao dos
métodos de incorporacado estudados neste trabalho, isto é, incorporacao
primaria por adicdo do composto diretamente a mistura polimérica, seguida
da incorporacao por impregnacao em solucao etandlica;

A adigao de um agente tensoativo a mistura de quitosana, goma guar e
alfa-bisabolol, a fim de se obter maior retencdo e melhor distribuicdo do

composto nas matrizes;

A encapsulacdo do alfa-bisabolol em lipossomas, SLNs (solid lipid
nanoparticles) ou mesmo em particulas constituidas de polimeros de
carater hidrofébico, como € a prépria PCL, e a dispersao destas particulas
nas matrizes de Q-G, a fim de aumentar a eficiéncia de incorporagdo do

composto a estas matrizes;

A adicédo de um terceiro polissacarideo a mistura de quitosana e goma guar,
como a xantana ou o alginato, com o intuito de se obter filmes com maior
capacidade de intumescimento, que poderiam ser entdo utilizados no

tratamento de lesdes mais exsudativas;

A avaliacdo da permeabilidade dos filmes ao oxigénio, uma vez que a
oxigenacao de lesdes de pele é um fator importante para sua cura;
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A avaliacdo da atividade antioxidante remanescente do alfa-bisabolol apds
a sua incorporacado as membranas, a fim de se verificar se ocorre perda na

atividade durante o processamento do material;

A caracterizagao fisico-quimica e mecanica dos filmes aos quais o alfa-

bisabolol foi incorporado em quantidade significativa;
A analise da citotoxicidade a fibroblastos dos filmes in vitro;

A avaliacdo do desempenho in vivo das membranas obtidas no que se
refere ao tratamento de lesdes de pele.
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ANEXO |
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Figura Al: Estrutura quimica dos compostos citados no trabalho.
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ANEXO Il
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Figura All.1: Esquema da reacdo de oxidagdo do radical ABTS** na presenca de

persulfato de potassio (K2S>Og) e sua posterior reacdo com o composto antioxidante
AOH .
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Figura All.2: Esquema de reacdo do radical DPPH®* com o composto antioxidante
AOH .

! Adaptado de Oliveira, S.; Souza, G. A.; Eckert, C. R.; Silva, T. A.; Sobral, E. S.;
Favero, O. A.; Ferreira, M. J. P.; Romoff, P.; Baader, W. J. Evaluation of antiradical
assays used in determining the antioxidant capacity of pure compounds and plant

extracts. Quimica Nova, p. 1-7, 2014.
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ANEXO Ill

Tabela Alll: Umidade relativa mantida por solugdes salinas saturadas em recipientes
fechados a temperatura de 25 °C 2.

Sal Umidade relativa a 25 °C (%)
Acetato de potassio 22
Cloreto de magnésio 33
Nitrato de magnésio 53
Cloreto de sédio 75
Nitrato de potassio 92

A solucao salina saturada deve ser preparada e colocada dentro de um
dessecador. A umidade relativa obtida estara 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.

2 Adaptado de Quantifoil Instruments GmbH: Creating Constant air humidity in closed
vessels. Disponivel em: http://www.qginstruments.com/uploads/media/humidity.pdf.
Acesso em 20/05/2013.
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ANEXO IV
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Figura AIV: Curva de calibragao do alfa-bisabolol em etanol no comprimento de onda de
208 nm.
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ANEXOV
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Figura AV: Curva de calibragdo do alfa-bisabolol em PBS no comprimento de onda de
208 nm.
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