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RESUMO

A quitosana ¢ um polissacarideo obtido pela desacetilagdo da quitina e o alginato, um
biopolimero extraido de algas. Ambos sdo atoxicos, biocompativeis e facilitam a cicatrizagao de
feridas. Por estas razdes, podem ser empregados para a produgdo de curativos para o tratamento
de lesoes de pele. Além disso, muitos curativos tém incorporado compostos contendo prata para a
preven¢do e o controle de infec¢des bacterianas. Diante disso, este trabalho teve por objetivo o
desenvolvimento de metodologia de produ¢do de membranas constituidas por quitosana e
alginato contendo um agente antimicrobiano a base de prata estabilizada (AlphaSan® RC2000)
para aplicagdo na terapia de lesdes de pele. As membranas produzidas foram caracterizadas
quanto a morfologia de superficie, a espessura, a absor¢do de fluidos, a perda de massa quando
em contato com diferentes fluidos, a capacidade de drenagem de agua, a resisténcia mecanica, a
citotoxicidade a fibroblastos, ao desempenho quanto a atividade antimicrobiana, a sensibilidade e
irritabilidade dérmica. Os resultados mostraram que o aumento da quantidade de farmaco causa o
aumento da opacidade e da espessura das membranas. A eficiéncia de incorporacdo do
AlphaSan® RC2000 foi de até 99%. As membranas contendo o agente antimicrobiano foram
capazes de absorver de 15 g a 42,3 g de fluido por grama de membrana. A maior perda de massa
das membranas ocorreu em agua e correspondeu a 27,5% em um intervalo de 168 horas. Para a
capacidade de drenagem foram obtidos valores na faixa de 4.458 a 7.198g/m’dia. Os valores de
resisténcia a tragcdo variaram de 2 a 9 MPa. As membranas apresentaram eficicia contra
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococus aureus, citotoxicidade in vitro moderada a fibroblastos
e foram classificadas como nao irritantes e nao sensibilizantes. As membranas foram capazes de
liberar até 100% de prata presente em sua estrutura em 168h. O modelo que melhor se ajustou ao
perfil de liberacdo foi o que combinou o modelo de cinética de primeira ordem e o de Lei das
Poténcias. Diante desses resultados sugere-se que as membranas de quitosana-alginato obtidas

apresentam bom potencial de uso como curativos na terapia de lesdes de pele.

Palavras-chave: quitosana, alginato, prata, infecgdo bacteriana, lesdes de pele, AlphaSan®

RC2000.
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ABSTRACT

Chitosan is a polysaccharide obtained by deacetylation of chitin and alginate is a polymer
extracted from algae. Both are nontoxic, biocompatible and facilitate wound healing. Because of
these characteristics, these compounds can be employed for the production of dressings to treat
skin lesions. Moreover, many dressings incorporate in their composition compounds containing
silver, to prevent and control bacterial infections. Thus, this study aimed at developing a
methodology for the production of membranes composed of the polysaccharides chitosan and
alginate containing an antimicrobial agent based on stabilized silver (AlphaSan® RC2000) for
application in the therapy of skin lesions. The produced membranes were characterized for
surface morphology, thickness, absorption of fluids, mass loss in different fluids, water drainage
capacity, mechanical resistance, cytotoxicity to fibroblasts and performance regarding
antimicrobial activity. The attained results showed that increasing the amount of drug, the
membranes became more opaque and thicker. The efficiency of incorporation of AlphaSan®
RC2000 was up to 99%. The membranes containing the antimicrobial agent were able to absorb
from 15 g to 42.3 g of fluid per gram of membrane. The highest membrane mass loss occurred in
water and was correspondent to 27.5% in 168 hours. The water drainage capacity decreased as
the concentration of the antimicrobial compound was increased, and values in the range of 4,458
to 7,198g/m’day were obtained. The values of tensile strength ranged from 2 to 9 MPa. The
membranes showed efficacy against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus,
moderate in vitro cytotoxicity to fibroblasts and were classified as non-irritating and non-
sensitizing. The membranes containing the drug were able to release up to 100% of the silver
present in its structure in 168h. The model that best fitted the drug release profile consisted of a
combination of a first-order kinetic model and of a Power Law model. These results suggest that
the alginate-chitosan membranes obtained have good potential to be used as a curative in the

therapy of skin lesions.

Keywords: chitosan, alginate, silver, bacterial infection, skin lesions, AlphaSan® RC2000.
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1. INTRODUCAO

Durante séculos, o tratamento de feridas sofreu mudancas visando a obtencao dos
melhores resultados cicatriciais no menor tempo possivel (Blanes, 2004). Ja na pré-historia
varios agentes como extratos de plantas, agua, neve, gelo, frutas e lama eram aplicados sobre as
feridas. Na Mesopotamia, elas eram lavadas com agua ou leite, e curativos eram realizados com
mel ou emplastos de ervas. La de carneiro, folhas e cascas de arvores eram utilizadas para sua
cobertura. Os egipcios concluiram que uma ferida fechada cicatrizava mais rapido do que aberta,
por isso, utilizavam tiras de pano para manter unidas as bordas da lesdo. Hipdcrates sugeriu que
as feridas contusas, caracterizadas por traumatismo das partes moles, hemorragia e edema,
fossem tratadas com calor e pomadas para promover a supuragdo, remover material necrotico e
reduzir a inflama¢do. No inicio da era crista, Celsus preconizou o fechamento primario das
feridas recentes e o desbridamento de lesdes contaminadas anteriormente a sua sutura. Além
disso, classificou os diferentes tipos de lesoes de pele e deu detalhes do tratamento de cada uma
delas. A introducao das armas de fogo nas guerras européias no século 14 levou ao surgimento
de novos tipos de feridas de curas mais dificeis, € Ambroise Par¢, na Renascenca, reformulou
seu tratamento. O avango da quimica levou a descoberta de compostos a base de cloro e iodo que
foram utilizados para limpeza do material usado na manipulacao das lesdes e da pele nos séculos
18 e 19. Atualmente pretende-se interferir na biologia molecular, abordando a sintese de

substancias envolvidas nos fendmenos cicatriciais.

Embora tenham ocorrido grandes avangos na compreensdo dos processos ¢ fendmenos
envolvidos nas diversas fases da reparagdo tissular e simultaneamente muito se tenha investido
em pesquisa € desenvolvimento de recursos, a incidéncia de queimaduras tem-se mantido
bastante alta, com conseqiiéncias muito sérias quanto a mortalidade e a morbidade. Com isso,
tém-se elevados custos financeiros e profundas consequéncias sociais sobre os portadores, os
quais com frequéncia desenvolvem sequelas que podem levar a perda de membros e de suas
fungdes, resultando em afastamento do trabalho e de suas atividades normais (Mandelbaum et

al., 2003).



Fibras de variados tipos tém sido amplamente utilizadas em curativos devido a
propriedades de relevancia neste tipo de aplicacdo, como area superficial elevada, maciez, alta
capacidade de absorcdo de fluidos e facilidade de fabricacdo de produtos com diferentes
caracteristicas. Fibras feitas a partir fontes naturais, principalmente polissacarideos, tém sido
consideradas particularmente promissoras devido a sua excelente biocompatibilidade, nao-
toxicidade e potencial de bioatividade (Knill ez al., 2004). Dentre os polissacarideos comumente

empregados para este fim, destacam-se a quitosana e ao alginato.

A quitosana ¢ um polimero natural obtido pela desacetilagdo da quitina e apresenta
propriedades antimicrobianas (como agente bactericida, bacteriostatico, fungicida e fungistatico)
e cicatrizante (Azevedo et al., 2007). E biocompativel e naturalmente degradada no organismo (o
mondmero e os oligdbmeros de glucosamina sdo substincias que participam de rotas do
metabolismo animal), apresentando a propriedade de formar géis em solugdes acidas fracas, o
que possibilita sua utilizagdo em formulagdes farmacéuticas para aplicagdes topicas em

ferimentos, queimaduras e/ou vesiculas oriundas de agressdes fingicas ou bacterianas.

A quitina e a quitosana vém despertando grande interesse de cientistas e tecndlogos como
materiais poliméricos com aplicacdes na area biomédica. Estes polissacarideos, além de
apresentarem propriedades biologicas adequadas, ainda tém diversas outras caracteristicas
tecnologica e economicamente relevantes, como por exemplo, a quitina consiste em residuos da
industria da pesca produzidos a partir do processamento da carapaca dos crustaceos (Dallan,

2005).

O alginato ¢ um polissacarideo natural extraido de algas, sendo utilizado nas industrias
farmacéutica e alimenticia e também na preparacao de matrizes poliméricas para a encapsulagado
de farmacos, macromoléculas e células. Esse material ¢ relativamente inerte, biocompativel,
biorreabsorvivel e resulta em géis de elevada porosidade com boas propriedades mucoadesivas,
sendo relevante sua aplicacdo na produgdo de varios dispositivos biomédicos comercialmente

disponiveis.

Algumas das propriedades dos dispositivos formados por quitosana e alginato, quando em
conjunto, podem ser melhoradas em relacdo as dos polissacarideos isolados, observando-se, por
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exemplo, maior estabilidade a variagdes de pH e maior eficiéncia na liberacdo controlada de
principios ativos (Wang et al., 2001). Além disto, a associagao de alginato a quitosana pode atuar
de maneira positiva na absor¢do dos fluidos das lesdes e ainda, reduzir o custo final dos

dispositivos.

Viarios grupos de pesquisas vém publicando trabalhos que enfocam o desenvolvimento de
matrizes de alginato e quitosana, justamente por sua alta aplicabilidade na éarea de curativos.
Neste contexto, no Laboratorio de Engenharia de Biorreagdes e Coldides da FEQ/Unicamp,
Rodrigues (2008) desenvolveu metodologias escalonaveis de preparagdo e efetuou a
caracterizagdo de membranas de quitosana e alginato contendo ou ndo o antibidtico bacitracina,
empregando condi¢des controladas de vazao e agitagao durante a mistura dos polissacarideos. Por
outro lado, Bueno (2010) estudou a adicdo de surfatantes bicompativeis (Tween 80, Span 80 e
Pluronic F68) a mistura polissacaridica visando a melhoria da distribuicdo das cadeias
poliméricas, ¢ o uso do reticulante covalente glutaraldeido ¢ dos compostos idnicos CaCl, e
(NH4)2SO4 a fim de melhorar as propriedades mecanicas das membranas de quitosana e alginato

para aplicacdes em feridas de pele.

A cicatrizagdo de feridas de pele, entretanto, depende de véarios fatores além do uso de
curativos, tais como: causa da lesdo, estado nutricional do paciente, nivel de manutengdo da
fungdo das areas afetadas, cuidados especificos com a area lesada, doengas associadas, além da
atitude positiva e cooperacdo do paciente. O tratamento da ferida deve, além de promover a
cicatrizagdo, ndo permitir maior perda de tecido, promover 6timas condig¢des caso procedimentos

ciriirgicos sejam necessarios, ser o mais indolor possivel e prevenir infec¢des (Bryant, 1992).

O uso de agentes bioativos diversos tem sido fundamental na prevencao e terapia de
infecgdes. Uma das estratégias que tem ganhado atengdo € o uso de metais nobres, sendo a prata
o mais utilizado. Atualmente, a prata tem sido aplicada no tratamento de infec¢des encontradas
em queimaduras, feridas abertas e tulceras cronicas (Atiyeh et al., 2007), sendo o composto

AlphaSan® RC2000 disponivel comercialmente empregado para este fim.

O AlphaSan® RC2000 é um agente antimicrobiano composto de 10% de prata, sendo
praticamente insoltivel em dgua. Apresenta-se como cristais em forma de cubo, com um tamanho
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médio de particula de cerca de um micrémetro. E constituido por uma rede tridimensional de
fosfato hidrogenado de zirconio, sodio e prata, com muitas cavidades equidistantes contendo
prata. Este material pode permanecer em suspensdo de forma estavel em misturas viscosas, o que
permite, a principio, que o mesmo possa ser adicionado aos complexos poliméricos formados

entre a quitosana e o alginato.

Assim, pelas razdes expostas anteriormente, buscou-se neste trabalho explorar o
desenvolvimento de curativos de quitosana e alginato contendo prata na forma de AlphaSan®
RC2000 para o tratamento de lesdes de pele. Para isso, os curativos foram produzidos,
esterilizados e caracterizados, e a prata liberada foi quantificada. Destaca-se que para a realizagao
deste trabalho contou-se com o apoio técnico da empresa LM Farma Industria e Comércio Ltda.
(situada em Sdo José dos Campos, SP), empresa esta especializada na produgdo de curativos e

outros produtos de uso clinico.
Em decorréncia da realizacdo deste trabalho, teve-se a produgao técnico cientifica de:

e Uma patente, cujo titulo foi de “Membranas de quitosana e alginato incorporando

farmacos”, submetida ao INPI em 19/10/2010 (processo ntimero: 018100039110);

e Um pedido de registro na ANVISA, submetido em 14/03/2011 (ntimero do protocolo:
25352.170781/2011-78);

e Um artigo aprovado para publicacdo nos anais do XVIII Simpdsio Nacional de

Bioprocessos.

1.1. Objetivos

Este projeto teve por objetivo geral contribuir para os trabalhos realizados no setor de
desenvolvimento de membranas para o tratamento de lesdes dérmicas, tendo como objetivos

especificos:



A incorporacio do AlphaSan® RC2000 como agente antimicrobiano em membranas

compostas de quitosana-alginato;

A avaliagio da influéncia do AlphaSan®™ RC2000 na estrutura ¢ na resisténcia

mecanica das membranas;

A comparagdo das caracteristicas das membranas de quitosana-alginato contendo
AlphaSan® RC2000 com as de amostras livres desse composto quanto ao

comportamento em solugdes aquosas;

A avaliagio da atividade microbicida residual do AlphaSan® RC2000 apos sua

incorporacdo nas membranas, da citotoxicidade in vitro associada as membranas.

A andlise da irritabilidade e sensibilidade dérmicas das membranas contendo o agente

antimicrobiano;

O estudo cinético de liberagdo da prata incorporada e a modelagem do perfil de

liberagao.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estrutura da pele

A pele corresponde a 15% do peso corporal do ser humano e ¢ um 6rgdo externo que
reveste e delimita o organismo. Tem como fun¢do principal a manuten¢ao do equilibrio do
organismo com o meio exterior, além de protegé-lo contra as agressdes do meio externo,
absorvendo parcialmente os raios ultravioletas (UV) e promovendo protecdo imunoldgica e
quimica. Através das glandulas presentes na pele sdo secretados eletrélitos e dgua, que atuam na
manutengao do equilibrio hidrolitico. A pele ¢ ainda capaz de sintetizar e metabolizar hormdnios
como a testosterona, progesterona, estrogenos e glicocorticdides, atuando também no controle da

temperatura corporea, em processos que envolvem vasoconstri¢do e vasodilatagao.

A pele é composta de duas camadas: a epiderme ¢ a derme. Abaixo delas estd o tecido
subcutaneo, denominado hipoderme ou paniculo adiposo (Blanes, 2004). A epiderme ¢
constituida por um tecido epitelial do tipo estratificado pavimentoso queratinizado, onde as
células se multiplicam na camada basal e migram no curso de sua diferencia¢do para as camadas
superiores. Nestas camadas, as células acumulam filamentos de queratina, morrem e passam a ser
consideradas “escamas” da matriz protéica, formando uma camada morta e acelular, a camada
cornea. Essa regido ¢ renovada a cada seis semanas. A derme, por sua vez, ¢ composta por um
tecido conjuntivo de natureza frouxa proximo ao epitélio e denso em sua por¢do mais profunda.
No tecido conjuntivo da derme existe uma gama de fibras colagenas e elasticas, além de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos. Separando a derme da epiderme existe uma lamina basal
composta, sobretudo de colageno tipo IV, laminina e proteoglicanos ricos em sulfato de heparan
(Junqueira e Carneiro, 2004). Nota-se, portanto, que sua estrutura ¢ bastante complexa, visto que
as células da superficie estdo constantemente substituidas por células da derme e, quando a pele
sofre uma lesdo, seu reparo ¢ considerado apenas uma aceleracdo do processo natural de

substitui¢do (Paul e Sharma, 2004).



2.2. Lesoes de pele

Uma lesdo ¢ definida como a interrup¢ao da continuidade de um tecido corpoéreo, em
maior ou em menor extensao, causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecanico ou

desencadeada por uma afeccdo clinica, que aciona as frentes de defesa organica contra o ataque

(Blanes, 2004).

Sua classificagdo constitui importante forma de sistematizagdo, sendo necessaria para o
processo de avaliagdo e tratamento. Assim, as feridas podem ser classificadas, de acordo com o

tempo de reparagdo do tecido, em agudas e cronicas (Santos, 2000).

As feridas agudas sdo originadas de cirurgias ou traumas e a reparagcdo ocorre em tempo
adequado, sem complicagdes. As feridas cronicas sdo aquelas que ndo sdo reparadas no tempo

esperado e apresentam frequentemente complicacdes.

O sistema de classificagdo por extensdo do dano tissular engloba feridas superficiais
(limitadas a epiderme), feridas com perda parcial (limitadas a epiderme e a por¢ao superior da
derme) e perda total (com destruicao da epiderme, derme e tecido subcutaneo, podendo invadir

musculos, tenddes e 0sso0s).

Outra forma de classificagdo refere-se as estruturas comprometidas, e consiste na
descri¢ao anatomica da profundidade da ferida. Este sistema ¢ adotado para o tratamento de

alguns tipos de feridas, como as ulceras por pressao e as queimaduras (Doughty, 1992).

Dentre os tipos de lesdes de pele de maior ocorréncia destacam-se as queimaduras.

2.2.1. Queimaduras

A queimadura ¢ um tipo de lesdo que pode afetar a pele e tecidos mais profundos,
podendo ser causada por agentes térmicos, quimicos, elétricos ou radioativos. Sua manifestagao
varia desde uma pequena bolha até formas mais graves capazes de desencadear respostas

sistémicas proporcionais a gravidade e extensao da lesdo. Pode ser classificada de acordo com o
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agente causal, a profundidade ou a extensdo. Este tipo de lesdo ¢ considerado um grande
problema nao somente pela gravidade quando agudas como também em relacdo as suas

importantes sequelas, que poderdo marcar para sempre a vida dos pacientes queimados.

A lesdo provocada por uma queimadura pode ser descrita com base na sua profundidade,
sendo classificada como de primeiro grau quando é comprometida apenas a epiderme,
apresentando eritema (coloracao avermelhada da pele ocasionada por vasodilatagdo capilar, que ¢
um sinal tipico da inflamacdo) e dor; de segundo grau, quando atinge a epiderme e parte da
derme, provocando a formacao de flictenas (elevacdo revestida por epitélio contendo liquido e
com mais de 1 cm de espessura); e de terceiro grau, quando envolve todas as estruturas da pele,
apresentando-se esbranquicada ou negra, pouco dolorosa e seca. Na escolha do tratamento, deve-

se considerar ndo s6 a profundidade da lesdo, mas também a sua fase evolutiva.

As queimaduras de primeiro grau, dependendo da extensdo, geralmente evoluem
rapidamente, regenerando-se em até cinco dias, sendo indicado uso de creme hidratante local. A
queimadura de segundo grau ¢ classificada como profunda, e a sua evolugcdo depende da
graduacdo de profundidade e da ocorréncia ou ndo de complicagdes, sendo as infec¢des uma das
causas mais freqiientes de piora tanto no ambito topico quanto no sistémico. As queimaduras de
segundo e terceiro graus requerem um processo de desbridamento que consiste na retirada de
tecidos desvitalizados. Esse processo pode ser demorado e necessitar de maior intervengao
dependendo da profundidade e extensdo da queimadura. Queimaduras classificadas inicialmente

como de segundo grau podem aprofundar-se se ocorrer coexisténcia de infec¢ao local.

As lesdes resultantes das queimaduras sdo isquémicas, como conseqiiéncia da trombose
causada pelo trauma. As queimaduras profundas apresentam trombose em todas as camadas da
pele atingidas. A diminui¢cdo da oxigenagdo nesses tecidos dificulta o crescimento dos capilares e
a cicatrizagdo da ferida, pois todos os tecidos humanos requerem oxigénio para que se
mantenham viaveis. Nas queimaduras profundas ha uma grande quantidade de tecidos necroticos,
o que facilita o desenvolvimento de infeccdo, pois esses tecidos fornecem nutrientes para as
bactérias que requerem pouco oxigénio para sua sobrevivéncia, consumindo-o e diminuindo

ainda mais a quantidade de oxigénio disponivel para os tecidos (Ward e Saffle, 1995).



Monetta (1990) afirma que cuidar de feridas ndo pode ser um processo automatico,
consistindo em um exercicio cientifico em que o profissional da area de satide deve atuar de
forma consciente, visando aplicar medidas que possam facilitar o processo de cicatrizagdo.
Inicialmente deve ser feita uma limpeza da ferida utilizando 4gua a temperatura ambiente,
assepsia rapida e utilizagdo prévia de um analgésico, se necessario. O desbridamento da ferida
deve ser efetuado quando partes de tecido necrosado estdo presentes, principalmente em
queimaduras de terceiro e segundo graus. Esse procedimento pode ser feito por meio de agente
topicos, cirurgia, meios mecanicos (com a utilizacdo de fric¢do realizada com gaze ou esponja
umidas), o que pode danificar o novo epitélio. Pode-se também utilizar meios biologicos, como a

utilizacao da larva de Lucilia sericata, que consome exclusivamente o tecido lesado.

A sulfadiazina de prata a 1% ¢ um dos agentes topicos mais utilizados no tratamento de
queimaduras, com a finalidade de desbridar e combater a infec¢ao local, sendo recomendada em
queimaduras de segundo e terceiro graus (Ferreira et al., 2003). Como efeitos colaterais do uso
deste composto tém sido relatados episddios de discreta leucopenia (diminui¢do da quantidade de
leucécitos) e de alergias em alguns pacientes (Ward e Saffle, 1995). Além disso sdo descritos
casos de inibi¢do da proliferagdo de queratinocitos e fibroblastos, retardando a cicatrizagdo da

ferida (Lee et al., 2005).

Ferreira et al.(2003) recomendam a utilizacdo de sulfadiazina de prata a 1% nos primeiros
dias de tratamento da queimadura, enquanto hé presenga de tecido necrotico ou infec¢ao. Esse
agente topico deve ser aplicado duas vezes ao dia em razdo da reducdo da prata. No entanto, ha
dificuldades para atender a essa recomendagdo quando este composto ¢ utilizado em curativos
oclusivos, em fun¢do do trauma fisico e emocional que cada curativo provoca no paciente ¢ do

alto custo dos recursos utilizados.

Dentre as diversas opgdes para tratamento de queimaduras tém sido também utilizadas
pomadas contendo enzimas e acidos graxos essenciais (AGE), como os &cidos linoléicos,
caprilico, vitamina A, E e lecitina de soja. Os AGE possuem a capacidade de modificar reacdes
inflamatorias e imunolédgicas, alterando funcdes leucocitarias e acelerando o processo de

granulacdo tecidual. Os AGE podem ser utilizados diretamente sobre o leito da ferida ou



embebidos em gases estéreis, devendo ser trocados no maximo a cada 24 horas. J& as pomadas
contendo enzimas como a colagenase, apresentam carater desbridante, estimulando indiretamente
a formagao do tecido de granulagdo e, posteriormente, a reepitelizacdo (Marinho, 1997). Outros
agentes topicos e solugdes utilizados no tratamento de queimaduras incluem carvao ativado,
acido acético a 0,5%, hipoclorito de so6dio a 0,5%, sulfametoxazol trimetoprima, peroxido de

hidrogénio a 3%, antibidticos e antiinflamatorios diversos, dentre outros.

Quando requerido, de acordo com Williams (2002), o desbridamento cirurgico deve ser
realizado logo apds o atendimento do paciente, uma vez que apds 7 a 10 dias, o processo
inflamatorio encontra-se no apice, com o fluxo sanguineo em seu maior nivel, sendo maior o
risco de hemorragias em procedimentos cirargicos. Apds essa etapa, € necessario o recobrimento
da area danificada, que tem as fun¢des de manter a umidade do local, a temperatura corpoérea do

paciente e diminuir as chances de contaminacdo do local afetado.

Nos ultimos anos, varios materiais biologicamente ativos e substitutos de pele t€ém sido
desenvolvidos. Embora um substituto ideal ainda nao esteja disponivel, esses produtos tém
superado desafios no tratamento de feridas de pele. Uma das alternativas ¢ a substituicdo do
tecido lesado por pele autdloga transplantada, visto que o tecido ideal para o recobrimento
dérmico ¢ a pele do proprio paciente (Limova, 2010). Porém, esse método pode ndo ser o mais
adequado em funcdo da eventual falta de um ponto de coleta de pele ou mesmo devido as
complicacdes e a morbidade a ele associado, visto que a retirada do tecido saudavel pode causar a

criacdo de outras feridas, equivalentes a uma queimadura de segundo grau (Atiyeh et al., 2005).

Quando a pele de um doador ndo esta disponivel ou quando a condi¢do do paciente ndo
permite o recobrimento com o tecido autdlogo, outra escolha como um curativo temporario ¢ a
pele obtida de cadaveres (Garfein et al., 2003). Porém, o transplante de pele de outro doador ¢ tdo
ou mais complexo do que transplantes de 6rgaos internos. Como a pele representa a interface do
organismo com o ambiente externo, as células especializadas na resposta imunoldgica podem
promover a rejeicao do tecido heterdlogo. Assim, a pele alégena constitui-se em um substrato de

recobrimento temporario, sendo rejeitada apds uma a duas semanas. Além disso, este método traz
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riscos de infec¢ao por virus como os da hepatite ou a AIDS para o individuo receptor, além de

nao ter boa aceitacao emocional por parte dos pacientes.

Nesse sentido, uma sinergia entre engenharia de materiais, nanotecnologia e engenharia
de tecidos vem surgindo no desenvolvimento de biomateriais para aplicagdes em lesdes como

queimaduras.

2.3. Biomateriais

Biomateriais sdo dispositivos que, de modo continuo ou intermitente entram em contato
com fluidos corpdreos, mesmo quando localizados fora do corpo (Lyman e Rowland, 1989). Tais
materiais sdo projetados para reparar e/ou reconstituir partes ou func¢des do corpo humano,

desempenhando fun¢des em contato com tecidos vivos.

O critério de selecao de biomateriais ¢ baseado principalmente na aplicagcdo a que estes se
destinam. Quanto ao tipo de material, os biomateriais podem ser produzidos a partir de polimeros
sintéticos, metais, ceramicas ¢ macromoléculas naturais (ex.: biopolimeros), sendo
manufaturados ou processados para se adequarem a utilizacdo em dispositivos médicos que

entram em contato intimo com proteinas, células, tecidos, 6rgaos e sistemas organicos.

Os biomateriais nao devem produzir qualquer resposta biologica adversa local ou
sist€émica, ou seja: o material ndo deve ser toxico, carcinogénico, antigénico ou mutagénico. Em
aplicagdes sangiiineas, eles devem também ser ndo-trombogénicos. As complica¢des oriundas
dos dispositivos implantados variam de acordo com a sua aplicagdo. Por exemplo, infec¢des e
biodegradacdo irdo afetar mais fortemente dispositivos que tém aplicacdes de longa duragdo,

como proteses permanentes e valvulas cardiacas.

A selecdo do material a ser utilizado deve levar em consideragdo as propriedades fisicas,
quimicas e mecanicas do material, além de sua interagdo com o meio no qual este desempenha
sua fungdo. Algumas das principais propriedades que devem ser levadas em conta sdo: resisténcia

mecanica, modulo de elasticidade, torsdo ou flexao e bioestabilidade.
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Uma importante aplicagdo dos biomateriais ocorre na area de curativos para o tratamento
de lesdes de pele de diferentes origens. Diversas pesquisas vém sendo realizadas nesse campo de
atuacdo visando a obtencdo de biomateriais com caracteristicas que proporcionem qualidade na

terapia e conforto ao paciente, além de custos competitivos.

2.3.1. Curativos

Devido as grandes mudangas ocorridas nas ultimas décadas, as industrias da érea
farmacéutica t€ém se empenhado em desenvolver produtos cada vez mais eficazes, especificos

para cada tipo de ferida e que sejam economicamente viaveis.

Os produtos para tratamentos de feridas podem ser divididos em dois grandes grupos:
agentes topicos e curativos. Agentes topicos sdo aqueles aplicados diretamente sobre o leito da
ferida ou destinados a limpeza ou prote¢ao da area em seu redor. Curativo, também chamado por
alguns autores de cobertura, ¢ o dispositivo que cobre uma ferida, com o objetivo de favorecer o
processo de cicatrizagdo e protegé-la contra agressoes externas, mantendo-a umida e preservando
a integridade de sua regido periférica. Normalmente os curativos sdo divididos em primarios,
quando usados em contato direto com o tecido lesado, e secundarios, quando colocados sobre o

curativo primario (Mandelbaum et al., 2003)

Um curativo deve idealmente prover um micro-ambiente imido que permita sua troca
sem causar traumas. Deve ter caracteristicas adequadas quanto a flexibilidade, transporte de gases
e a remocdo do excesso de exsudato, assegurando assim, um ambiente aerobico e a0 mesmo
tempo promovendo uma barreira funcional contra infec¢des, viabilizando também o isolamento

térmico da lesdo.

Os curativos atualmente disponiveis no mercado podem ser classificados como
convencionais, filmes de poliuretano, hidrocoldides, hidrogéis, curativos bioativos, curativos de

alginato e enzimaticos (Blanes, 2004; Dallan 2005; Giovanazzi, 2009).

Os curativos convencionais s3o os mais empregados, sendo constituidos

fundamentalmente de compressas de gaze. Podem ser utilizados também fazer a limpeza

12



mecanica diaria da lesdo, propiciando assim uma menor concentracdo bacteriana local e,

conseqiiente, a manuten¢ao da cicatrizagcdo (Doughty, 1992).

Os filmes de poliuretano revestidos com adesivo acrilico sdo semipermedveis, permitindo
a troca de gases como O, CO; e vapor de agua, sendo impermedveis, entretanto, a liquidos e
bactérias. Devido a sua transparéncia, permitem a inspe¢do continua da ferida assim como a
visualiza¢ao da insercao de catéteres. A pelicula de poliuretano recoberto possui propriedade
elastomérica e distensivel, sendo, portanto facilmente adaptavel a areas de contorno do corpo. O
adesivo acrilico € hipoalergénico, permitindo aderéncia somente a pele integra e ndo aderindo a
superficie imida, evitando o trauma durante a sua retirada. Sdo indicados para lesdes com muita
secrecdo. Entretanto, se nao for retirado adequadamente, pode lesar a pele. Os filmes de
poliuretano também ndo absorvem o exsudato proveniente da lesdo e ainda ndo aderem muito

bem na regido sacral ou em peles oleosas, o que se constituem em limita¢cdes de seu uso (Blanes,

2004).

Os curativos do tipo hidrocoloides, ao serem colocados em contato com a ferida,
interagem com o exsudato formando um gel que propicia o estabelecimento de um meio iimido
na superficie da ferida, que estimula a sintese do coldgeno e acelera o crescimento e a migragao
das células epiteliais. O gel evita a aderéncia a ferida e proporciona alivio da dor, por manter
umidas as terminagdes nervosas. A inibigdo do crescimento bacteriano ¢ potencializada pelo
microambiente acido promovido pela oclusdo com este tipo de curativo. Entretanto, esses tipos de
curativos podem ocasionar a maceracdo do tecido ao redor da lesdo, devido ao acumulo de
secrecao durante o periodo entre as trocas, podendo levar ao aparecimento de um tecido de

granulacdo exuberante (Stashak, 2004).

Os hidrogéis sdo géis transparentes, formados por redes tridimensionais de polimeros e
copolimeros hidrofilicos contendo de 78 a 96% de agua, além de uretanos, polivinil pirrolidona e
polietileno glicol. Absorvem a secrecdo da regido lesada, o que promove a redugdo da
viscosidade do gel que, conseqiientemente, se torna liquido e libera 4gua na superficie do

ferimento (Lionelli, 2003).
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Os curativos bioativos contém substancias que interferem diretamente nas fases da
cicatrizagdo, promovendo a aceleragdo da mesma. Sao indicados somente em situagdes especiais

e tém o alto custo como sua maior limitacao de uso.

Foram também desenvolvidos curativos antiodor (ex.: CarboFlex® da ConvaTec®), com o
intuito de amenizar o mal cheiro que alguns ferimentos produzem. Estes sdo constituidos por
duas camadas absorviveis: uma interna de carvao ativado, com inclusdo ou ndo de prata (como
agente bactericida) e uma externa semipermeavel (de nylon, curativo em filme ou espuma de
polimeros). Secrecdes, bactérias e gases sdao absorvidos e neutralizados pelo curativo. Apos o
curativo estar completamente imido, perde a sua fungdo redutora de odor e deve ser trocado

(Blanes, 2004).

Dentre os curativos enzimaticos (ex.: Kollagenase® da Cristalia®), destacam-se os que
contém papaina (ex.: Panafil® da Healthpoint®), uma enzima proteolitica retirada do latex do
mamao papaia (Carica papaya). Esta enzima, cujo sitio ativo ¢ portador de um radical sulfidrila
(SH), torna dificil sua associagdo com outro recurso terapéutico, visto que a mesma sofre
oxidagdo pela substituicio do enxofre por derivados de ferro, oxigénio e iodo. Sua agdo
fundamenta-se na lise de proteinas, resultando em desbridamento quimico. Por ser uma enzima
de facil deterioragdo, os curativos que a contém devem ser sempre mantidos em lugar fresco,
seco, ventilado e protegido da luz. Tais curativos sdo utilizados no amolecimento e remogao de
tecido desvitalizado, particularmente em pacientes nos quais esses tecidos sdo produzidos logo

apods o desbridamento cirurgico (Lionelli, 2003).

De acordo com Yudanova e Reshetov (2006), novos curativos t€ém sido desenvolvidos
com caracteristicas diferenciadas dos tradicionais tanto em concep¢ao como em propriedades.
Polimeros naturais, principalmente polissacarideos e proteinas, vém sendo muito utilizados no
desenvolvimento destes novos curativos, pois apresentam alta biocompatibilidade,
biodegradabilidade e frequentemente, atividade fisioldgica. Como exemplo de compostos
pertencentes a esse grupo de biopolimeros pode-se citar a celulose e seus derivados

(metilcelulose, carboximetilcelulose), o hialuronato, a carragena, a pectina, a Xxantana, a
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fucoidina, a zosterina, a goma arabica, o tragacanto (exsudato gomoso extraido de plantas do

género Astragalus), o polilactato, a quitosana e o alginato.

2.4. Biopolimeros

Os biopolimeros sdao materiais poliméricos cuja matéria-prima principal para sua
manufatura ¢ uma fonte de carbono renovavel. O aumento da demanda destes compostos por
parte do mercado cresceu principalmente devido ao aumento da sensibilizacdo para a polui¢do
ambiental. Segundo a Global Markets Direct (2009), o mercado dos biopolimeros devera crescer

em 27,18% no periodo de 2008 a 2015.

Esses materiais apresentam uma grande diversidade de aplicagdes no campo da
engenharia de tecidos, na medicina regenerativa e em dispositivos médicos. Exemplos de
sistemas constituidos de biopolimeros sdo: implantes ortopédicos, valvulas cardiacas,
marcapassos, bioeletrodos, biossensores, lentes de contato, sistemas de liberacdo controlada de

medicamentos e curativos para pele, dentre outros.

As trés grandes classes de biopolimeros sdo: polissacarideos, acidos nucléicos e proteinas.
Os polissacarideos, em particular, possuem diversos papéis em organismos vivos € na natureza
como um todo, sendo elementos-chave em processos bioldgicos. Esses materiais possuem muitas
caracteristicas vantajosas como sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e atividade biologica.
Os polissacarideos sdo muito importantes devido a sua solubilidade e propriedades tecnologicas,

como gelificacdo, emulsificagdo e propriedades de hidratagdo, dentre outras.

Sdo geralmente obtidos por biossintese em plantas, animais e bactérias como, por
exemplo, o 4cido hialuronico, a gelana e a xantana, respectivamente. Muitos desses
polissacarideos sdo considerados 6timos candidatos para aplicacdes biomédicas, destacando-se o

alginato e a quitosana (Rinaudo, 2008), com uso ja estabelecido em variadas aplicagdes.
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2.4.1. Quitosana

A quitina ¢ um co-polimero composto por unidades N-acetil-glucosamina e N-
glucosamina distribuidas aleatoriamente e por meio de sua desacetilacdo ¢ obtida a quitosana. A
estrutura primdria da quitosana ¢ praticamente idéntica a da quitina e o que as diferencia ¢ a
predominancia de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose na quitosana. A estrutura quimica
da quitosana ¢ indicada na Figura 2.1. Vale ressaltar que os residuos de D-glucosamina e N-
acetilglucosamina sdo encontrados também em tecidos de mamiferos (Khan et al., 2000), fato

que refor¢a ainda mais seu carater de alta biocompatibilidade.

(b) (c)

Figura 2.1 — Estrutura quimica da quitosana (a) e suas unidades N-acetil glicosamina (b) e D-

glicosamina (c).

A desacetilacdo da quitina pode ser realizada por processos quimicos ou enzimaticos,
porém esses ultimos ndo sdo empregados em escala industrial, devido aos custos elevados de
extragdo das desacetilases bem como sua baixa produtividade. Além disso, apenas quitinas pouco
cristalinas e de baixa massa molar sdo susceptiveis a hidrolise enzimatica. A fusdo alcalina
promove acentuada desacetilacdo, mas ¢ acompanhada de severa despolimerizagdo, o que limita

fortemente sua aplicacdo. A desacetilacio homogénea também tem sua aplicacdo limitada,
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principalmente devido a baixa eficiéncia e aos prolongados tempo de reacdo. A desacetilagao
heterogénea ¢ a mais utilizada para a obten¢do de quitosanas de grau intermedidrio de acetilagdo.
Nesse tipo de desacetilacdo sdo empregadas solucdes aquosas alcalinas, altas temperaturas e
intervalos prolongados (Izume ef al., 1992) e a reagdo ocorre preferencialmente na regido amorfa

do polimero, deixando a regido cristalina intacta (Aranaz et al., 2009).

A completa desacetilagdo da quitina raramente ¢ realizada, pois sdo necessarias muitas
reacOes consecutivas, que favorecem a sua progressiva despolimerizacdo (Dallan, 2005).
Geralmente, o grau de desacetilagdo da quitosana comercial varia de 70 a 95%, e sua massa

molar encontra-se na faixa de 10* a 10° g.mol™ (Malafaya et al., 2007).

O grau médio de acetilagdo define a porcentagem de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose presentes nas cadeias do polimero. Nao ha limites bem definidos em termos dos
contetdos de wunidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose para a distingdo de quitina e quitosana. Em geral, o termo quitosana refere-se as

moléculas que contém ao menos 50% de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose.

Em funcdo de suas composi¢des distintas, os polimeros quitina e quitosana, exibem
propriedades bem diferentes. Ao contrario da quitina, a presenc¢a de grupos amino livres ao longo

da cadeia de quitosana permite que esta macromolécula seja solivel em solugdes aquosas diluidas

de varios acidos devido a protonag@o dos grupos amino (- NH; ) e a consequente repulsdo inter e

intramolecular das cadeias poliméricas (Aranaz et al., 2009). As solugdes de acido acético e

cloridrico sdo as mais comumente empregadas para este fim (Shamov et al., 2002).

A carga elétrica liquida da quitosana em meio acido ¢ um importante parametro. Esse
composto se comporta como um polieletrdlito, apresentando alta densidade de cargas positivas
(uma por unidade de glicosamina). Uma vez que biomoléculas como proteinas, polissacarideos
anidnicos, acidos nucléicos e acidos graxos, dentre outras, podem apresentar grupamentos de
cargas negativas em suas moléculas, freqlientemente verifica-se aprecidvel interagdo destas com a

quitosana, o que explica sua atividade sobre as mesmas.
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A quitosana ¢ um excelente floculante devido a presenca do grande numero de grupos
amino em sua estrutura, os quais podem interagir com coldides carregados negativamente. Como
exemplo, tem-se a facilidade de aderéncia da quitosana em polimeros naturais como o cabelo e a
pele, constituidos por proteinas e mucopolissacarideos com cargas negativas. Outra importante
propriedade da quitosana refere-se a sua capacidade de complexacdo com diversos ions
metalicos, sendo, deste modo, util na quelagao do ferro, cobre e magnésio. Tal fato possibilita sua
utilizacdo em processos de remocdo de ions de metais pesados toxicos, tais como prata, cddmio,
mercurio, chumbo, niquel e cromo que se encontrem em niveis acima dos limites de tolerancia

e/ou permitidos (Dallan, 2005).

Comercialmente, a quitina e a quitosana sdo obtidas de carapagas de crustaceos, como
caranguejos e camardes (Khor e Lim, 2003), sendo sintetizadas em um total de aproximadamente
1 bilhdo de toneladas por ano e biodegradadas sem aciimulo excessivo na natureza. A estimativa
mundial para a producdo industrial de quitina a partir de carapagas de crustiaceos ¢ de 50.000
toneladas por ano. Somente a producdo de crusticeos nos Estados Unidos (150.000 t de
camaroes, 25.000 t de lagostas e 85.000 t de caranguejos) ¢ capaz de fornecer matéria-prima para

a producdo anual de aproximadamente 15.000 toneladas de quitina (Pradella, 2006).

Comercialmente, a quitina e a quitosana sdo produzidas, principalmente, na India, no
Japdo, na Polonia, na Noruega, na Australia e na China, sendo que o valor de mercado da
quitosana depende diretamente de fatores relacionados as suas caracteristicas fisico-quimicas,

bem como da sua aplicagdo final (Pradella, 2006).

A quitosana exibe diversas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas interessantes, como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioatividade, e tem varias aplicagcdes em diferentes
campos, conforme ja mencionado, como por exemplo, no tratamento de dgua ndo potdvel, na
agricultura, na formulagdo de cosméticos, no processamento de alimentos e em aplicacdes
biomédicas (Almeida, 2009), o que vem despertando interesse na comunidade cientifica mundial.
No entanto, o reconhecimento de seu valor cientifico ndo apareceu logo apos sua descoberta e

sim ap0s o conhecimento de suas propriedades (Kurita, 2006).
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No campo de aplicagdes biomédicas, ¢ amplamente estudada, e suas interagdes especificas
com componentes da matriz extracelular e fatores de crescimento tém levado ao aumento de sua
utilizacdo na 4area de engenharia de tecidos, como no reparo da pele, ossos e cartilagens. Testes
clinicos mostram que biomateriais baseados em quitosana ndo resultam em reagdes alérgicas no

corpo humano apo6s implantacdo, inje¢o, aplicacdo topica ou ingestao (Khor e Lim, 2003).

A quitosana ¢ facilmente hidrolisada por varias quitosanases, as quais sao completamente
ausentes em mamiferos, porém, dependendo do grau de acetilacdo, a quitosana pode ser
hidrolisada pela lisozima, o que possibilita sua degradagdo no organismo humano e permite seu
uso como biomaterial biorreabsorvivel. A lisozima tende a degradar as ligacdes entre os grupos
N-acetil D-glucosamina muito mais rapido do que degrada os grupos D-glucosamina, e a
degradagdo da quitosana leva a liberagdo de amino-actcares que podem ser incorporados nas
rotas metabdlicas de glicosaminoglicanas e glicoproteinas, ou simplesmente excretados pelo
organismo (Aiba, 1992). Os oligdbmeros de N-acetil-D-glicosamina, os produtos da degradacao
enzimatica da quitosana, apresentam propriedades cicatrizantes e antimicrobianas (Almeida,

2009).

Além de ser um polimero bioativo, a quitosana ¢ um agente homeostatico, que apresenta
propriedades anti-trombogénicas. Também possui a capacidade de estimular o sistema imune do
organismo contra infecgdes virais e bacterianas. Finalmente, favorece a regeneracdo de tecidos
moles (como a pele) e duros (como por exemplo, os 0ssos) (Muzzarelli, 1993; Muzzarelli ef al.,

1994).

Foi observado que os oligossacarideos da quitosana tém efeito estimulatoério nos
macrofagos e, tanto a quitina como a quitosana sao quimiotaticos para neutrdfilos, estimulando a
formacdo de tecido de granulacdo e acelerando a reepitelizacdo. Para a utiliza¢do da quitosana na
cura de feridas, sua interacdo com as células presentes na pele ¢ fundamental. Experimentos
realizados por Chatelet et al.(2001) demonstraram que a proliferacdo dos queratindcitos sobre
membranas de quitosana esta relacionada com o grau de acetilacdo das mesmas, sendo que uma

menor acetilacdo favorece o crescimento dos queratindcitos. No mesmo ano, Howling et al.
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(2001) demonstraram que o crescimento de fibroblastos ¢ favorecido quando o meio de cultura

(DMEM) possui quitosana dissolvida (5-500 /mL), com grau de acetilacdo por volta de 15%.

A quitosana pode ter ainda seu uso ampliado quando combinada com outros materiais,
por exemplo: heparina (He et al., 2007), xantana (Veiga, 2009) e alginato (Rodrigues, 2008;
Bueno, 2009; Meng et al., 2010), dentre outros.

2.4.2. Alginato

O alginato ¢ um polissacarideo natural extraido de algas marrons (Macrocystis pyrifera).
Desde que foi descoberto por Stanford em 1881, tem sido utilizado em varios tipos de industrias,

como alimenticias, téxteis e farmacéuticas (Qin, 2008).

Para a extragdo do alginato, as algas marinhas s3o moidas e agitadas em uma solugdo de
pH basico aquecida, usualmente de carbonato de s6dio. O processo de extragdo consiste em
converter os sais insoliiveis em agua (alginato de calcio e magnésio) em alginato de sodio, que ¢é
soluvel em agua. O alginato de sodio ¢ entdo diluido e os residuos das algas sdo removidos por
filtragdo. O biopolimero pode estdo ser recuperado da solugdo por meio da adi¢do de um sal de
calcio. Isso faz com que haja formagao de alginato de célcio insolivel. Apds sua recuperacao, um
acido ¢ entdo adicionado para converté-lo a acido alginico, o qual ¢ separado facilmente da
mistura. O acido alginico passa entdo por um processo de filtragdo para retirada de parte do
liquido presente. Adiciona-se entdo carbonato de sddio até converté-lo a alginato de sodio. A
pasta de alginato de sodio resultante pode ser extrudada em pellets que sdo entdo secos € moidos

(McHugh, 2003).

O alginato ¢ composto por duas diferentes unidades repetitivas, (1,4)-a -L-guluronato
(unidade G) e (1,4)-B-D-manuronato (unidade M), em variadas propor¢des e arranjos sequenciais

(Saether et al., 2008), conforme indicado na Figura 2.2.

O alginato na presenca de cations multivalentes, tem a capacidade de formar géis. As
propriedades gelificantes deste composto resultam da ligagdo cooperativa de cations divalentes

com os blocos homopoliméricos dos residuos do guluronato, os blocos G. Dentre os cétions
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divalentes mais frequentemente utilizados, destacam-se o magnésio, o célcio, o estroncio e o
o . , . , + . .

bario, sendo mais comumente empregado o calcio. Os fons Ca’" localizam-se nas cavidades

eletronegativas, e as interacdes i0nicas entre os blocos de guluronato e os cations causam a

formagao de um gel termoestavel resistente.
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Figura 2.2 - Estrutura quimica do alginato, na qual as letras M representam os residuos de

manuronato e G, os residuos de guluronato (adaptado de Rodrigues, 2008).

De acordo com Dealey (1994), nos ultimos 50 anos o alginato tem sido muito utilizado
em curativos como géis, espumas e no recobrimento de feridas. A capacidade de gelificagdo dos
alginatos auxilia na remog¢do das coberturas preparadas a partir deste composto, uma vez que
estas nao aderem no leito da lesdo, o que diminui a dor e o trauma associados as trocas de
curativo. A utilizagdo de curativos contendo alginato em pacientes queimados pode promover
reducdo da dor pelo bloqueio dos terminais nervosos, e acelerar o processo de cicatrizagcdo dos

sitios doadores de pele para enxerto (Paul e Sharma, 2004).

Quando em solucdo ¢ em determinadas condigdes de pH, o alginato possui residuos
carboxilicos (-COQ) livres, ou seja, carga liquida negativa, sendo capaz de interagir ionicamente
com outros polimeros com carga liquida positiva, como por exemplo a quitosana, e formar um
complexo de polieletrolitos (PEC) com propriedades adequadas visando a produgdo de curativos

e de outros dispositivos biocompativeis e biodegradaveis, conforme discutido a seguir.
21



2.4.3. Complexos de polieletrélitos de quitosana e alginato

Os polieletrélitos sao macromoléculas que possuem um consideravel numero de grupos
funcionais que podem se tornar carregados em condi¢des apropriadas de pH. As moléculas
podem constituir-se de polications ou polianions, sendo sua carga elétrica dependente da natureza

dos seus grupos funcionais (Simsek-Ege et al., 2003).

Diferentes caracteristicas em um PEC podem ser obtidas conforme variam as
propriedades quimicas dos polimeros, como massa molar, flexibilidade, densidade de cargas,
hidrofilicidade e hidrofobicidade e também variando as condi¢gdes de reagdo entre os polimeros,
como pH, forga idnica, concentragdo, taxa de reacao e temperatura (Rodrigues, 2008; Sankalia et

al., 2007; Wang et al., 2002).

Conforme ja4 mencionado, a quitosana e o alginato sdo polieletrdlitos de cargas liquidas
opostas, positivas e negativas, respectivamente. Os grupos carboxilicos do alginato podem
interagir ionicamente com o0s grupos amino protonados da quitosana, formando um PEC.
Comparado com os polimeros isoladamente utilizados, o PEC formado de quitosana-alginato ¢
flexivel, possui uma menor tendéncia de intumescimento, melhora a estrutura e a resisténcia a

dissolu¢do a baixos valores de pH (Li ef al., 2008).

O pH afeta drasticamente o comportamento do complexo de quitosana-alginato, como
mostrado na Figura 2.3. Em condi¢des de elevado pH, a interacdo entre o alginato e a quitosana ¢
comprometida, assim como em baixo pH. Isso ocorre porque hé preponderancia de ionizacao do
alginato e da quitosana isolados, respectivamente, nestas condi¢des. Para promover a formagao
de um PEC estavel, Cardenas et al.(2003) propdoem o ajuste do pH para 5,28, valor intermediario
aos valores de pK, da quitosana (pK,= 6,5) e do alginato (pK, entre 3,4 a 4,4) (Yan et al., 2000),

garantindo que a quitosana esteja potencialmente protonada e o alginato, desprotonado.

Os complexos polieletrdlitos podem ser reforcados, em relagdo a resisténcia mecanica,

através da adi¢do de ions, induzindo a formagdo de sistemas ligados ionicamente, como por
, ++ . . . .

exemplo, pelo ion Ca ', que pode ser adicionado em complexos contendo alginato ou pectina

(Berger et al., 2004).
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Meio basico

Proximo a neutralidade

Figura 2.3 - Efeito do pH no complexo de polieletrélitos formado por quitosana e alginato. Os
circulos representam as interagdes iOnicas entre as cargas negativas do alginato e as cargas

positivas da quitosana (adaptado de Rodrigues, 2008).

Os complexos de quitosana e alginato podem ser obtidos por meio da produgdo controlada
de coacervados das matérias-primas e em sua moldagem e secagem apds reticulacdo idnica em

solugdo aquosa de cloreto de célcio. Yan ef al.(2000) sugerem que a mistura deve ser feita sob
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condi¢gdes controladas de temperatura e agitacdo da mistura. Sugerem também que a taxa de
adicao da solucao de quitosana na de alginato seja lenta para prevenir a formacao de membranas

interfasicas, possibilitando que a reagdo entre os polimeros seja completa.

Diante disso, Rodrigues (2008) avaliou diversos parametros na forma¢do de complexos
polieletrdlitos de quitosana e alginato, tais como: a concentra¢dao das solugdes poliméricas (a de
alginato variou de 0,25 a 0,5% m/v e de quitosana de 0,5 a 1,0% m/v), a taxa de agitacdo (de 100 a
500 rpm), a taxa de adicdo da solugdo de quitosana (de 20 a 40 mL/h) a de alginato e o volume
de CaCl, (de 0,5 a 1,0 mL) para a reticulagdo primaria. A mistura foi realizada em um reator de

vidro encamisado seguida de uma etapa de desaeragdo e secagem.

Nesse sentido, visando o aumento de escala e melhoria das propriedades mecanicas da
membrana, Bueno (2010) propds modificagdes para o trabalho de Rodrigues (2008). A taxa de
agitacdo variou de 500 a 1000 rpm, a taxa de adicdo da solug¢do de quitosana de 120 a 160 mL/h
e 3,6 mL de CaCl, foram utilizados para a reticulagdo i6nica. Bueno (2010) estudou também o
efeito da adigdo de surfatantes (Tween 80, Span 80 e Pluronic F68) e de outros reticulantes, como
glutaraldeido e (NH4),SO4, ao complexo polieletrdlito, a fim de obter membranas mais resistentes

e com melhores propriedades para serem utilizadas em curativos.

Dessa forma, além do uso como agente espessante na industria de alimentos, em
aplicagdes em cultivo celular, como trocador de ions para remover metais pesados provenientes
de residuos industriais e em sistemas de liberacdo de produtos farmacéuticos, dispositivos
isolados e em conjunto de quitosana e alginato podem ser utilizados no tratamento de feridas

(Paul e Sharma, 2004; Li et al., 2008).

De acordo com Paul e Sharma (2004), o complexo de quitosana e alginato pode ser
empregado para a producdo de membranas flexiveis, finas, transparentes e mais eficientes nos
tratamentos de lesdes do que os curativos convencionais. Assim, a incorporagdo de farmacos,
como compostos contendo prata, em membranas de quitosana e alginato consiste em uma
estratégia relevante para aplicagdes de membranas obtidas pelo uso destes polissacarideos como

curativos em feridas infectadas.
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2.5. Uso da prata como agente antimicrobiano em lesdes dérmicas

O objetivo em um tratamento de lesdes de pele € a cura total e a re-epitelizagdo rapida a
fim de prevenir a ocorréncia de infec¢des. Uma das estratégias mais comumente empregadas para
combater a ameaca de infecgdo bacteriana é o uso de metais nobres com atividade antimicrobiana
como, por exemplo, a prata. H4 muitos anos, a prata ¢ conhecida pelas suas propriedades
antimicrobianas. Em 1000 D.C, as propriedades antimicrobianas da prata eram utilizadas para se
obter agua potavel. H4 séculos, os compostos de prata também tém sido explorados na area
médica. No século XIX eram utilizados como remédios populares para o tratamento de tétano e
reumatismo ¢ antes mesmo do advento dos antibidticos no século XX, tais compostos ja eram
usados no tratamento de resfriados e de gonorréia. A prata tem sido aplicada hd muitos anos no
tratamento de infec¢des encontradas em queimaduras, feridas abertas e tlceras cronicas (Atiyeh

etal.,2007).

A prata é descrita como oligodinamica, por apresentar atividade microbicida em baixas
concentragdes. Dibrov et al. (2002) apontam que baixas concentra¢des de prata induzem uma
dispersdo protonica através da membrana bacteriana, resultando na morte celular. Percival et al.
(2005) sugerem que a ligagdo na superficie e o dano nas fungdes principais da membrana celular
sd0 os principais mecanismos de acdo da prata como microbicida. Na presencga de exsudatos ou
outras secre¢des, a prata se ioniza e torna-se reativa, ligando-se a moléculas negativamente
carregadas, como alguns componentes das membranas celulares. Além disso, a prata causa o
envenenamento de enzimas e de componentes do sistema de transporte de elétrons (Hermans,
2007). A acdo inibitoria da prata pode ser atribuida a sua forte interagdo com grupos tiol,
presentes nas enzimas respiratorias das bactérias. Sua interagao com grupos sulfidrila livres pode,
também, levar a inativa¢do da enzima fosfomanose isomerase (Kirsner ef al., 2001; Atiyeh et al.,
2007). A prata ainda pode interagir com as proteinas estruturais e preferencialmente, se ligar com

as bases do DNA, inibindo a replicagdo do mesmo.

Além disso, diversos estudos clinicos e experimentais alegam que os curativos de prata
promovem a cicatrizacdo de feridas por meio da promocdo de hemostasia, reduzindo a

inflamacdo e melhorando a re-epitelizagdo e a vascularizagdo. Com relacdo a hemostasia, estudos
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apontam o aumento da concentragao de calcio local. Com relagdo a inflamagdo, a prata tem a
habilidade de inibir a formac¢ao de matrizes de metaloproteinases. Estas proteinas tendem a
aumentar em muitas feridas cronicas e podem impedir a cicatrizag@o, pois degradam o colageno

(Qin et al., 2006; Hayes e Toner, 2007).

Para que a prata esteja biologicamente ativa, ela deve estar na sua forma soluvel como
Ag" ou aglomerados de Ag’. A eficiéncia de um curativo que contém prata ¢ determinada pela
quantidade total solubilizdvel de prata e ndo pela quantidade contida no curativo (Dunn e
Edward-Jones, 2004). Os ions prata sdo muito eficazes contra uma grande variedade de bactérias
gram-negativas e gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina

(MRSA) e enterococos resistentes a vancomicina (VRE) (Wright et al., 1998; Leaper, 2006).

A liberag@o da prata nos curativos quando em contato com os exsudatos das lesdes pode
ocorrer por meio de trés mecanismos: pela troca dos ions prata com os ions sodio e calcio
encontrados no exsudato, pela quelacdo dos ions prata com moléculas de proteinas presentes no
exsudato, e pela migragdo das particulas de prata, que podem se destacar da matriz do curativo e

serem transportadas para o exsudato (Qin, 2005).

Muitos produtos tém incorporado agentes antibacterianos contendo prata, como o nitrato
de prata e a sulfadiazina de prata. Curativos como o Acticoat' ™ ¢ o Silverlon® liberam de forma
controlada particulas nanocristalinas de prata em determinados tipos de feridas. Esse tipo de
liberacdo permite que o curativo seja trocado com menos freqiiéncia, reduzindo o risco de
contaminagdo durante as trocas, além de diminuir o desconforto do paciente. O Actisorb Silver
220 (da Johnson & Johnson) é um curativo de carvdo ativado ao qual a prata estd ligada. O
funcionamento do Actisorb consiste em adsorver as bactérias na matriz de carvdo, onde sdo

mortas pela prata (Miiller et al., 2003).

Embora a disponibilidade de curativos comerciais contendo prata seja alta, existem
davidas sobre o mecanismo de atuacdo dos mesmos, por exemplo, em relagdo a taxa de liberacao
da prata do curativo, se as eventuais reagdes inflamatérias observadas e que prejudicam a
cicatrizacdo da ferida sdo originadas dos compostos a base de prata ou da matriz que os
incorpora, ou entdo sobre o nivel de penetracdo do agente antimicrobiano na ferida. Como
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exemplos suplementares de curativos contendo prata, pode-se citar curativos como o Aquacel-Ag
(Convatec, Skillman) e as fibras de nylon com prata impregnada em carvao (Canada et al., 2003)
que necessitam que haja uma hidratacdo para que o ion prata seja deslocado da matriz, levando a
uma liberagdo mais lenta do agente antimicrobiano (Mishra et al., 2007). Por outro lado, tém-se
os curativos revestidos com prata que resultam em baixa concentragdo do ion no leito da lesdo
(Atiyeh et al., 2007). Ja os sais de prata hidrossoluveis se solubilizam muito rapidamente em
contato com o exsudato (Freeman ef al., 2007), liberando a prata logo no inicio do tratamento, o
que faz com que trocas freqiientes do curativo sejam necessarias. Da mesma forma, tém-se as
particulas nanocristalinas de prata que normalmente langam inicialmente uma grande quantidade
de prata no leito da lesdo, muitas vezes sob a forma de flocos, que podem levar a irritacdo da

ferida.

Uma das maiores aplicagdes da prata ¢ a combinagdo com a sulfadiazina para uso como
um agente antimicrobiano no tratamento de queimaduras (Hollinger, 1996). A sulfadiazina de
prata ¢ um composto de nitrato de prata e sulfadiazina de sodio, efetivo contra uma ampla
microbiota de gram-negativas como Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella sp e Pseudomonas
aeruginosa, além de apresentar também atividade contra bactérias gram-positivas como
Staphylococus aureus e Candida albicans. E facilmente aplicada e removida e ndo provoca dor.
E absorvida pela pele, onde forma reservatérios de fons prata e é liberada nos tecidos adjacentes.
Como conseqiiéncia disso, causa diminui¢do de globulos brancos do sangue (leucopenia),
descoloragdo da pele devido a deposicao da prata (argyria), peroxidagdo lipidica no figado e rins,
perda de identificagdo celular, redug¢do da capacidade de proliferagdo e alteragdes degenerativas
nas organelas citoplasmaticas e do nucleo (Lansdown, 2002; Ferreira et al., 2003). Yu et al.
(2005) produziram esponjas de quitosana e alginato incorporadas com sulfadiazina de prata a
partir de uma solug¢do de quitosana e alginato que foi liofilizada e reticulada com sulfato de
calcio. A presenga de macroporos torna esse material permeavel a microrganismos de forma que
o mesmo poderia ndo proteger eficientemente a lesdo de nova contaminacao caso o efeito do

farmaco cesse ao longo do tratamento.

Diante disso, novas tecnologias tém sido desenvolvidas como alternativa aos dispositivos

que contém compostos antimicrobianos que causam reagdes citotoxicas (Lansdown, 2002). Nesta

27



categoria podem ser citados os curativos MaxSorb® Extra Ag (Medline Industries, Inc), Select
Silver (Milliken & Medical), a espuma de poliuretano Comfeel (Coloplast Co.) e as fibras de
alginato com prata Invacare (Invacare Co.). Estes materiais, no entanto, sdo formulados na forma
de fibras, muitas vezes requerendo o uso de curativos secundérios (como ¢ o caso das fibras
compactadas dos absorventes MaxSorb® Extra Ag e Invacare) para possibilitar sua fixagdo na
regidio lesada. Todos contém em suas composi¢des o AlphaSan®, um composto de prata

inorgénico e insolivel em dgua, que ndo apresenta efeitos colaterais como a sulfadiazina de prata.

2.5.1. AlphaSan® RC2000

O AlphaSan® ¢ uma familia de compostos contendo prata. Comercialmente, ¢ encontrado

como AlphaSan® RC5000, AlphaSan® RC7000 ¢ AlphaSan® RC2000.

O AlphaSan® RC5000 contém aproximadamente 3,8% de prata, e sua formula molecular
¢ AgoisNags7Ho25Zr2(POs)s. O AlphaSan® RC7000 constitui-se de uma blenda de 31% de
AlphaSan® RC2000 e 69% de 6xido de zinco. O AlphaSan® RC2000 ¢ um aditivo antimicrobiano
com 99% de pureza, cuja formula molecular ¢ Agp46Nag20Ho25Z12(PO4);. Assemelha-se a cristais
em forma de cubo, com um tamanho médio de particula de cerca de um micrdmetro. Na Figura
2.4 esta apresentada a estrutura do AlphaSan® RC2000, que consiste em uma forma romboédrica
de fosfato hidrogenado de zirconio de sddio NaZr,(PO4); com muitas cavidades eqiiidistantes
contendo prata (Milliken Chemical, 2002). A porcentagem de prata neste material ¢ de 10% em

peso.

O AlphaSan® RC2000 ¢ um composto em pd, de coloragio esbranquicada, inodoro, nio
explosivo, estavel a temperatura ambiente e praticamente insoluvel em agua (2,6 x 10 g/L a
20 °C) (AlphaSan® RC2000: Material Safety Data Sheet, 2002). Em testes com ratos de linhagem
Sprague-Dawley CD, foi observada baixa toxicidade do composto por via oral e nasal e nenhuma

toxicidade quando em contato com a pele (NICNAS, 2004).
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A prata ¢ liberada desse composto por meio da troca idnica com os ions s6dio. Em contato
com o sddio presente no exsudato de feridas, o AlphaSan® libera de forma continua os fons prata,

provendo protecdo contra um amplo espectro de bactérias e fungos.

O AlphaSan® pode permanecer em suspensdo em misturas viscosas, nio sendo observada
incompatibilidade deste com outros materiais (Milliken Chemical, 2002), o que possibilita que o

mesmo possa ser adicionado aos complexos poliméricos formados entre a quitosana e o alginato.
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Figura 2.4 — Estrutura tridimensional do AlphaSan®. M representa os ions metalicos sédio, prata

e hidrogénio.

Dessa forma, de acordo com as propriedades ja mencionadas de membranas de alginato e
quitosana como curativos, uma alternativa visando uma melhoria de suas caracteristicas seria
incorporar o AlphaSan®, a fim de se obter produtos com atividade antimicrobiana e que
simultaneamente atuem no sentido de melhorar a cicatrizagdo em fung¢do dos componentes

polissacaridicos.

Nesse sentido, foi escolhido o AlphaSan® RC2000 dentre os diversos compostos desta
categoria por este apresentar uma concentragdo mais elevada de prata, necessitando uma menor

quantidade do composto a ser incorporado nas membranas.
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2.6. Incorporagao de farmacos em matrizes poliméricas

A incorporagdo de agentes bioativos em dispositivos de uso clinico tem possibilitado a
obten¢do de novos produtos tecnologicos para aplicagdo nas areas médicas e farmacéuticas. Um
exemplo ¢ a incorporacdo de agentes ativos em implantes temporarios ou permanentes, na
tentativa de reduzir infecgdes e melhorar a aceitagdo organica do material implantado,
minimizando a possibilidade de rejeicio. Como exemplo, tem-se o Septopal® (Merck S.A.) que é
um dispositivo comercialmente disponivel para ser introduzido cirurgicamente em 0ssos € partes
moles, para tratamento e profilaxia de infec¢des causadas por microrganismos sensiveis a
gentamicina. E apresentado na forma de corddes compostos por esferas de copolimero de
metacrilato de metila e acrilato de metila unidas por fio cirargico. As esferas contém o agente
antibiotico sulfato de gentamicina. O tempo suficiente para que Septopal® atue no processo
infeccioso ¢ de 10 a 14 dias. Apos esse periodo realiza- se sua retirada pela esfera exteriorizada.
Outro exemplo sdo os stents, utilizados para dilatar a artéria corondria, que podem ser recobertos
com farmacos antiproliferativos que, ao serem liberados localmente, reduzem a possibilidade de

reoclusdo e aceleram a revascularizacao local (Villanova et al., 2010).

Com frequencia, produtos bioativos s3o incorporados em matrizes poliméricas.
Numerosos sistemas de liberacdo de drogas estdo ja descritos na literatura, nos quais o principio
ativo a ser incorporado pode estar ligado, disperso ou dissolvido na estrutura dos filmes (Wang et

al., 2000).

Os farmacos podem ser incorporados as matrizes poliméricas em varias etapas do
processo de produgdo. A matriz pode ser preparada com antecedéncia e, em seguida, colocada em
contato com uma solugao altamente concentrada de fairmaco capaz de intumescé-la (técnica de
absorc¢ao do solvente contendo o agente ativo). Em seguida, o solvente ¢ removido, por meio de
tratamento fisico (Grassi e Grassi, 2005). Os farmacos podem ser ainda incorporados nas
matrizes utilizando fluidos supercriticos (Duarte et al., 2007). Outra maneira ¢ comprimir, em
uma propor¢ao adequada, o polimero, a droga e os excipientes, para obter uma matriz na qual o

farmaco fica disperso. Alternativamente, o firmaco, em forma de um p6 fino, pode ser misturado
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com o polimero formador da matriz e, posteriormente, o polimero ¢ reticulado ficando, neste

caso, o farmaco retido na estrutura da matriz.

Nesse contexto, hd uma ampla variedade de matrizes poliméricas que podem incorporar
diversos tipos de farmacos com aplicagdes distintos, entre elas: antidepressivos, analgésicos,
antipiréticos, antialérgicos, expectorantes, antiasmaticos, anestésicos, anti-inflamatorios e

antimicrobianos, como ¢ apresentado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Exemplos de matrizes poliméricas utilizadas na liberacao controlada de farmacos.

Composicao da
Farmaco Aplicacao Referéncia
matriz
Quitosana e alginato o o ‘
Sulfadiazina de Prata Antimicrobiano Meng et al. (2010)
(PEC)
_ _ o S Rodrigues et al.
Quitosana e alginato Bacitracina Antimicrobiano
(2008)
. . . . . ‘ Gonzalez-Rodrigues
Quitosana e alginato Diclofenaco de Sédio Antiinflamatorio
et al. (2001)
Pectina e quitosana Analgésico e Fernandez-Hervas e
Paracetamol o
(PEC) antipirético Fell (1998)

Vérios autores relatam a incorporagdo de agentes ativos diversos em matrizes de
quitosana e alginato isolados ou em conjunto. Wang et al. (2007) incorporaram hidrocloreto de
ciprofloxacina em filmes de quitosana e polietilenoglicol durante o processo de mistura dos
polimeros. Da mesma forma, Meng et al. (2010) incorporaram a sulfadiazina de prata durante o
processo de complexagcdao da quitosana com o alginato. J4 Tavakol et al. (2009) adicionaram
sulfasalazina previamente em uma das solugdes poliméricas. Por outro lado, Rodrigues (2008)
incorporou bacitracina em membranas de quitosana e alginato apds a complexagdo da quitosana

ao alginato.

31



As propriedades fisicas e quimicas dos polimeros e dos farmacos em si exercem um
importante papel na cinética de liberagdo de drogas incorporadas em membranas, sendo que o
meio utilizado para a dissolu¢do do farmaco pode ter efeito decisivo no comportamento global do
sistema (Wang et al., 2000). Com frequencia, resultados distintos sdo observados ao se comparar
a cinética de liberacdo de farmacos de matrizes poliméricas em agua e em solugdes salinas

tamponadas.

2.7. Liberagdo de farmacos incorporados em matrizes poliméricas

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento da tecnologia associada a modificagdo e controle
da liberacdo de farmacos ou de outras substancias com atividade bioldgica aumentou
significativamente. Um dos principais objetos de investiga¢ao na indistria farmacéutica tem sido
ampliar a variedade de sistemas, visando condicionar a velocidade e o local de liberacdo dos
farmacos. Entre esses sistemas estdo as bombas osmoéticas (Malaterre et al., 2009), os lipossomas

(Mourtas et al., 2007) e os sistemas matriciais poliméricos (Grassi e Grassi, 2005).

A melhoria no desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada depende da sele¢ao
de um agente adequado capaz de controlar a liberagdo do fAirmaco, manter a acdo terapéutica ao
longo do tempo e/ou liberar o farmaco em um determinado tecido ou 6rgao desejado (Raval et
al., 2010). Dentro das varias opcoes, os polimeros sdo agentes eficientes para atuar nesta fungao.
A utilizagdo dos sistemas matriciais poliméricos ¢ uma das estratégias mais utilizadas na
liberacdo controlada devido a sua versatilidade, eficacia e baixo custo. Além disso, os sistemas
matriciais permitem a incorporagdo de quantidades relativamente altas de farmacos. De forma
geral, um sistema matricial pode ser definido como um dispositivo que controla a liberacdo da
substancia ativa molecularmente dispersa ou dissolvida em um suporte resistente a desintegracao

(Lopes et al., 2005).

A liberacdo de substancias ativas pode ser resultante de varios fatores tais como: a erosao

e o intumescimento das matrizes, a taxa de penetracdo da agua na matriz, a difusdo e distribuigao
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do farmaco na matriz, a proporcao entre o farmaco e a quantidade de polimero, dentre outros

(Caraballo, 2009).

A difusdo ¢ um exemplo de mecanismo de transporte de matéria onde um soluto ¢
transportado devido aos movimentos das moléculas de um fluido, e resulta de movimentos
moleculares aletatorios, que ocorrem em pequenas distancias Esse fenomeno pode ser descrito
pela Lei de Fick. Num sistema difusivo, o farmaco pode estar revestido por uma membrana
polimérica. Dessa forma, o solvente difunde-se na membrana, o fAirmaco dissolve-se e logo se
difunde para fora do polimero. Este fendmeno ¢ chamado de transporte caso I e esta ilustrado na
Figura 2.5. No entanto, a difusdo em muitos polimeros ndo ¢ adequadamente descrita por essa

lei, devido ao solvente provocar no polimero grande aumento de volume.

A liberagdo do farmaco por erosdo envolve dois processos sequenciais que sdo a difusdo
do solvente para o interior da matriz com consequente dilatacio do material e formacdo de um
gel e sua degradacdo. Esses processos podem ocorrer de modo mais ou menos simultaneos até a
completa desagregacao das cadeias poliméricas. Se a concentracdo do farmaco for menor que o
limite de sua solubilidade na matriz, a taxa de liberacdo ¢ controlada pela difusdo. Por outro lado,
se a concentracdo da droga estiver acima do limite de solubilidade na matriz, a taxa de liberagdo ¢

controlada pela dissolu¢ao (Raval et al., 2010).

Quando em contato com um solvente, as cadeias do polimero se desdobram, ocorre a
transicao entre o estado vitreo e o estado maledvel (que estd associado ao processo de absor¢do
de fluido) e ha a formagdo de uma camada de gel ao redor das areas secas da matriz polimérica
(Caraballo, 2009). Essa transi¢dao, chamada de transporte caso II, ¢ observada quando a matriz
aumenta seu volume devido a absor¢ao e, implica em uma reorganizagao molecular das cadeias

que tendem a alcancar uma nova condig@o de equilibrio devido a presenga do solvente (Colombo

et al.,2000).
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Figura 2.5 — Etapas de liberagdo do farmaco: a) penetracao do liquido de dissolu¢ao nos poros do

sistema matricial; b) difusdo do farmaco dissolvido até o exterior da matriz.

Inicialmente, verifica-se um rapido aumento da espessura da camada de gel, decorrente da
taxa de absorcdo de agua, que ¢ superior a velocidade de desagregacdo das cadeias do polimero.
A medida que ocorre a hidratagio do ntcleo, sdo observadas pequenas mudangas na densidade da
camada de gel, existindo uma sincronizacdo entre os fenomenos de intumescimento e de
desagregagdo das cadeias poliméricas. Finalmente, quando todo o polimero estd hidratado na
forma gelatinosa, ocorre apenas a desagregacdo das suas cadeias poliméricas, e, diante disso, o
fenomeno de dispersdo prevalece em relagdo aos outros fenomenos e a espessura diminui até

desaparecer completamente a matriz gelificada. Esse fenomeno ¢ representado por meio da

Figura 2.6.

Anteriormente ao processo de dissolucdo, hd a predominancia das interagdes polimero-
polimero e ocorre a configuragdo em que as cadeias poliméricas estdo compactadas e
completamente entrelagadas umas nas outras. Nesta fase o farmaco encontra-se também
aprisionado entre estas cadeias poliméricas, sendo mais lenta a sua liberagdo. O inicio da etapa de
dissolu¢do na camada limite de difusdo conduz a um segundo tipo de rearranjo espacial,

designado por semi-diluido. A concentracdo do solvente na matriz aumenta progressivamente e
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verifica-se o afastamento das cadeias poliméricas em virtude do aumento das interagdes agua-
polimero. Nesta situagdo, ainda existem alguns pontos de interagdo entre as cadeias poliméricas e
as particulas de farmaco circulam entre elas. Finalmente, o polimero assume uma terceira
configuracdo macromolecular, designada por tipo diluido. Nesta configuragcdo, as cadeias
poliméricas estdo completamente separadas umas das outras e dispersas no liquido de dissolugao,
perfeitamente individualizadas e movendo-se livremente com movimentos Brownianos. Neste
momento, completa-se a liberagdo do farmaco restante ainda contido no interior da matriz para o

liquido de dissolucdo (Lopes ef al., 2005). Esse processo ¢ ilustrado na Figura 2.7

1 2 i 3 1

| 1l

$ 5 | 6 T
& & ik
T T
1" |

Figura 2.6 — Alteragdes observadas nos sistemas matriciais que intumescem e sofrem erosao: 1)
matriz no estado seco; 2) inicio da hidratag¢do, intumescimento da matriz ¢ formac¢ao da camada
de gel; 3 e 4) aumento da hidratacdo e intumescimento da matriz, diminuicdo do nucleo seco e
inicio da erosdo das cadeias poliméricas; 5) aumento da erosdo das cadeias poliméricas; 6)
separacdo das cadeias poliméricas com liberagdo do farmaco restante (adaptado de Lopes et al.,

2005).

Diante disso, a proposi¢do de modelos matematicos para a predicdo do comportamento
cinético vem sendo um fator bastante estudado no desenvolvimento de dispositivos farmacéuticos
de liberacdo controlada. Estes modelos apresentam inumeros beneficios praticos, como a

possibilidade de simular o efeito dos parametros delineados, a redu¢do do numero de
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experimentos necessarios para elucidar um dado comportamento, além de facilitarem o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos. Além disso, podem contribuir na descri¢ao de
equacdes de dissolucdo de farmacos e explicar a resisténcia da liberagdo do fArmaco na presenca

da barreira de gel formada em torno da matriz.

Figura 2.7 — Configuracdes dos polimeros no processo de dissolu¢do do farmaco nas matrizes
poliméricas: 1) as cadeias poliméricas estdo completamente entrelacadas; 2) rearranjo semi-

diluido; 3) rearranjo do tipo diluido.

Conforme discutido por (Paul, 2010), Higuchi (1961) desenvolveu diversos modelos
teoricos para estudar a liberagdo de fArmacos soltiveis e pouco soluveis incorporados em matrizes
semi-solidas e solidas. Este autor propos relagdes para descrever a dissolugdo das drogas em

suspensdo de pomadas, utéis também para outros tipos de dissolucdo de produtos farmacéuticos.

Segundo Higuchi (1961), uma matriz polimérica pode ser dividida em duas regides,
conforme ilustrado na Figura 2.8. A primeira regido, na qual o firmaco se encontra em um estado
nao dissolvido e acumulado na forma de particulas, ¢ verificada mais internamente a matriz.
Neste caso, a espessura da matriz x ¢ maior que dh. J4 na segunda regido, toda a droga esta
dissolvida (ndo ha particulas), e x ¢ menor que dh. Nesta segunda regido verifica-se a ocorréncia
de um gradiente de concentragao de fArmaco que, pela Lei de Fick, controla sua taxa de liberagao

na solu¢ao (Paul, 2010).
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Figura 2.8: Tlustragdo esquematica do modelo proposto por Higuchi (1961), para o qual Cy ¢ a

concentragdo inicial do farmaco na matriz seca, Cs ¢ a solubilidade do farmaco na matriz

polimérica, e h ¢ a espessura da camada de difusdo (adaptado de Paul, 2010).

Pode-se supor que as seguintes hipoteses sao validas para este sistema: (i) a concentracao
inicial do farmaco (Cp) na matriz ¢ muito maior que a sua solubilidade (Cs), pressupondo-se a
validade do estado pseudo-estacionario; (ii) a taxa de dissolu¢do do farmaco na matriz ¢ muito
rapida quando comparada com a difusdo do farmaco; (iii) o gradiente de concentragdo da droga
dissolvida na matriz é constante, equivalendo a suposicao do estado pseudo-estacionario, o que
resulta em um perfil de concentra¢do linear do firmaco dissolvido na matriz; (iv) a difusdo ¢
unidirecional; (v) o coeficiente de difusdo do fArmaco na matriz é constante; (vi) a distdncia entre
as particulas do farmaco € menor que a espessura da matriz de liberagdo, o que reduz ou elimina
0 atraso para se alcancar o estado pseudo-estaciondrio; (vii) o intumescimento da matriz ¢
desprezivel, vii) as condi¢cdes do ambiente de liberacdo sdo ideais. A partir destas consideracdes e
do balanco de massa para o farmaco no sistema, ¢ possivel descrever a liberacdo do farmaco

através da Equagdo 1 (Higuchi, 1961):
dQ =(C,~C,)dh+ Y, C, -dh=C,-dh-Y;-(C, - dh) (Equacdo 1)

onde Q ¢ a massa de farmaco liberada em um intervalo de tempo ¢.

A partir da primeira Lei de Fick, dada pela Equagdo 2, pode-se reescrever a Equagdo 1 na
forma da Equagao 3:
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do D-C,
d  h

(Equacao 2)

dh  2DC, L
dt h(2C, -C.) (Equagdo 3)

onde D refere-se a constante de difusdo do farmaco no seio da matriz intumescida.

Integrando-se a Equacgao 3, tem-se:

h2

[ =
4DC.

(2c,-C,)+k (Equagdo 4)
onde & é uma constante de integragio que serd nula se o tempo inicial (to) e a espessura inicial da
camada de difusdo (hg) forem iguais a zero.

Considerando-se, entdo, to= 0 e hg= 0, tem-se:

P tDC| . 50 s
20, -C (Equacao 5)

s

de forma que a quantidade de droga liberada no tempo ¢ ¢ dada por:
0=C,-h-15-(C,-h) (Equagdo 6)

Substituindo a Equacao 5 na Equacao 6, tem-se:

0=./D(2C, -C,)C,t (Equagdo 7)

Esta equagdo ¢ valida durante todo o tempo de dissolugdo, exceto quando se atinge a total

deplecao do farmaco.

De uma forma geral, a equacdo de Higuchi expressa na forma da Equagdo 7 pode entdo

ser simplificada para:
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0=K, -t (Equagio 8)

onde Kj corresponde a constante de liberacdo de Higuchi, que reflete as caracteristicas da
estrutura da formulagdo em termos da difusividade e solubilidade do farmaco da matriz (Higuchi,

1961, 1963).

Neste modelo, Q refere-se a massa do farmaco liberada em um intervalo de tempo ¢, C; é a
solubilidade do farmaco na matriz polimérica, Cy ¢ a concentragdo inicial do fArmaco na matriz

seca e /1 € a espessura da camada de difusao.

Um modelo alternativo foi proposto por Gibaldi e Feldman (1967) e, mais tarde, adaptado
por Wagner (1969). Esse modelo tem sido utilizado para descrever a dissolu¢do dos farmacos em

um meio liquido e pode ser descrito pela Equagao 9:

dC
Y =K(C,-C) (Equagdo 9)
onde C ¢ a concentragdo do fAirmaco na solugdo no tempo ¢, Cs € a solubilidade do farmaco no

equilibrio e K é uma constante de proporcionalidade de primeira ordem. Essa equagdo pode ser

alterada para incorporar o valor da area solida (S) acessivel a dissolucao:

dC
% =KS(C, -0O) (Equagdo 10)

onde K; ¢ uma nova constante de proporcionalidade. Utilizando a primeira lei de Fick, € possivel

estabelecer a constante K; pela relagao:
K, =— (Equagdo 11)

onde D ¢ o coeficiente de difusdo na matriz intumescida, V' ¢ o volume do fluido de dissolucao e

h ¢ a espessura da camada de difusao.
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Hixson e Crowell (1931) adaptaram a Equagao 9 para:

d

7? = K,S(C, - C) (Equaciio 12)
onde dQ/dt ¢ a taxa do soluto na solugdo e K ¢ uma constante. A Equacao 12 ¢ obtida por meio
da Equag¢ao 9 multiplicando ambos os termos por V' e fazendo K=K, V. Comparando esses termos,
a seguinte relacdo pode ser obtida:

K= (Equagéo 13)

D
h

Diante disso, a Equagao 12 pode ser reescrita como:

Q _KS
v

e, -0 (Equacgao 14)
Integrando, tem-se a equacao de primeira ordem:

Q=VC,(1-e™) (Equagio 15)

A difusdo do farmaco em um sistema com geometria plana com espessura ¢ pode ser

representada por:

2
o, o
ot ox?

(Equagao 16)

onde D ¢ o coeficiente de difusdo (independente da concentracao do farmaco). Se a liberagdo

ocorrer em perfeitas condi¢des de imersdo, podem ser atribuidas as seguintes condigdes de

contorno:
t=0 -0/2<x<0/2 C=GCy
t>0 XxX=+0/2 CcC=C

onde Cy ¢ a concentracdo inicial do farmaco na matriz seca e C; ¢ a concentracao da droga na

interface polimero-solucio. A solugdo desta equacdo sob essas condi¢des de contorno ¢ dada por:
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1/2 "
0= 2(%) {7[”2 + Z (-D)"i-erfc Zj/%t} (Equagao 17)
n—-1

Uma expressao suficientemente precisa pode ser obtida para valores baixos de ¢, uma vez
que o segundo termo da equacdo se torna:

Dt 1/2
0= 2(?) 2 (Equagdo 18)

Nesse sentido, Korsmeyer et al.(1983) desenvolveram um modelo simples e semi-
empirico, baseado na Lei das Poténcias, que descreve a liberacdo do farmaco a partir de um
sistema polimérico (Equagdo 19). Esta equacdo é geralmente utilizada para interpretar e
descrever a liberagao do fairmaco quando o mecanismo que prevalece ndo ¢ bem conhecido ou
resulta da combinagao de dois processos aparentemente independentes: um devido ao transporte
do farmaco no interior da matriz, que obedece as leis de Fick, e outro devido a conseqiiéncia dos
fenomenos de inchamento/relaxamento do gel (expansdo dinamica) e que envolve a transi¢do de
um estado semirrigido a outro mais flexivel. Neste caso, o transporte ¢ descrito como de

comportamento andmalo e uma equagdo mais genérica pode ser utilizada:
0=K, -t" (Equagao 19)

onde Q ¢ a massa de farmaco liberado no tempo #; K, ¢ a constante cinética da liberagdo e n ¢ o

expoente que caracteriza a cinética de liberacao.

Peppas (1985) atribuiu diferentes valores de n para caracterizar diferentes mecanismos de
liberacao. Quando » for menor ou igual a 0,5, a liberagdao € controlada por difusdo. Quando n ¢
igual a 1, a liberacdo do farmaco ¢ controlada pelo intumescimento e corresponde a cinética de
ordem zero. Neste caso, o processo de relaxamento das macromoléculas que ocorre por meio da
embebicdo de dgua no sistema € o passo controlador. No caso de 0,5 <n < 1, a liberagdo se da

por sobreposicao dos dois fendmenos citados ou transporte andmalo.
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Neste contexto, Peppas e Sahlin (1989) elaboraram um modelo matematico (Equagao 20)
que leva em consideragdo a difusdo fickiana (primeiro termo da Equagao 20) e a contribui¢do do
relaxamento e intumescimento da matriz polimérica (segundo termo da Equagdo 20), onde m € o
expoente que caracteriza a cinética de liberagdo e K; e K, sdo coeficientes relacionados a difusao

fickiana e nao fickiana, respectivamente.
Q=K,t"+K, -t (Equagdo 20)

A andlise dos diversos modelos descritos mostra que varios fatores devem ser
considerados na incorporagdo de um farmaco em matrizes poliméricas visando a liberagdo
controlada, desde as propriedades dos materiais envolvidos (polimeros e fAirmaco) e a forma de
dispersao do composto até o modelo de transporte do agente ativo através da matriz. No presente
trabalho, foi realizado um estudo experimental considerando a incorporacio do AlphaSan®

RC2000 em membranas de quitosana e alginato e sua liberagao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Para a obtencdo das membranas de quitosana-alginato incorporando AlphaSan® RC2000,
os principais reagentes utilizados foram: quitosana de grau técnico obtida de carapagas de
caranguejos com grau de desacetilacdo minimo de 75% (Sigma-Aldrich, lote nimero
068K00851, com grau de desacetilagdo de 95%), alginato de sodio de baixa viscosidade obtido
de Macrocistis pirifera (Sigma-Aldrich, lote numero 076K0143), acido acético glacial,
AlphaSan®RC2000 (Milliken, gentilmente doado pela empresa LM Farma Industria e Comércio
Ltda. de Sao José dos Campos — SP), cloreto de calcio dihidratado e hidroxido de sodio da
Merck. Além dos polissacarideos de grau analitico da Sigma-Aldrich, testou-se também os
materiais de grau farmacéutico: alginato de sodio e célcio (Kelset™) e quitosana-S (Chitopharm-

Cognis). Todos os outros reagentes empregados apresentavam qualidade analitica certificada.

A 4gua que foi utilizada em todo o trabalho foi de alta pureza, consistindo em agua
destilada que foi posteriormente purificada em um sistema Milli-Q (Millipore). A agua utilizada
apresentava resistividade maior que 18,2 MQ.cm a 25 °C e foi filtrada através de uma membrana

com tamanho de poro de 0,22 pm.

3.2. Metodologias

3.2.1. Preparacdo das membranas de quitosana-alginato contendo AlphaSan®

Inicialmente foram preparadas as seguintes solu¢des a partir de polissacarideos de grau
analitico (Sigma-Aldrich), alginato de sodio 0,5% (m/v) em 4gua deionizada, quitosana a 1%
(m/v) em 4cido acético glacial a 2% (v/v) diluido em agua, NaOH a 1M e CaCl, a 2% (m/v) em

agua. Estas solugdes foram armazenadas em geladeira por 24 horas antes do uso.

O procedimento utilizado ¢ baseado na metodologia descrita por Rodrigues (2008) e

adaptada por Bueno (2010). Colocou-se uma aliquota de 180 ml de solucdo aquosa a 0,5% (m/v)
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de alginato em um reator de aco inoxidavel encamisado com diametro interno de 10 cm e altura
de 20 cm. A seguir, misturou-se uma aliquota de 90 ml de solu¢do de quitosana a 1% (m/v) a 90
ml acetona. Esta mistura foi adicionada lentamente a solu¢do de alginato com auxilio de uma
bomba de infusdo (ST 670 T, Samtronic), a uma vazao de 160 ml/h. Durante a adigdo, o sistema
foi mantido sob agitacdo constante de 500 rpm e temperatura de 25 °C. O agitador utilizado era
provido de uma hélice do tipo pas inclinadas de raio de 2,1 cm (Q-251 D, Quimis). Ao término
do gotejamento, aumentou-se a taxa de agitagdo para 1000 rpm e a mistura foi agitada por mais
10 minutos. A seguir, adicionou-se 16,8 ml de NaOH a 1 M visando ajustar o pH para o valor de
5,28, mantendo-se a agitagdo do sistema por mais 10 minutos. Por fim, 3,6 ml de CaCl, a 2%
(m/v) foram adicionados ao sistema, o qual permaneceu sob agitacdo por mais 10 minutos. O

sistema utilizado para a producdo do complexo polimérico encontra-se ilustrado na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Sistema de producao do complexo polimérico.

Alternativamente, foram empregados polissacarideos de distintas procedéncias e
caracteristicas, visando a substituicdo dos polimeros de grau analitico por materiais de grau
farmacéutico. As formulagdes testadas estdo descritas na Tabela 3.1. Destaca-se que a formulagao
1 ¢ a combinagdo padronizada utilizada na maioria dos ensaios, sendo considerada a formulacao

de referéncia.
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Tabela 3.1: Composi¢ao das solugdes aquosas empregadas para a preparagao das membranas
(alginato em agua Milli-Q e quitosana em solucdo aquosa a 2% de acido acético misturada com

acetona na mesma propor¢ao em volume).

Formulacao Alginato Quitosana
1 0,5% Sigma-Aldrich 0,5% Sigma-Aldrich
2 0,5% Kel Set 0,5% Sigma-Aldrich
3 0,5% Kel Set 0,5% Cognis
4 0,25% Kel Set 0,5% Cognis
5 0,5% Sigma-Aldrich 0,5% Cognis

Para a incorporacdo do AlphaSan® RC2000 (a partir deste ponto denominado apenas
como AlphaSan®), o mesmo foi adicionado na forma de p6 a mistura contendo os complexos, em
concentragdes variando de 0 a 2% de prata em relagcdo a massa total de polimeros presente na
mistura. O sistema foi mantido sob agitacdo constante de 500 rpm a 20 °C durante 5 minutos.
Apos a adicao do composto, todas as etapas foram realizadas sem a presenga de luz direta, devido
ao escurecimento da prata quando exposta a luz. Apds a incorporagdo do AlphaSan®, a suspensao
de coacervados foi transferida para um kitassato e desaerada em bomba de vacuo (modelo Q-
355B2, da Quimis) por 120 minutos. Em seguida, a mistura foi dividida igualmente em termos
massicos em duas placas de Petri de poliestireno de 15 cm de didmetro e levada a uma estufa com
circulagdo de ar (modelo 410D, da Nova Etica) a 37 °C por 20 horas, sendo o fluxo de ar mantido
igual sobre as membranas com auxilio de uma plataforma giratéria com diametro de 25 cm
(Autoart). Ao término da secagem, cada membrana foi imersa em 150 ml de CaCl, a 2% por uma
hora. Para a retirada do CaCl, em excesso foram feitas mais duas imersdes de uma hora em

200 ml de dgua deionizada. A secagem final foi realizada em temperatura ambiente por 24 horas.
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3.2.2. Esterilizagdo das membranas

As membranas obtidas ao final do processo foram esterilizadas na empresa Acecil Central
de Esterilizacdo Comércio e Industria Ltda (Campinas, SP). No processo de esterilizagdo
utilizou-se vacuo inicial de 0,4 a 0,6 kgf/cmz, temperatura de 50 °C e umidade relativa de 30 a
80%. Foi adicionado Oxyfume-30 (30% de 6xido de etileno e 70% de didxido de carbono) até a
pressdo da cAmara atingir 0,5 kgf/cm®. Apos 3,5 horas de exposicio, o vacuo foi reestabilizado
(0,4 a 0,6 kgf/cm®) e as amostras foram expostas a ar filtrado por 10 minutos. O 6xido de etileno

residual foi removido mantendo as amostras sob aeragdo por 48 h.

3.2.3. Caracterizacdao das membranas

As membranas obtidas foram caracterizadas de acordo com os procedimentos descritos a
seguir, com base no trabalho de Rodrigues (2008). Cada ensaio foi realizado em pelo menos

duplicata, a ndo ser em situagdes especificas explicitadas no texto.

3.2.3.1. Avaliagdo da espessura das membranas

A espessura das membranas secas foi medida com micrometro Digimess por meio de

medi¢des em nove diferentes regides de cada membrana.

Para a medida da espessura das membranas umidas, um procedimento similar foi
empregado, entretanto as amostras foram imersas em agua Milli-Q, fluido corporeo simulado
(FCS) preparado de acordo com Kobubo et al. (1999) com composi¢cdo descrita na Tabela 3.2,
solugdo tampao PBS, soro fetal bovino (SFB, Nutricell) e solu¢cdo de NaCl a 0,9% (m/v), a

temperatura ambiente por um periodo de 24h.

Os resultados sao apresentados como a média aritmética das medidas.
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Tabela 3.2. Composi¢ao i6nica do fluido corporeo simulado e sua comparagdo com a contitui¢cao

do plasma humano (Kokubo et al., 1990).

Concentracao (mM)

fon
FCS Plasma humano

Na® 142,0 142,0
K" 5,0 5,0
Mg2+ 1 ’5 1 ’5
Ca*" 2,5 2,5

Cr 148,8 103,0

HCO* 4,2 27,0
HPO,* 1,0 1,0
SO~ 0,5 0,5
3.2.3.2. Morfologia da superficie e da seccao transversal

A morfologia das membranas foi avaliada através de microscopia eletronica de varredura

(MEV) em microscopio modelo LEO 440 (Leica).

As membranas foram previamente cortadas em corpos de prova de 2 cm x 1 cm, com
auxilio de um molde de vidro, e deixadas em dessecador por 24 horas. Apds este periodo, as
amostras foram fixadas em um suporte adequado e metalizadas (mini Sputter 40 coater, SC 7620)
através da deposi¢do de uma fina camada de ouro (espessura de 92 Angstrons) em suas
superficies. Para a obtengdo das imagens da seccdo transversal, as amostras foram fraturadas em

nitrogénio liquido antes de sua metalizacgao.

3.2.3.3. Ensaio de absorcdo de solucdo de cloreto de sddio e cdlcio para curativos

A absorcao de solucdo de cloreto de sddio e calcio das membranas de quitosana e alginato

preparadas na auséncia e na presen¢a de prata foi determinada por meio do método AMS
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LWILABO36, baseado na norma BSEN13726-1(2002) conforme informacgdes fornecidas pela

LM Farma Industria e Comércio Ltda.

Para a determinagdo da absor¢@o, amostras de 5 cm x Scm foram inicialmente pesadas em
balanga analitica modelo TE214S (Quimis) e posteriormente imersas em 40 mL da solugdo
aquosa de cloreto de sodio (8,298 g/L) e cloreto de célcio (0,368 g/L) pré-aquecida a 37 °C. As
amostras foram incubadas a 37 °C durante 30 minutos e, entdo foram novamente pesadas. A
absorc¢ao, Abs, foi calculada por meio da Equacao 21:

MI_MO

Abs = (Equagao 21)

onde M, refere-se & massa final ap6s 30 minutos de incubagdo, My a massa inicial das

membranas e A refere-se a drea da amostra (largura x comprimento).

3.2.34. Perfil de intumescimento das membranas

O perfil de hidratacio em diferentes fluidos foi determinado por meio do grau de
intumescimento paulatino das membranas secas em agua (pH 4,9), solugdo tampao PBS (pH 7,4),
fluido corporeo simulado (pH 7,4), soro fetal bovino (pH 7,2) e solucdo de NaCl 0,9% (m/v) (pH
5,5). As solugdes tampdo PBS e fluido corpdreo foram utilizadas a fim de expor as membranas a
solugdes com composi¢cdo e concentragdo salina proximas a do corpo humano, porém livre de
proteinas, enquanto que o soro fetal bovino simulava um ambiente mais complexo e mais
proximo do sangue animal. Os ensaios com solu¢do de NaCl devem-se ao fato de que
usualmente, no tratamento de feridas utiliza-se soro fisioldgico para a limpeza e hidratagdao das

lesoes.

Para a determinacdo do perfil de intumescimento, as membranas foram cortadas em
corpos de prova retangulares de 2 cm x 1 cm e deixadas em dessecador por 24 horas. Estes foram
pesados em balanga analitica modelo TE214S (Quimis) e posteriormente hidratados com 10 mL
de solucao por periodos variando de 1 minuto a 24 h em estufa com circulacao de ar modelo 410
(Nova Etica), a 37 °C. Ap6s a hidratagdo, o excesso de solugdo foi removido com a ajuda de
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papel de filtro, e os corpos de prova foram novamente pesados em balanca analitica para a
determinagdo da massa das amostras umidas. Para cada periodo, o grau de intumescimento, C;,

foi determinado por meio da Equagdo 22.

C,=——— (Equagio 22)

onde M; refere-se a massa imida no tempo i e M, refere-se a massa inicial das membranas.

3.2.3.5. Avaliagdo da capacidade de drenagem de dgua

As membranas foram hidratadas em dgua deionizada a 37°C por 2 h, e cortadas em
amostras circulares de cerca de 2,0 cm de didmetro. As amostras foram entdo dispostas na
superficie de tubos plasticos de centrifuga (TPP) contendo 7 mL de dgua deionizada. Sobre as
membranas foram colocados anéis de vedacdo para evitar vazamentos e, em seguida os tubos
foram tampados com tampas plasticas com vao circular na parte superior, de aproximadamente
1,2 cm de didametro. Em um suporte de metal, os tubos foram colocados invertidos para que a
agua ficasse diretamente em contato com as membranas e suas bases foram perfuradas com

agulhas para equalizacdo da pressdo, conforme indicado na Figura 3.2.

Aguiha de perfuracio |

Anal de vedacin

Mambrana

Figura 3.2 - Dispositivo empregado para a avaliagdo da capacidade de drenagem de agua das

membranas (fonte: Rodrigues, 2008).
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As amostras foram incubadas a 37 °C por 72h em um dessecador contendo silica-gel. Os
tubos foram pesados em tempos pré-determinados para avaliar a quantidade de dgua drenada

pelas membranas. A taxa de drenagem (TD) foi determinada por meio da Equacao 23.

M,-M, (Equagdo 23)
© Axt

D

onde M) é a massa inicial do sistema, My ¢ a massa final ap6s o periodo de drenagem, 4 ¢ a area

de contato da membrana com a dgua e ¢ o tempo decorrido em dias.

3.2.3.6. Avaliagdo da perda de massa das membranas expostas a vdrios fluidos

O ensaio de perda de massa, visando analisar a estabilidade estrutural das membranas, foi
realizado utilizando os cinco tipos de fluidos: dgua, fluido corporeo simulado, solugdo salina,

solucao tampao PBS e soro fetal bovino.

Para a realizagdao destes ensaios, as membranas foram cortadas em corpos de prova de
dimensdes 6 cm x 1 cm e deixadas em dessecador por 24 horas. Primeiramente, os corpos de
prova foram pesados em balanga analitica para determinacdo da sua massa inicial, sendo entdo
imersos em 10 ml de solu¢dao por sete dias a 37 © C. Apos este periodo, as amostras foram
retiradas, imersas em 20 mL de dgua Milli-Q durante 5 minutos, para remover sais ou proteinas
adsorvidas (tal procedimento foi repetido por cinco vezes) e secas em estufa a 37 °C até atingirem
massa seca constante. Apds este periodo, as amostras foram armazenadas em dessecador por 24 h
e entdo realizou-se a pesagem dos corpos de prova para a determinacao da massa final. A perda
de massa foi determinada por meio da Equagao 24.

(M i M f) -
=—  77%100 (Equagao 24)
Mi
onde M; refere-se a massa inicial e M, refere-se a massa final apds o periodo de incubagdo nas

solucdes e posterior secagem.
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3.2.3.7. Anadlise das propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas das membranas referentes a resisténcia a tracdo e ao
alongamento na ruptura foram determinadas com base em adapta¢des da norma ASTM D882.
Estes ensaios foram realizados com as membranas secas, cortadas em corpos de prova de
dimensdes de 8 cm x 1 cm e deixadas em dessecador por 24 horas. Os corpos de prova foram
fixados nas garras pneumaticas com mordentes de borracha do equipamento modelo H5K-S
(Tinius Olsen), e alongados a uma taxa de deformagdo constante de 10 mm/min, com distancia
entre garras de 4,5 cm, utilizando-se uma célula de carga de 200 N. Os ensaios foram realizados
com oito a dez corpos de prova para cada tipo de membrana, utilizando-se apenas os cinco
resultados mais proximos entre si, visto que ocorrem muitas rupturas prematuras no material em
decorréncia da presenca de bolhas nao detectaveis a olho nu e a eventuais problemas de dispersao

pouco homogénea dos complexos de alginato ¢ quitosana e do AlphaSan®™ nas amostras.

3.2.3.8. Avaliacdo de eficiéncia de incorporagdo da prata nas membranas

A eficiéncia de incorporacao foi determinada por meio da diferenca entre a quantidade de
prata inicialmente adicionada (0,05% a 2%) e a quantidade de prata presente na solu¢ao de CaCl,
e na agua utilizadas no processo reticulacdo secundaria e de lavagem das membranas. Aliquotas
de 10 mL foram retiradas e a quantidade de prata foi analisada por espectroscopia de absor¢cdo
atdmica (medidas realizadas na Escola de Engenharia de Lorena - Universidade de Sao Paulo,
Lorena, SP). A porcentagem de incorporagio em termos do composto AlphaSan® RC2000 foi

calculada considerando que este contém 10% de prata em sua composi¢ao.

3.2.3.9. Avaliacdo da cinética de liberacdo da prata das membranas

Para a determinagdo da cinética de liberacdo da prata (das membranas preparadas na
presenga de 0,05% a 2% de prata), amostras de 2 cm x 2 cm foram cortadas e imersas em 10 mL
de solugdo tampdao PBS (pH 7,4) a 37 °C sob agitagdio de 100 rpm. Amostras foram

periodicamente coletadas ao longo do ensaio, que teve duragdo total de 168 horas. Foram
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utilizadas duas diferentes abordagens: na primeira, o tampao de imersao das amostras foi
totalmente substituido em cada tempo de amostragem por PBS fresco, e na segunda, aliquotas de
0,1 mL foram coletadas ao longo do ensaio. No segundo caso, a cada periodo, o volume de
amostra coletado foi substituido por uma quantidade equivalente de solugdo fresca de PBS. A
quantifica¢do da prata nas amostras coletadas foi feita utilizando-se espectroscopia de absorcao

atomica.

Os dados experimentais obtidos nos ensaios de liberacdo de prata com substitui¢ao parcial
de PBS foram ajustados a varios modelos matematicos visando analisar o comportamento

cinético do sistema.

Os modelos utilizados foram os de Higuchi (1961), primeira ordem (1969), Korsmeyer et
al. (1983), Peppas e Sahlin (1989) e um modelo proposto que combinava os modelos de primeira

ordem (1969) e Korsmeyer et al. (1983), modelos estes apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Modelos matematicos.

Modelo Equaciao do modelo
Higuchi (1961) 0=K, -t
Primeira ordem (1969) Q=VC (1-e™)
Korsmeyer et al. (1983) 0=k, -t"
Peppas e Sahlin (1989) O=K,-t"+K, -t
Proposto Q=VC (1-e*)+K,-t"

O ajuste a cada modelo foi realizado utilizando a ferramenta curve fitting do programa
Matlab® versdo 2010a e, para a escolha do modelo que melhor se ajustava os dados de liberagio
de farmacos foi utilizado o método de anélise do coeficiente de correlacio R?. Contudo, o valor
de R tende a tornar-se maior com a adigio de mais pardmetros. Por isso, quando se compara
modelos com varios parametros, ¢ mais apropriado utilizar o coeficiente de correlacao ajustado

Equacao 25, descrito por Costa (2001).
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Rjjustado = 1 - (S__ 1) ’ (1 - Rz ) ~
(S P) (Equagdo 25)

onde s ¢ o numero de pontos experimentais dos ensaios de liberagdo ¢ p ¢ o numero de
parametros do modelo. Dessa maneira, o modelo mateméatico que melhor descreve o perfil de

liberagdo foi apontado como aquele que apresentou o maior coeficiente de correlagdo ajustado.

3.2.3.10. Andlise do halo de inibicdo das membranas

Os testes foram realizados no Laboratorio Controlbio (Sao Paulo, SP) de acordo com a
norma ASTM G21-96, pelo menos em duplicata, empregando cepas de Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa.

As bactérias foram repicadas em meio Tryptic Soy Agar e mantidas em estufa a 36 °C,
durante 24 horas. Foi preparada uma suspensio equivalente a 10° unidades formadoras de colonia
(ufc) em 10 mL de agua peptonada adicionada de Tween 80. A suspensdo foi entdo incubada a
36 °C, durante 30 minutos. Corpos de prova de 4 cm x 4 cm foram colocados na superficie do
meio de cultura Tryptic Soy Agar distribuido assepticamente em placas de Petri de 90 mm de
diametro, e incubados a 36 °C, durante 30 minutos. Apos este periodo, inoculou-se sobre a
superficie do meio de cultura 1 ml da suspensdo microbiana. As leituras foram realizadas apds
48 horas de incubagdo a 36 °C, estando indicada na Tabela 3.4 a forma de classificacao da

atividade antimicrobiana de acordo com o halo de inibi¢ao observado.

Tabela 3.4: Classificacdo da atividade antimicrobiana de acordo com o halo de inibicdo do

crescimento celular.

Classificacao da atividade
Dimensao do halo de inibicao
antimicrobiana
Crescimento intenso sobre ou sob o corpo de prova Nao aceitavel (NA)
0—1mm Aceitavel (A)
2 —-5mm Satisfatorio (S)
> 6 mm Altamente satisfatério (AS)
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Foram utilizadas nestes ensaios apenas amostras das membranas de quitosana e alginato
contendo 0% e 1,1% de prata. A escolha das membranas com concentracdo de 1,1% de prata foi
feita devido a ser esta a concentragdo tipicamente encontrada em curativos comercialmente
disponiveis. Por outro lado, as membranas isentas de prata foram escolhidas a fim de se
comprovar que o efeito antimicrobiano ndo era resultante da quitosana e do alginato, mas apenas

da prata presente na estrutura.

3.2.3.11. Citotoxicidade das membranas a fibroblastos

Os testes foram realizados por uma equipe especializada do Laboratério Medlab (Sao
Paulo, SP) de acordo com a norma ASTM F895-84. A linhagem celular utilizada foi a NCTC
Clone 929 de células de tecido conjuntivo de camundongo (ATCC CCL1).

As células foram inoculadas a uma densidade de 10° células/mL em placas de Petri e
incubadas por 48 horas a 37 °C para forma¢ao da monocamada celular. O meio de cultura liquido
foi substituido pelo meio de cobertura sélido, que ¢ composto de partes iguais de meio duas vezes
concentrado e agar com vermelho neutro. As amostras foram colocadas sobre esse meio de
cobertura e as placas foram novamente incubadas por 24h. Apos este periodo, foi observado tanto
a olho nu quanto por microscopia o Indice de Zona (IZ), que é a area ndo corada pelo corante
vital. As amostras foram testadas em quadruplicatas em placas separadas. A avaliagdo da

citotoxicidade das membranas foi analisada por meio da Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Classificacdao dos niveis de citotoxicidade de acordo com a analise do IZ.

Aspecto Classificacao 1Z
Nenhuma zona sob ou ao redor da amostra Nenhuma 0
Alguma alteragdo ou degeneragao celular sob a amostra Fraca 1
Zona limitada sob a amostra Leve 2
Zona limitada entre 0,5 a 1 cm ao redor da amostra Moderada 3
Zona superior a 1 cm ao redor da amostra Severa 4
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3.2.3.12. Avaliagdo quanto a irritabilidade e corrosdo dérmica

Estes testes foram realizados no Laboratorio Medlab (Sao Paulo, SP). O objetivo do
estudo de irritabilidade e corrosdo dérmica foi avaliar a derme do sistema teste (coelhos) apds
aplicacdo Unica das membranas, verificando em intervalos especificos os possiveis efeitos de

corrosao/irritagdo das substancias.

No sistema-teste do estudo de irritabilidade e corrosdao dérmica foram empregados trés
coelhos (Oryctolagus cunniculus) albinos da raca Nova Zelandia, adultos, machos/fémeas,
saudaveis, sem lesdes externas e sem alteragdes patoldgicas detectaveis na pele dos animais. Para
a realizacdo desta analise os coelhos liberados foram avaliados pelo veterinario quando de sua
chegada e aprovados para utilizagdo em estudos. Os coelhos foram alojados em gaiolas
individuais, de acordo com normas e legislagdes vigentes, para garantir a integridade e o bem-
estar dos animais. Estes foram mantidos em sala com temperatura entre 19° e 25°C e umidade
relativa do ar entre 30 e 70%, e cumpriram fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. A
alimentacdo dos coelhos foi composta de ragao convencional para a espécie e agua potavel ad

libitum.

O teste foi conduzido segundo as normas 404 da Organization for Economic
Co-operation and Development (OECD) (2002), e 65.3330.003 do Instituto Nacional para
Controle de Qualidade em Saude, Irritagdo Dérmica Primaria, Revisao 06 (2007). Nao foi
utilizado nenhum tipo de substincia de referéncia para a realizacdo deste estudo (OECD, 2002).
Foi considerada como referéncia de ndo irritabilidade ou corrosdo a area da derme do coelho

saudavel que nao foi submetida a aplicacdo das membranas (controle negativo).

Para a aplicagdo das membranas, os coelhos selecionados foram previamente depilados
antes da aplicacdo, na regido dorsal, com otosador, tomando-se o cuidado de ndo causar lesdes ou
irritacdo na pele. Foram utilizados somente os animais que apresentaram a derme intacta apds a

depilagado.
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As membranas foram cortadas nas medidas de 2,5 cm x 2,5 cm, umedecidas, a saturagao,
com 0,5 mL de solucdo fisiologica (0,9% de NaCl) e colocadas em frasco com tampa para

posterior aplicacdo nos animais selecionados e aclimatizados para a realizagdo deste ensaio.

As membranas foram aplicadas topicamente uma Unica vez, e cobertas com gaze e fita
adesiva (patch) nos 3 animais selecionados para a realizagdo do estudo e ficaram em contato com
a pele dos animais por 4 horas. Apos este periodo de exposi¢do, o excesso de material foi retirado

com agua purificada / solugdo fisiologica e cotonete.

Todos os animais foram observados no periodo de 60 minutos, 24, 48 ¢ 72 horas apos a
remocao do patch e a graduagdo de edemas (acumulo anormal de liquido no espaco intersticial) e
eritemas (coloracao avermelhada da pele ocasionada por vasodilatacdo capilar, sendo um sinal

tipico de inflamagao) foi feita de acordo com as Tabelas 3.6 e 3.7, respectivamente.

Tabela 3.6: Graduacdo para reagdes de eritema.

Eritema Grau
Sem a presenca de eritema 0
Eritema ligeiramente perceptivel 1
Eritema bem definido 2
Eritema de moderado a severo 3
Eritema severo com formacao de escamas 4
Tabela 3.7: Graduacdo para reagdes de edemas.
Edema Grau
Sem a presenca de edema 0
Edema ligeiramente perceptivel 1
Edema discreto 2
Edema moderado (aproximadamente 1mm) 3
Edema severo (maior que 1mm) 4
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A classificagdo de irritabilidade dérmica do produto ¢ feita com base na média dos
resultados obtidos por meio da soma dos dados das reacdes de edemas e eritemas e analisada de

acordo com a Tabela 3.8.

Tabela 3.8: Classificacdo dos produtos quanto ao grau de irritabilidade dérmica.

Classificacao Grau

Naio irritante 0,00 -0,99
Ligeiramente irritante 1,00 - 1,99
Moderadamente irritante 2,00 -4,99
Severamente irritante 5,00 - 8,00

3.2.3.13. Sensibilizacdo dérmica

O objetivo desse ensaio foi avaliar o potencial das membranas serem alergénicas
(sensibilizante) ao organismo, apds varias exposicdes na derme do sistema-teste, quando
estimulada com adjuvante. O teste foi conduzido segundo as normas 406 da Organization for

Economic Co-operation and Development (OECD), 1992.

O sistema-teste do estudo de Sensibilizacdo Dérmica Maximizada foi formado por 20
cobaias (Cavia porcellus) albinas, adultos, machos/fémeas, saudaveis, sem lesdes externas e sem
alteragdes patoldgicas detectaveis na pele dos animais. Para este estudo foram utilizadas cobaias
por apresentarem maior sensibilidade e estar de acordo com o protocolo descrito no método. As
cobaias saudaveis, com peso corporeo entre 300 e 400 g foram previamente avaliadas pelo
veterinario e aprovadas para uso. Os animais foram alojados em caixas sob as mesmas condigdes
descritas do teste de irritabilidade dérmica e sua alimentag@o foi composta de ragdo convencional

para a espécie e agua potavel.

As vinte cobaias foram depiladas 24 horas antes da aplicagdo das membranas, na regido

dorsal direita, com o cuidado de ndo causar lesdes ou irritacdo na pele. Assim como descrito no
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ensaio anterior, foram utilizados somente animais que apresentavam a derme intacta apos a

depilacao.

As membranas foram umedecidas, a saturacdo, com solucdo fisiologica e colocadas em
frasco de vidro com tampa para posterior aplicagdo nos animais selecionados, aclimatizados para
a realizagdo deste estudo. Como substancia de referéncia (controle negativo de sensibilizacao

dérmica) foi utilizada solucdo aquosa de cloreto de sodio 0,9%.

O ensaio consistiu em duas etapas, sendo a primeira a fase de inducdo e a segunda, a fase
de desafio. Inicialmente, na fase de indugdo, os 20 animais foram divididos em 3 grupos: grupo-
teste composto por 10 animais, grupo controle I com 5 animais e grupo controle II com 5
animais. Na primeira ¢ na décima aplicacdo das amostras, todos os animais receberam uma
injecdo intradérmica de adjuvante complexo de Freund (0,1 mL). O grupo controle I recebeu
solugdo de 0,9% de cloreto de sodio e nos grupos teste e controle II, aplicou-se as membranas
(com gaze ¢ fita adesiva) topicamente com 48 h de intervalo, totalizando 10 aplicagdes. O
tratamento foi suspenso entre o 24° e o 35° dia (inclusive), considerando-se ser este o tempo

necessario para que o organismo produzisse a resposta imunoldgica.

Na fase de desafio, os animais foram tricotomizados no 36° dia (a lateral dorsal esquerda)
e entdo, as membranas foram aplicadas topicamente nos animais do grupo teste e do grupo
controle I e ficaram em contato com a derme dos animais por 48h. Os animais do grupo controle
IT receberam topicamente 0,5 mL de solugdo de cloreto de sddio 0,9%. As analises ocorreram 1,
6, 24 ¢ 48 horas ap0s a retirada das membranas dos animais do grupo teste e do grupo controle 1.

A graduagdo das reacdes foi feita de acordo com a Tabela 3.9.

Tabela 3.9: Graduagdo de reagdes para o teste de sensibilidade dérmica.

Reacoes Graduacao
Sem alteracdo na érea teste 0
Eritema discreto 1
Eritema moderado 2
Eritema intenso 3
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3.2.4. Anadlises estatisticas

Sempre que possivel, os dados foram apresentados como o valor médio obtido a partir de,
no minimo, dois ensaios independentes. Os desvios padrdoes foram calculados por meio do
programa Microsoft Excel, versao 2007. A analise de significancia estatistica das diferengas com
base em um limite de confianga de 95% foi realizada segundo os testes de comparagdo de médias

de Tukey, efetuada por meio do programa Statistica 7°.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer deste
trabalho. Exceto quando indicado, as membranas foram preparadas a partir de solucdes de

alginato e quitosana provenientes da empresa Sigma-Aldrich.

4.1. Aspecto das membranas

A Figura 4.1 mostra o aspecto tipico, avaliado a olho nu, das membranas com proporcdes

variadas de prata.

Figura 4.1 - Membranas sem prata (a) e preparadas na presenca de 0,05% (b), 0,1%, (c), 2% (d),

0,6, (e), 1,1% (f), 2% (g) de prata. Didmetro das membranas de cerca de 12 cm.
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Como o complexo polimérico com AlphaSan® apresentou aspecto uniforme e
esbranquicado, membranas também esbranquicadas foram observadas. Nota-se a olho nu que o
AlphaSan® distribuiu-se praticamente de forma homogénea nas membranas. Foi observado
também que com o aumento da concentragdo de prata, as membranas tornaram-se mais opacas €
sensiveis 4 luz. No entanto, no trabalho de Qin (2005) com fibras de alginato ¢ AlphaSan®, o
autor afirma que a estrutura do composto de fosfato hidrogenado de zirconio e sédio impede com
que os ions prata se reduzam e as fibras escurecam. Diante disso, uma possivel causa para o
escurecimento das membranas seja a formacdo de cloreto de prata, produto da reagdo da prata
presente na estrutura do AlphaSan® com a solugdo de cloreto de calcio utilizado nos processos de
reticulacio i6nica. Da mesma maneira que o AlphaSan®, o cloreto de prata é praticamente
insolavel em agua. Além disso, este sal se decompde por meio de fotolise (Reagdo 1) originando
o metal finamente dividido, que ¢ negro (Filgueiras, 1996). Da mesma maneira, Qin (2005)
constatou que ao tratar fibras de alginato de calcio com nitrato de prata e cloreto de calcio, as
fibras, quando expostas a luz, ficaram escuras. Devido a essa sensibilidade a luz, apds a etapa de

adi¢do do AlphaSan®, todos os procedimentos subsequentes foram feitos sob luz indireta.

24gCl —24g° + Cl, (Reagdo 1)

4.2. Morfologia das membranas contendo AlphaSan®

Na Figura 4.2 estdo apresentadas as morfologias de superficie tipicas das membranas de
quitosana e alginato incorporando ou ndo AlphaSan®. Foi observado (Figura 4.2a) que a
membrana constituida apenas por quitosana e alginato apresentou superficie ondulada, com
elevagdes e fibras distribuidas ao longo de sua extensdo, ndo sendo observada a presenca de
poros em aumentos de até 5000 vezes. Este aspecto foi também observado por Rodrigues (2008)

e Bueno (2010) para membranas compostas pelos mesmos polissacarideos.

Nas imagens restantes (Figura 4.2b a 4.2g), observa-se um aumento na rugosidade e do
numero de particulas na superficie da membrana. Rodrigues (2008) observou em seus estudos
com membranas incorporando bacitracina por impregnacao em solugdo a deposi¢do de particulas

na membrana, entretanto afirma que isso pode ser decorrente também dos sais do tampao
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utilizado na diluicdo e nao s6 propriamente do farmaco, fato este que ndo ocorreu no presente
estudo, uma vez que o AlphaSan® foi adicionado em p6 a suspensdo do complexo polimérico e

apos a secagem, as membranas foram submetidas a varios processos de lavagem.

Figura 4.2 - Morfologia de superficie das membranas sem prata (a) e preparadas na presenga de

0,05% (b), 0,1% (c), 2% (d), 0,6 (e), 1,1% (f) e 2% (g) de prata.
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Os cortes transversais das membranas contendo ou ndo o agente antimicrobiano sao

apresentados na Figura 4.3.

Figura 4.3 - Corte transversal das membranas (a) sem prata e preparadas na presenga de (b)
0,05%, (c) 0,1%, (d) 2% (e) 0,6, (f) 1,1% e (g) 2% de prata.
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Foram constatados pontos de aglomeragdo das particulas de AlphaSan®, indicando que o
material nao foi uniformemente distribuido na matriz de alginato e quitosana, apesar de se ter esta
impressdo na anélise a olho nu. Foi cogitada & hipotese de se adicionar o AlphaSan® a mistura
polissacaridica na forma de solugdo para melhorar sua distribui¢do na matriz. Entretanto, como a
solubilidade deste composto em solugdes aquosas ¢ muito pequena descartou-se tal idéia, pois
haveria, provavelmente, grandes perdas do material nas paredes do frasco usado na transferéncia.
Além disso, tal aglomeragcdo pode ter também decorrido de segregacdo de fases durante o

processo de secagem das membranas, que ¢ bastante lento.

A medida que se aumentou a concentragio do AlphaSan®, foi observado um aumento no
numero das lamelas e isso, conjuntamente com o efeito do aumento de massa dos dispositivos
pela adicdo do agente antimicrobiano, refletiu em um aumento de espessura das membranas,

resultado este mais detalhadamente discutido a seguir.

4.3. Espessura das membranas

Na Tabela 4.1 estdo apresentados os resultados da analise de espessura das amostras secas e

umidas.

As membranas poliméricas utilizadas neste trabalho apresentaram espessura variando de

87 a 520 um no estado seco, e de 116 a 2199 um no estado timido.

As membranas contendo AlphaSan” mostraram-se mais espessas tanto no estado seco
quanto no estado imido. Por meio da microscopia eletronica de varredura pdde-se observar que o
agente antimicrobiano esta localizado tanto na forma dispersa quanto entre as fibras poliméricas

de quitosana e alginato, ocasionando o aumento na espessura das membranas.

Observa-se que os maiores valores de espessura das amostras hidratadas foram obtidos em
agua. Bartkowiak (2002) e Bueno (2010) afirmam que o menor aumento da espessura das
membranas quando imersas nos demais fluidos estd relacionada com a for¢a idnica e a
osmolalidade do meio, pois quanto maior a concentragao i0nica, maior € o efeito de blindagem de

cargas dos polimeros e consequentemente, havera uma maior compactacdo da estrutura na
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presenca do solvente, e quanto maior o nimero de espécies hidrataveis, maior sera a competi¢ao

pela dgua de hidratagao.

Tabela 4.1: Espessura das membranas de quitosana e alginato secas e apds exposi¢do a agua, SS,

PBS, FCS e SFB a 37°C por 24 h preparadas na auséncia ou presenca de prata.

Espessura (um)

Conc.
de Com umidade

P(I;;:t)a e“zsgl“;lg’(fi" Agua SS PBS FCS SFB
ambiente

0,00 87 + 2% 450 + 15*B 138 + 8¢ 139 + 7%¢ 140 + 9*¢ 116 + 8*P
0,05 94 + 24 467 £ 10*® 143 + 7€ 156 + 10*€ 165 + 17*¢ 135+ 5*P
0,10 140 + 13> 675 + 10°® 320 + 9°¢ 281 + 5™P 268 + 10°F 190 + 8°F
0,20 180 + 104 725 + 13°B 443 + 10%¢ 398 + 3P 327 £ 5P 285 + 134F
0,60 350 + 1144 1650 + 18*® 797 + 12°C 792 + 7€ 782 + 12%¢ 830 + 3°P
1,10 420 + 15%4 1710 £49°8 904 £25%¢ 1100+ 10°°  1525+22°F 998 + 25%F
2,00 520+ 19 2199+ 68"  1050+£2%¢ 1230+ 11" 1791+ 15 1158 £275F

Resultados com letras minusculas iguais indicam que os ensaios ndo diferirvam estatisticamente entre si a
95% de confiangca quando usada a mesma solu¢do aquosa. Resultados com letras maiusculas iguais
indicam que os ensaios ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianca para membranas
preparadas com a mesma concentra¢do inicial de prata.

No entanto, embora a for¢a i6nica do FCS e a solucao tampao PBS sejam maiores que da
SS, nas membranas contendo 0,1%, 0,2% e 0,6% de prata foi observado um aumento da
espessura quando a membrana foi exposta a solucdo de menor forga idnica (SS). Meng et al.
(2010) propdem que o equilibrio das cargas entre os grupos amino da quitosana e carboxilicos do
alginato ¢ afetado pelas variagdes de pH. Apos a imersao das membranas, o fluido corpdreo
simulado apresentou um pH de 7,1 enquanto que a solucdo salina um pH de 5,2. Essa alteragao
do pH do meio, provavelmente deve-se a presenca de acido acético residual nas membranas, uma
vez que este ¢ adicionado durante o processo de producdo a fim de se solubilizar a quitosana e
pode nao ter sido completamente removido nas etapas de lavagem. Esta reducdo de pH pode

eventualmente trazer efeitos negativos para o paciente e também afetar a cinética de liberacao da
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prata, entretanto a influéncia dessa variavel ndo foi avaliada neste trabalho. Dessa maneira, em
condi¢des de pH inferiores ao pKa da quitosana, que € o caso da solugdo salina, a protonagdo
seguida da repulsdo eletrostatica dos grupos amino facilita a absor¢do de dgua, o que causa uma

maior expansao da membrana do que na solu¢do de pH 7,1 (FCS).

Assim, é perceptivel que a forca idnica e o pH das solucdes sdo fatores que afetam a
espessura das membranas de quitosana e alginato com diferentes concentragdes de prata

hidratadas.

4.4. Capacidade de absorcdo

De acordo com a literatura técnica fornecida pela empresa LM Farma, solu¢des aquosas
contendo simultaneamente NaCl (a 8,298g/L) e CaCl, (0,368g/L) sdo comumente empregadas
para a analise da capacidade de absor¢ao de fluidos por curativos. Os dados obtidos neste ensaio

para as membranas produzidas estdo indicados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Capacidade de absor¢do de solucdo de NaCl e CaCl, das membranas livres ou

contendo prata em diferente proporcdes iniciais.

Concentracao de prata (%) Absorc¢ao (g/100cm2)

0 14,1 +0,1°
0,05 152+0,9°
0,10 15,9+ 0,9°
0,20 16,1 £0,8°
0,60 16,7+ 0,4°
1,10 17,3+0,5°
2,00 17,1 £0,3°

Resultados com letras iguais indicam que os ensaios ndo diferiram
estatisticamente entre si a 95% de confianca.
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Nota-se que as membranas de quitosana e alginato isentas de agente antimicrobiano
apresentam valores ligeiramente inferiores de absor¢cdo em comparagao com as preparadas na
presenca do agente ativo. Conforme ja mencionado, membranas contendo AlphaSan® tém
lamelas mais espagadas, o que facilita a entrada da solucdo, aumentando sua capacidade de

absor¢ao.

Comparativamente, as membranas que contém maiores quantidades de prata apresentaram
valores de absor¢ao menores que o relatado para o curativo comercialmente disponivel Aquacel

Ag (igual a 20 g/100cm?), produzido pela ConvaTec, indicado para feridas altamente exudativas.

Com base nestes resultados, verifica-se que as membranas obtidas (contendo 0,05% a 2%

de AlphaSan) sdo indicadas para lesdes com moderada produgao de exsudato.

4.5. Perfil de intumescimento de fluidos pelas membranas

Os perfis de intumescimento das membranas em agua, solucdo salina, solu¢do tampao
PBS, fluido corpoéreo simulado e soro fetal bovino estdo apresentados nas Figuras 4.4 a 4.8,
respectivamente. Destaca-se que tais solugdes apresentam composigdes mais proximas as
verificadas nas condi¢des de uso in vivo e por esta razdo foram empregadas no estudo detalhado
do perfil de absor¢do ao invés da solucdao contendo 8,298 g/I.de NaCl e 0,368g/L de CaCl, em

agua, que ¢ usada como solucao de referéncia na analise de curativos industrializados.

Observa-se que as membranas preparadas na presen¢a de maiores concentragdes de prata
apresentaram maior capacidade de intumescimento. Mais uma vez, isso corrobora a hipotese de
que as membranas com maiores concentragdes devido as suas maiores espessuras apresentam
maior namero de lamelas, e com isso a penetracdo das solugdes ¢ facilitada, aumentando a

capacidade de intumescimento.
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Figura 4.4 — Perfil de intumescimento em 4gua das membranas de quitosana e alginato: (m)
isentas de prata e preparadas na presenca de (e) 0,05%, (4) 0,10%, (¥) 0,20%, (¢) 0,60%, (<€)
1,10% e (») 2,00% de prata.
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Figura 4.5 - Perfil de intumescimento em solu¢do salina das membranas de quitosana e alginato:

(w) isentas de prata e preparadas na presenca de (e) 0,05%, (4) 0,10%, (¥) 0,20%, (¢) 0,60%,

(4) 1,10% e (») 2,00% de prata.
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Figura 4.6 — Perfil de intumescimento em fluido corporeo simulado das membranas de quitosana

e alginato: (m) isentas de prata e preparadas na presenga de (e) 0,05%, (4) 0,10%, (¥) 0,20%,

(¢)0,60%, (€) 1,10% e (») 2,00% de prata.
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Figura 4.7 — Perfil de intumescimento em soro fetal bovino das membranas de quitosana e

alginato: (m) isentas de prata e preparadas na presenca de (®) 0,05%, (4) 0,10%, (¥) 0,20%, (¢)

0,60%, (4) 1,10% e (») 2,00% de prata.
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Figura 4.8 — Perfil de intumescimento em solucdo PBS das membranas de quitosana e alginato:
(m) isentas de prata e preparadas na presenca de () 0,05%, (4) 0,10%, (¥) 0,20%, (¢) 0,60%,
(€ 1,10% e (») 2,00% de prata.

Os perfis de intumescimento das membranas imersas em todos os fluidos (4gua, solugdo
salina, solucdo PBS, fluido corpdreo simulado e soro fetal bovino) sdo semelhantes, ou seja, as
amostras apresentam altas taxas de intumescimento nas primeiras horas e periodos em que a
absor¢ao ¢ praticamente constante. Além disso, as curvas apresentam em um determinado tempo
um discreto aumento na absorc¢ao. Isso pode ser atribuido a expansao das cadeias dos polimeros
que constituem a membrana ou ainda a dissolu¢do das mesmas, uma vez que em valores de pH
baixos como o da agua deionizada (pH=4,9) ou solugdo salina (pH=5,5) as liga¢des entre os
polimeros podem ser rompidas, resultando na desintegracdo dos PECs e na dissolugao parcial das

membranas (Bernabé et al., 2005).

Ainda comparando os perfis de intumescimento, nota-se que os maiores valores
verificados em 24 h sdo encontrados para as membranas imersas em agua, seguidos daquelas em
contato com SS. Maurstad et al. (2008) propdem que com o aumento da forga idnica, os
polieletrolitos livres tendem a adotar uma conformacdo espiralada, resultando em uma menor
repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas. Como conseqiiéncia deste efeito, tem-se uma

estrutura mais empacotada, o que dificulta a penetragdao de 4gua nas membranas.
70



Nos demais fluidos (PBS, FCS e SFB) nota-se que os valores ndo diferiram
significavelmente. Na Tabela 4.3 sdo apontados os valores finais de absor¢ao apos 24 h de

contato das amostras com as solucgdes.

O fato de se ter obtido valores de capacidade de intumescimento maiores em agua e
solugdo salina do que nos demais fluidos pode ser explicado devido ao pH das solugdes. Em
meios acidos como a agua deionizada utilizada (pH=4,9) e a solugdo salina (pH=5,5), a
protonacdo seguida do afastamento dos grupos amino residuais do complexo polieletrolito pode
causar uma expansao da estrutura polimérica, facilitando a penetracdo e a absor¢do de adgua. De
acordo com Yan et al. (2000), a presenca de grupos amino protonados nos filmes aumenta a
capacidade de absor¢ao de agua. Ainda neste sentido, Rodrigues (2008) afirma que durante o
intumescimento, pequenos ions presentes na rede polimérica podem deixar a membrana,
diminuindo a pressdo osmoética e, em pH proximo de 5, os grupos carboxilicos livres
provenientes do alginato estariam mais freqlientemente presentes na forma de carboxilato,

favorecendo a formacao de pontes de hidrogénio.

Tabela 4.3: Grau de intumescimento das membranas em agua, SS, PBS, FCS e SFB em 24 h.

Conc. Grau de intumescimento (g/g)

Prata ,
%) Agua SS PBS FCS SFB

(4

0,00 13,9+0,8  13,0+03% 9,3 +0,3"" 9,2 + 0,28 8.4+ 0,398
0,05 132+1,2*¢  13,0+£09%  76+03"P 7,2 +0,1™P 8,7 +0,3%P
0,10 16,5+ 03 15,1 +0,18F 8,2 +0,5¢ 10,0 £0,6™"  9.7+0,7¢"
0,20 16,1 = 0,8%! 12,5+ 1,2 9.4 + (8" 7,6 £ 0,4™% 8,7 +0,8%K
0,60 37,0+£04%F  234+0,1™ 11,001  82+0,1%° 16,8 + 0,4
1,10 395+0,8°  237+0.8™™  140+05%  150+03"  142+073%S
2,00 423+02°T  142+06"Y  11,0+0,5%Y  10,0+08™Y  10,8+08"Y

Resultados com letras minusculas iguais indicam que os ensaios ndo diferirvam estatisticamente entre si a
95% de confiangca quando usada a mesma solu¢do aquosa. Resultados com letras maiusculas iguais
indicam que os ensaios ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianca para membranas
preparadas com a mesma concentra¢do inicial de prata.
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4.6. Estabilidade das membranas em fluidos

As membranas contendo ou ndo AlphaSan® tiveram suas perdas de massa avaliadas em
cinco diferentes fluidos: 4dgua, solugdo salina, solu¢do tampao PBS, fluido corpdreo simulado e
soro fetal bovino. Os dados referentes a perda de massa para os referidos materiais sdo mostrados

na Tabela 4.4.

De acordo com Wang ef al.(2001) a mistura das solucdes de quitosana e alginato leva a
formacdo de uma suspensdo composta por fibras finas de quitosana-alginato, juntamente com
moléculas de quitosana e de alginato que ndo reagiram. Segundo Yan et al.(2000), o complexo
polieletrdlito de quitosana e alginato ¢ insolivel em agua e, portanto, a perda de massa pode ser
atribuida principalmente ao alginato que ndo interagiu com a quitosana, visto que a quitosana ¢
pouco soluvel em solugdes aquosas ndo acidificadas. Dessa maneira, Yu et al.(2005) sugerem a
reticulagdo iénica com fons Ca'? para um aumento da estabilidade do complexo polieletrolito.
Entretanto, também afirmam que embora a reticulagdo id6nica melhore as propriedades de perda

de massa dos polieletrolitos de quitosana e alginato, prejudica as taxas de liberacao da prata.

Tabela 4.4: Dados de perda de massa em fluidos diversos para membranas contendo

concentragdes variadas de prata.

Conc. Perda de Massa (%)

prata ,
%) Agua SS PBS FCS SFB

(4

0,00 10,9 + 0,3 7,2 40,5 6,0 = 0,3 5,8 +0,3%4 2,9+0,2"
0,05 8,0+ 0,2% 7,5 + 0,9"-B 9,2 +0,4™ 7,1 0,278 6,9 + 0,578
0,10 27,5 +4,0% 8,0+0,1% 9,7 + 0,3™C 7,07 £ 0,17 6,2 + 0,2
0,20 9,6 + 0,5 5,8 + 0, 2P 8,9+0,1" 5,15+ 0,6"° 1,0+ 0,1
0,60 16,4 + 1,2 5,1 +0,78"E 5,0+ 0,1°F 8,68 = 0,7 0,8 +0,1%
1,10 20,0 + 1,5%% 6,5+ 0,1%WF 6,3 +0,1°F 9,57 + 0,8 0,4 + 0,1
2,00 27,5+ 1,4% 7,2 + 0,176 7,3+0,1°¢ 10,64 + 0,5* 0,4 + 0,1

Resultados com letras minusculas iguais indicam que os ensaios ndo diferivam estatisticamente entre si a
95% de confiangca quando usada a mesma solu¢do aquosa. Resultados com letras maiusculas iguais
indicam que os ensaios ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de confian¢a quando usada a
mesma concentragdo de prata.
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Ainda nesse sentido, Li et al. (2005) sugerem que quanto maior a interacdo entre os
grupos amino da quitosana e as carboxilas do alginato, menor serd a disponibilidade dos grupos

carboxilico livres do alginato, e consequentemente maior sera a estabilidade do complexo.

Desta forma, grande parte da perda de massa das membranas utilizadas neste trabalho
pode ser atribuida ao alginato ndo reticulado e a uma provavelmente pequena propor¢do de perda
do AlphaSan®™, ja que as particulas de prata podem ser sdo trocadas com fons s6dio presentes em

algumas das solucdes testadas e no exsudato.

As porcentagens mais altas de perda de massa foram verificadas nas membranas imersas
em agua. Para membranas preparadas na presenca do agente antimicrobiano em contato com a
agua, esse valor variou de 8,0 a 27,5% e para membranas isentas de agente antimicrobiano, foi de
10,9%. Bueno (2010) obteve em seu trabalho 6,8% de perda de massa em 4dgua para membranas
de quitosana e alginato, e Rodrigues (2008) obteve valores entre 9,0 a 21,0% para membranas de
quitosana e alginato quando produzidas em diferentes taxas de agitagdao. Dessa forma, a diferenca
entre os valores obtidos em relagdo aos da literatura podem ser atribuidos as condigdes de
preparacdo das membranas (taxa de agitacdo, vazdo de adicdo da quitosana, etc.), as condi¢des
utilizadas nos testes de perda de massa (volume de solucdo, tempo e temperatura) e do tipo de

quitosana utilizado (origem, lote, grau de desacetilacdo, etc.).

Quanto a exposi¢do aos demais fluidos, as diferencas nos valores obtidos nos ensaios de
perda de massa podem ser atribuidas a variagcdo do valores de pH destas solucdes, uma vez que o
pH do NaCl favorece a interagcdo da quitosana e alginato, enquanto que o pH do FCS e do PBS
favorecem a desprotonagdo da quitosana, dificultando a manutencdo da interacdo dos
polieletrolitos e enfraquecendo a estrutura da membrana, que seria mais facilmente solubilizada.
Hugerth et al.(1997) estudaram um complexo formado por iota-carragena e quitosana e afirmam
que o aumento da concentragdo salina de 30mM para 100mM de NaCl e KCI leva um aumento
no carater hidrofébico das cadeias devido a blindagem das cargas dos polissacarideos,
diminuindo a solubilidade do polieletrdlito e, consequentemente, a perda de massa em solugao,

como foi observado para membranas preparadas na auséncia de prata.
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As porcentagens mais baixas para perda de massa foram obtidas em soro fetal bovino
(0,40% a 6,85%). Qin (2005) afirma que a prata e as proteinas do soro possuem alta afinidade de
ligagdo. Dessa maneira, pode-se supor que as proteinas do soro fetal bovino formam quelatos
com as particulas de prata do AlphaSan® nas membranas, resultando em baixos valores de perda
de massa. Pode também haver interagdo dos polissacarideos com as proteinas, contribuindo para
reduzir as perdas de massa, de forma que estes efeitos provavelmente prevalecem em comparagao

ao rompimento das interagdes quitosana e alginato.

Nota-se, assim, que como a perda de massa das amostras contendo AlphaSan ¢
relativamente baixa, possivelmente as membranas poderiam ser utilizadas como curativos em

lesdes umidas por alguns dias antes que sua troca fosse necessaria.

4.7. Comportamento quanto a capacidade de drenagem de dgua

A taxa de drenagem de dgua ¢ um importante fator a ser considerado no desenvolvimento
de curativos, pois estes devem ser capazes de impedir o acimulo de exsudatos e a desidratacdo
excessiva da lesdo. Na Tabela 4.5 sdo apresentados os valores médios de capacidade de drenagem

de 4gua das membranas preparadas na presenca de diversas concentragdes de AlphaSan®.

Tabela 4.5: Capacidade de drenagem de agua pelas membranas.

Concentracio de prata | Capacidade de drenagem

(%) (g/m*.dia)

0,00 12.109 + 512°
0,05 7.198 + 129°
0,10 5.349 £ 315°
0,20 5.176 +214°
0,60 4916 +319°
1,10 4.537 + 347°
2,00 4.458 + 175°

Resultados com letras minusculas iguais indicam que os ensaios
ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianga.
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A taxa encontrada nesse estudo para membranas de quitosana e alginato sem o AlphaSan®
foi de 12.109,15 g/m’dia, o que esta de acordo com a literatura. Rodrigues (2008) obteve taxas de
drenagem entre 12.219 a 14.343 g/(m’dia) para membranas constituidas de quitosana e alginato sem

incorporagdo de farmaco.

Foi observado que a capacidade de drenagem das membranas de quitosana e alginato
incorporando AlphaSan® reduziu conforme a adigdo do composto na mistura inicial. Isso se deve,
possivelmente, ao aumento da espessura das membranas devido a presenca das particulas do
agente antimicrobiano localizadas entre as fibras de quitosana e alginato, dificultando a

permeagdo da dgua.

De acordo com Behar et al. (1985) a pele saudavel perde dgua em média, cerca de 240
g/(m*dia). Lamke et al. (1977) relatam que a perda de 4gua para a pele lesada pode variar de 279
+ 26 g/(m*dia) para queimaduras de primeiro grau a 5.138 + 202 g/(m>dia) para feridas
granulares. Balakrishnan et al. (2005) afirmam que curativos com taxas de drenagem de 2.000 a
2.500 g/(m*dia) promoveriam um nivel adequado de umidade para feridas, sem permitir que
ocorresse desidratacdo excessiva. Por outro lado, Behar et al. (1985) consideram os valores de
permeabilidade & agua préximo a 5.000 g/(m*dia) como ideais para curativos utilizados em

feridas com alto grau de exsudato. Ou seja, ndo ha consenso quanto a este aspecto.

Dessa forma, os resultados de capacidade de drenagem de agua obtidos indicam que as
membranas produzidas de quitosana e alginato, se preparadas na presenca de 0,05% de prata (ou
0,5% de AlphaSan®) poderiam ser utilizadas em feridas com alto grau de exsudato, enquanto que
as obtidas empregando de 0,2% a 2,0% de prata (ou 2 a 20% de AlphaSan®™) seriam

recomendadas para feridas com moderados niveis de exsudato.

4.8. Avaliagdo da resisténcia mecdnica das membranas

Na Tabela 4.6 estdo apresentados os valores obtidos por meio dos ensaios de resisténcia

mecanica das membranas de quitosana e alginato com e sem o agente antimicrobiano.
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Os valores encontrados de resisténcia a tracdo para membranas com o agente
antimicrobiano foram inferiores aos observados para as isentas de AlphaSan®. Bueno (2010)
obteve para membranas de quitosana e alginato valores de 10,9 MPa de resisténcia a tracao e
2,8% de alongamento na ruptura, valores proximos aos encontrados neste trabalho. Por outro
lado, Rodrigues (2008) obteve valores de resisténcia a tracdo de 27,7 MPa e 8,42% de
alongamento na ruptura, para membranas de quitosana e alginato isentas de bacitracina, enquanto
que para membranas incorporando bacitracina foram encontrados valores de 17,3 MPa e 4,3%.
Esse comportamento foi atribuido & maior facilidade da estrutura polimérica de se romper nos
locais onde o farmaco estava acomodado. O mesmo pode se supor com relagdo as amostras
contendo AlphaSan®. Bueno (2010) reticulou membranas de quitosana e alginato com CaCl, e
(NH4)2S04, e obteve valores de resisténcia a tragdo de 19,43 MPa e alongamento na ruptura de
3,17%. Por outro lado, Meng et al. (2010) obtiveram valores de 36 a 52 MPa e 5,3 a 8,4% para

membranas no estado seco de quitosana e alginato incorporando sulfadiazina de prata.

Tabela 4.6: Propriedades mecanicas das membranas de quitosana e alginato preparadas na

presenca ou auséncia de prata.

Conc. prata Resisténciaa | Alongamento na
(%) tracao (MPa) ruptura (%)
0,00 9,79 + 1,51° 325+ 1,43
0,05 9,09 + 0,63° 2,42 £ 0,73
0,10 5,90 + 1,53° 3,61+ 1,06°
0,20 535+1,99° 4,46 +0,76°
0,60 4,98 +1,92° 3,54+ 1,26°
1,10 3,91 +2,78° 3,09 + 1,39°
2,00 2,03 +2,83° 3,54+ 1,16°

Resultados com letras minusculas iguais indicam que os ensaios
ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianga.
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Dessa forma pode-se concluir que a concentracdo, composicao polimérica, o tempo de
reacdo entre os complexos e o estado fisico do agente antimicrobiano sao fatores que influenciam
a resisténcia a tracdo e a flexibilidade das membranas. Destaca-se que hd grande variabilidade
nos ensaios de tracdo, com relacdo as condigdes experimentais, o que dificulta a comparagado
direta dos dados obtidos com os relatados na literatura. No entanto, nota-se que nao ha alteracdes,
praticamente, na ordem de grandeza dos resultados, o que permite concluir que membranas de
quitosana e alginato tém razoavel fragilidade tanto se preparadas na presenca quanto na auséncia

de agentes antimicrobianos.

4.9. Eficiéncia da incorporacdo da prata nas membranas

A eficiéncia de incorporacdo da prata nas membranas de quitosana e alginato com relacdo

a quantidade inicialmente adicionada esta apresentada na Tabela 4.7.

Tabela 4.7: Porcentagem de prata incorporada nas membranas de quitosana e alginato.

Concentracio de prata Concentracio de prata Eficiéncia de

inicialmente adicionada (%) incorporada (%) incorporacao (%)
0,05 0,040 + 0,002° 87,10 + 4,15%
0,10 0,090 + 0,005 87,19+ 5,188
0,20 0,180 +0,001° 91,42 +1,21%
0,60 0,571 + 0,002¢ 94,93 +0,23"
1,10 0,990 + 0,001° 98,52 +2,19"
2,00 1,980 + 0,004 99,33 +0,19"

Resultados com letras iguais indicam que os ensaios ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de
confianga.

Por meio dos valores obtidos ¢ possivel afimar que grande parte do fArmaco adicionado ao
sistema foi incorporada com éxito. Isso indica que o processo de inclusdo do farmaco no
complexo polimérico antes da secagem foi adequado. Rodrigues (2008) obteve no processo de

incorporacdo por imersdo em solu¢do de bacitracina das membranas de quitosana e alginato

77



valores muito inferiores, entre 11 e 25,5%, o que pode ser atribuido a maior solubilidade deste

composto em solug¢des aquosas que do AlphaSan®.

Verifica-se uma tendéncia de aumento da incorporacao com a elevagao da concentracao
de AlphaSan® adicionada, possivelmente porque este composto é pouco solavel em solugdes
aquosas, tendendo a formar aglomerados em altas concentragdes. Tais aglomerados ficam mais
eficientemente retidos na estrutura polissacaridica do PEC formado, notando-se perdas de
material de até 13% em condi¢des de baixa concentragio inicial de AlphaSan®. Esta perda pode
ocorrer em diferentes etapas do processo, a saber, durante a reticulacdo secundaria em solucao de

CaCl, ou durante as lavagens. Os resultados de sua avaliagdo estdo indicados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Perda massica de prata apds cada etapa do processo de lavagem das membranas.

Concentracio de Perda por etapa do processo (%)

prata inicialmente Reticulacdo com 1* lavagem 2% lavagem

adicionada (%) solucao de CaCl, com agua com agua
0,05 5,93 +0,05" 3,15+0,018 3,81 £ 0,09™
0,10 6,66 + 0,02° 4,10+ 0,07" 2,09+ 0,10"
0,20 6,51 +0,01° 1,91 + 0,02 1,64 +0,02°
0,60 2,87 + 0,04° 1,69 + 0,03’ 0,51 + 0,06
1,10 1,09 +0,01° 0,24 +0,01" 1,48 £ 0,034
2,00 0,50 +0,03" 0,10+ 0,01' 0,07 +0,01"

Resultados com letras iguais indicam que os ensaios ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de
confianga.

A maior perda de massa acontece apds a etapa de reticulagdo com solucdo de cloreto de
calcio, possivelmente, em funcdo de troca idnica, propiciando uma perda massica mais elevada

do que durante as lavagens com dgua deionizada.

Ainda assim, as perdas de prata encontradas por etapa foram bastante reduzidas, uma vez
que altas eficiéncias de incorporacdo podem ser atribuidas as baixas taxas de liberagdo de droga

no meio e que, neste caso, o limite de solubilidade do farmaco estd abaixo da concentracdo do
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mesmo na matriz e, entdo, de acordo com Raval et al(2010) o processo de liberacdo ¢

possivelmente controlado pela dissolugdo do farmaco.

4.10. Cinética de liberacdo da prata incorporada nas membranas

Os perfis de liberagdo de prata das membranas de quitosana e alginato em PBS estdo
apresentados na Figura 4.9. Foram analisados os perfis para as membranas de quitosana e
alginato preparadas na presenga de 0 a 2% de prata em solu¢do tampao PBS, por ser este o

tampao mais comumente empregado neste tipo de ensaio.

Foi constatado que os perfis de liberagdo ndo tiveram alteragdes significativas quando o

fluido de liberagao foi trocado integralmente ou parcialmente.

De acordo com Caraballo (2009), a cinética de liberacdo do farmaco ¢ condicionada por
fatores como: o transporte de fluido corporeo para a matriz polimérica, o intumescimento do
polimero com a formacdo de uma camada de gel, a difusdo do farmaco através da camada do

polimero intumescido ¢ a erosao do polimero intumescido.

Grassi e Grassi (2005) afirmam que a distribui¢do do fAirmaco na matriz ¢ um fator de
grande influéncia na cinética de liberacdo e que diante disso, diferentes comportamenttos podem
ser verificados, fato que foi observado nesse trabalho. Destaca-se que foi possivel observar por
meio da Figura 4.3, que as membranas apresentaram distribui¢do heterogénea do composto ao
longo de sua espessura e que todas as membranas contendo prata apresentaram aglomeragdo de

particulas.

Comparando-se as cinéticas de liberacdo, observa-se uma reducdo nas taxas de liberagdo
conforme aumenta a concentracdo de prata incorporada. Para as membranas preparadas na
presenca de 0,05% a 0,20% de prata foram obtidas taxas proximas de 100%, enquanto que as
preparadas com 0,60% a 2% de prata, esses valores atingiram em média 55%. Esse
comportamento estd de acordo com o descrito por Meng et al. (2010), que observaram que ao
triplicar a concentragdo de sulfadiazina de prata em membranas de quitosana e alginato, a taxa de

liberagdao foi reduzida pela metade. Uma hipdtese para explicar esse comportamento ¢ que a
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difusdo das particulas do farmaco foi facilitada a medida que a concentragdo de prata diminuia,
uma vez que o fluxo difusivo estd diretamente relacionado com a concentracdo. Nas amostras
com maiores concentragdes iniciais tem-se uma etapa adicional de desagregacdo dos aglomerados

que antecede a difusdo da prata.
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Figura 4.9 — Perfil de liberacdo da prata nas membranas de quitosana e alginato preparadas na
presenca de () 0,05%, (A) 0,10%, (V) 0,20%, (¢) 0,60%, (<€) 1,10% e (») 2,00% de prata em
solugdo tampao PBS: (a) com retirada e substitui¢ao total do meio (b) com retirada e substituicao
de apenas 7% do meio.
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Por outro lado, as membranas preparadas na presenca de 2% de prata apresentaram uma
liberagdo superior as que continham 0,6% e 1,1% de prata, fato que ndo corrobora com a hipotese
proposta da etapa inicial de desagregacao dos aglomerados. Isso pode ser atribuido a estruturagdo
da membrana, uma vez que as membranas contendo 2% de prata apresentaram um maior numero

de lamelas, o que, provavelmente, ocasionou um processo erosivo maior.

Outro fator a ser considerado no perfil de liberacdo ¢ a espessura da matriz polimérica.
Espessuras menores indicam uma menor barreira para que o PBS penetre em toda a membrana;
diante disto ha um aumento das interagdes fluido-polimero em intervalos de tempo menores e
entdo, o relaxamento das cadeias poliméricas ¢ facilitado, promovendo a difusdo do farmaco. Os
resultados obtidos nos ensaios de medida de espessura, perda de massa e absor¢ao de solugdo
PBS corroboram essa hipotese, uma vez que membranas com baixas concentracdes de prata sdo
mais finas, apresentam menor estabilidade apds 168h em solucdo de PBS e atingem a capacidade

maxima de intumescimento em menores intervalos de tempo.

Outro aspecto importante a ressaltar ¢ a reticulagdo i0nica, que também possui influéncia
na cinética de liberagao da prata. No trabalho de Yu et al.(2005) foram obtidos valores proximos
de 90% para esponjas de quitosana e alginato contendo sulfadiazina de prata e 60% de liberacao
quando estas foram reticuladas ionicamente com Ca>". A reticulagdo dificulta a liberacio da
prata, pois diminui a hidrofilicidade do PEC. Além disso, o processo de reticulagdo aumenta
drasticamente a massa molar do complexo polimérico, o que reduz ainda mais a sua solubilidade
em agua e retarda o processo de hidratacdo e, consequentemente, diminui a taxa de liberagdo do

farmaco (Aiedeh et al., 2007).

Neste trabalho, embora tenham sido utilizadas as mesmas condi¢des de reticulagdo idnica
(concentracdo, pH e tipo de agente reticulante) para todos os tipos de membranas, ndo € possivel
afirmar que o processo tenha ocorrido de forma idéntica em todos os casos, uma vez que a
concentragdo de ions prata pode ter influenciado no balanco de cargas e na interacdo dos ions

Ca”" com os residuos carboxilicos (-COO") livres do alginato.

Os perfis de eluicdo de prata das membranas de quitosana e alginato em PBS estdo
apresentados na Figura 4.10.

81



Observa-se que com o aumento da concentracdo da prata na membrana, houve um

aumento na concentragdo da prata liberada. Freeman et al.(2007) obtiveram valores proximos de

50 ppm de prata para um curativo de alginato e carboximetilcelulose contendo carbonato de

prata, enquanto que curativos comercialmente disponiveis como o Aquacel Ag e Silver Alginate

IT apresentam valores de 70 ppm e 55 ppm, respectivamente (relatdrio técnico fornecido pela LM

Farma). A concentragdo maxima alcancada nesse trabalho foi proxima das descritas na literatura,

sendo obtido um valor de 60 ppm para membranas de quitosana e alginato preparadas na

presenga de 2% de prata.
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Figura 4.10 — Perfil de eluicdo da prata nas membranas de quitosana e alginato alginato

preparadas na presenca de (e) 0,05%, (A) 0,10%, (¥) 0,20%, (¢) 0,60%, (<€) 1,10% e (»)

2,00% de prata.

4.11. Anadlise dos mecanismos de liberacdo da prata da matriz polimérica de quitosana e

alginato

O ajuste dos dados experimentais aos diferentes modelos matematicos testados ¢

representado graficamente nas Figuras 4.11 a 4.13 para as amostras preparadas na presenga de 0,6

a 2% de prata e expostas a PBS. Somente foram avaliados os resultados para estas formulagdes
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porque as restantes apresentaram baixas concentracdes de prata eluida, sendo portanto, de menor

atratividade comercial.
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Figura 4.11 — Ajuste grafico dos dados de liberacio em PBS para membranas de quitosana e

alginato preparadas na presenca de 0,6% de prata.
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Figura 4.12 — Ajuste grafico dos dados de liberagdo em PBS para membranas de quitosana e

alginato preparadas na presenca de 1,1% de prata.
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Figura 4.13 — Ajuste grafico dos dados de liberacdo em PBS para membranas de quitosana e

alginato preparadas na presenca de 2,0% de prata.

Os valores para a constante de liberagdo segundo o modelo de Higuchi (Equacao 8) estdo

apresentados na Tabela 4.9.
O=K, -t (Equagio 8)

Foi considerado que a liberacdo de prata das membranas de quitosana e alginato acontecia
em duas faces da membrana, uma vez que ela estava totalmente imersa no fluido PBS. Entdo,
para este ajuste foi considerado uma nova constante K;, que equivale ao dobro de Kj Assim, a

Equagao 8 fica:
0=K, At (Equagio 26)
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Tabela 4.9: Parametros da equagdo de Higuchi (1961) para os dados de liberagao in vitro da

prata em meio tampao PBS a partir de diferentes formulagdes de membrana.

Concentracao de prata (%) Ky Rzajustado
0,60 2,89 0,04
1,10 3,20 0,27
2,00 3,31 0,64

Por meio dos valores de R® é possivel afirmar que os dados experimentais nio se
ajustaram ao modelo proposto. O uso desse modelo em sistemas que intumescem pode tornar-se
insuficiente para a predi¢do do comportamento, pois sistemas deste tipo podem ser erodiveis,
devendo-se atender ao atributo do relaxamento das cadeias poliméricas para o transporte do
farmaco (Lopes et al., 2005). Dessa maneira, a equacao de Higuchi apresenta fortes limitagdes na
interpretagdo dos mecanismos de liberagao controlada. Assim, este modelo ¢ mais aplicavel a
matrizes pouco soluveis e/ou que ndo apresentem capacidade de intumescimento, o que ndo € o
caso das membranas obtidas. Diante disso, o modelo de primeira ordem (Equagdo 15) foi

empregado. Os valores dos pardmetros obtidos encontram-se na Tabela 4.10.
0=VC,(1-¢™) (Equagdo 15)

Tabela 4.10: Parametros da equagdo de primeira ordem para os dados de liberacdo in vitro da

prata em meio tampao PBS.

Concentracao de prata (%) | Cs(mg/mL) k Rzajustado
0,60 62,9 48,27 0,91
1,10 64,0 53,77 0,93
2,00 65,2 59,78 0,93

Embora os valores de coeficiente de correlacdo nesta situacdo tenham sido maiores que

os obtidos pelo uso do modelo proposto por Higuchi (1961), o modelo de primeira ordem ¢é ainda
inadequado para representar a cinética de liberacao da prata da matriz de quitosana e alginato.

De acordo com Balcerzak e Mucha (2010), esse modelo ndo descreve a dissolugdo do agente
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ativo que esta efetivamente preso entre os polimeros. O modelo de primeira ordem representa o
comportamento do composto que se encontra somente na superficie da matriz, e
consequentemente, descreve somente o processo de liberacdo instantdnea por dissolugdo do

mesmo.

Diante disso, 0 modelo semi-empirico da Korsmeyer et al.(1983) foi aplicado (Equagao
19). Este modelo relaciona exponencialmente a liberagdo de uma substancia com o tempo. Na

Tabela 4.11 estdo apresentados os valores dos parametros obtidos.
0=K,-t" (Equagdo 19)

Tabela 4.11: Pardmetros da equagdo de Korsmeyer et al.(1983) para os dados de liberagdo in

vitro da prata em meio tampao PBS.

Concentracio de 5
KZ n R ajustado
prata (%)
0,6 27,81 0,14 0,97
1,1 28,07 0,17 0,96
2,0 22,22 0,22 0,97

Os valores encontrados para o parametro n ficaram entre 0,14 ¢ 0,22 o que, de acordo com

Korsmeyer et al.(1983), indica que o mecanismo de liberagao se deve primordialmente a difusao.

Analisando-se o parametro K,, nota-se que valores distintos foram obtidos para a
constante cinética da liberacdo conforme houve a variacdo das concentragdes iniciais de
AlphaSan® nas membranas. Isso ocorre porque que essa constante incorpora caracteristicas
estruturais e geométricas do mecanismo de liberagdo, o que esta diretamente relacionado com a

varia¢ao da concentracao ¢ da distribui¢ao do farmaco na matriz.

Na tentativa de verificar as contribuic¢des relativas dos dois fendmenos responsaveis pela

liberagdo (difusdo e relaxamento), o modelo de Peppas e Sahlin (1989) foi utilizado. Os
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parametros da equacao de Peppas e Sahlin (1989) (Equacao 20) determinados encontram-se na

Tabela 4.12.
O=K,t" +K, ™" (Equagio 20)

Com esses resultados, verifica-se baixa contribuicao relativa aos fendmenos de erosao e
relaxamento, fato indicado pelo valor da constantes K4, praticamente nulo. Como consequéncia
disso, este modelo resultou em curva praticamente idéntica ao modelo proposto por Korsmeyer et

al. (1983).

Tabela 4.12: Parametros da equagdo de Peppas e Sahlin (1989) para os dados de liberagao in

vitro da prata em meio tampao PBS.

Concentracao de 5
K; K4 m R ajustado
prata (%)
0,60 27,81 1,67.107 0,14 0,97
1,10 28,07 1,33.10°8 0,16 0,96
2,00 22,22 5,69.107 0,22 0,97

O modelo de Peppas e Sahlin (1989) indica que o fénomeno principal que caracteriza a
liberagdo da prata na matriz de quitosana e alginato ¢ a difusdo, ou seja, o transporte caso I.
Grassi e Grassi (2005) propdem que a liberagdo da droga no transporte caso | acontece quando o
solvente penetra na matriz distanciando as cadeias poliméricas e, ocasiona a dissolucao e difusao

do farmaco.

No caso das matrizes com AlphaSan®, a etapa de desagregacio dos aglomerados do
composto ativo provavelmente ocorre quando as cadeias poliméricas se distanciam e somente em

seguida ha difusdo e dissolugdo da prata.

Nesse sentido, foi proposta uma equacdo (Equagdo 27) que envolve os fenomenos de

difusdo e dissolu¢do do agente ativo. Para isso os modelos de primeira ordem e o de Korsmeyer
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et al.(1983) foram combinados em uma Unica equagdo e, os valores dos parametros obtidos sdao

apresentados na Tabela 4.13.
0=C,(1-e ")+ K -t" (Equagado 27)
Com base no 6timo ajuste dos dados a este modelo, conclui-se que este ¢ o que descreve

melhor o comportamento de liberagdo da prata na matriz de quitosana e alginato.

Tabela 4.13: Parametros do modelo combinado de primeira ordem e de Korsmeyer et al. (1983)

para os dados de liberagdo in vitro da prata em meio tampao PBS.

Concentracao 5
Cs (mg/mL) k1 KS n R ajustado
de prata (%)
0,60 21,52 1,45 14,36 0,18 0,99
1,10 24,73 0,68 12,18 0,20 0,99
2,00 26,94 0,08 15,45 0,19 0,99

4.12. Desempenho quanto a eficdcia antimicrobiana
4.12.1. Halo de inibicao

Por meio da Tabela 4.14, observa-se que as membranas constituidas somente de quitosana
e alginato ndo apresentaram atividade antimicrobiana. Por outro lado, a membrana preparada na
presenga de 1,1% de prata apresentou eficacia antimicrobiana satisfatdria contra as cepas
testadas, com adequado potencial de uso na aplicagdo em feridas infectadas por Pseudomonas

aeruginosa e principalmente, por Staphylococcus aureus.

Rodrigues (2008) obteve um halo de inibi¢do para a bactéria Staphylococcus aureus entre
9 a 11 mm para as membranas de quitosana e alginato incorporando bacitracina, assegurando o
potencial antimicrobiano somente para bactérias gram positivas, uma vez que se sabe que a

bacitracina nao apresenta atividade antimicrobiana para bactérias gram negativas. Por outro lado,
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Yu et al. (2005) observaram em esponjas de quitosana e alginato contendo sulfadiazina de prata a

formacgdo de halos de inibi¢ao entre 6 ¢ 16 mm para Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus

aureus. Os autores atribuem a inibicdo do crescimento dos microrganismos a sulfadiazina de

prata incorporada e também a desestruturacdo do complexo de quitosana e alginato, que ao ser

rompido durante a incubagao, liberou quitosana livre, que por possuir cargas positivas, poderia se

ligar com as cargas negativas dos componentes da parede celular das bactérias Gram negativas e

Gram positivas e desestruturar a parede celular das mesmas. No entanto, como a membrana de

quitosana e alginato sem o composto antimicrobiano ndo apresentou efeito inibitdrio, pode-se

supor que a atividade antimicrobiana encontrada neste trabalho deve-se somente ao composto

AlphaSan® RC2000.

Tabela 4.14: Atividade antimicrobiana das membranas com e sem prata.

Membrana preparada na
Membrana sem prata
Cepa presenca de 1,1% de prata
P Halo Atividade Halo Atividade
(mm) antimicrobiana (mm) antimicrobiana
Pseudomonas aeruginosa 0 Nao aceitavel 4 Satisfatorio
Staphylococcus aureus 0 Nao aceitavel 6 Altamente satisfatorio

4.13. Desempenho quanto a citotoxicidade in vivo a fibroblastos

Na Tabela 4.15 sdo apresentados os resultados da andlise de citotoxicidade a fibroblastos

de membranas (em quadruplicata) preparadas na presenga de 1,1% de prata.

Tabela 4.15: Citotoxicidade das membranas com e sem prata a fibroblastos NCTC Clone 929.

Indice de Zona

Material

Amostral | Amostra 2 | Amostra 3 | Amostra 4
Membrana preparadas na presenca 3 3 3 3
de 1,1% de prata
Controle negativo (papel filtro atoxico) 0 0 0 0
Controle positivo (latex toxico) 4 4 4 4
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Observa-se que as membranas preparadas na presenca de 1,1% de prata apresentaram
efeitos citotoxicos moderados, o que jé era de certa forma, esperado. De acordo com Atiyeh et al.
(2007), a prata apresenta efeitos toxicos a queratinocitos e fibroblastos. Esse efeito também pode
ser observado em outros curativos ja comercializados como, por exemplo, o Aquacel® Ag da

Convatec.

No entanto, pode-se ressaltar que os beneficios da utilizacdo de curativos com prata
superam a desvantagem de seu efeito citotoxico, pois a prata ndo apresenta efeitos colaterais
sistémicos ¢ melhora de forma geral o processo de cicatrizagdo. Além disso, sdo raros os casos de
resisténcia bacteriana, visto que existem multiplos sitios de ligagio dos fons Ag’ com as

bactérias.

4.14. Desempenho quanto a irritacdo dérmica

No teste de irritagdo dérmica cada animal foi avaliado separadamente e os resultados das

leituras obtidas estdo apresentados na Tabela 4.16.

De acordo com os critérios de classificagdo do método adotado, as membranas de
quitosana e alginato preparadas na presenga de 1,1% prata foram consideradas nio irritantes, com
indice geral médio nulo. Além disso, os animais estudados ndo apresentaram alteracdes

macroscopicas perceptiveis durante a realiza¢do do estudo.

Tabela 4.16: Graduacdo das reagdes dérmicas obtidas nos ensaios de irritabilidade dérmica.

Peso (g) Grau de sensibilizacao

Cobaia . . 1h 24 h 48 h 72 h Média
Inicial | Final

ED | ER | ED | ER | ED | ER | ED | ER
1 3570 3580 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
2 3140 3150 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
3 3670 3680 | O 0 0 0 0 0 0 0 0
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4.15. Desempenho quanto a sensibilidade dérmica

No testes de sensibilidade dérmica, os animais foram avaliados separadamente e os
resultados obtidos estdo indicados na Tabela 4.17. A ocorréncia de edema ou eritema, mesmo em

um Unico animal, indica que o mesmo ¢ sensibilizante.

Tabela 4.17: Graduagao das reagoes dérmicas obtidas nos ensaios de sensibilidade dérmica.

Peso (g) Grau de sensibilizacao
Amostra | Cobaia Inicial | Final 1h 6h 24 h 48 h
ED | ER | ED | ER | ED | ER | ED | ER
1 350 500 0 0 0 0 0 0 0 0
2 360 510 0 0 0 0 0 0 0 0
3 350 500 0 0 0 0 0 0 0 0
2 4 340 490 0 0 0 0 0 0 0 0
5;': 5 320 470 0 0 0 0 0 0 0 0
S 6 310 460 0 0 0 0 0 0 0 0
5 7 300 450 0 0 0 0 0 0 0 0
8 340 490 0 0 0 0 0 0 0 0
9 320 470 0 0 0 0 0 0 0 0
10 330 480 0 0 0 0 0 0 0 0
11 330 480 0 0 0 0 0 0 0 0
° ; 12 340 490 0 0 0 0 0 0 0 0
? § 13 350 500 0 0 0 0 0 0 0 0
< g 14 320 470 0 0 0 0 0 0 0 0
15 310 460 0 0 0 0 0 0 0 0
— 16 310 460 0 0 0 0 0 0 0 0
° Z, 17 310 460 0 0 0 0 0 0 0 0
? § 18 300 450 0 0 0 0 0 0 0 0
C g 19 320 470 0 0 0 0 0 0 0 0
© 20 360 510 0 0 0 0 0 0 0 0

Grupo teste: membranas de quitosana e alginato preparadas na presencga de 1,1% de prata foram aplicadas
em dez animais na fase de indug@o e de desafio.

Grupo controle I: 0,5 mL de solug@o de 0,9% de cloreto de sodio foi aplicada na fase de indugdo em cinco
animais e as membranas de quitosana e alginato preparadas na presenca de 1,1% de prata foram aplicadas
na fase de desafio em cinco animais.

Grupo controle II: membranas de quitosana e alginato preparadas na presenca de 1,1% de prata foram
aplicadas na fase de indugdo em cinco animais e 0,5 mL de solucdo de 0,9% de cloreto de sodio foi
aplicada na fase de desafio em cinco animais.
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Nao se verificou formagao de edema ou eritema em nenhum dos animais. Nao foram
observadas alteragcdes no comportamento, consumo de ragdo e agua pelos animais durante a
avaliacdo. Os animais estudados ndo apresentaram alteragdes macroscopicas durante a realizacao
do estudo. Diante disso, as membranas de quitosana e alginato preparadas na presenca de 1,1%
de prata foram classificadas como nao sensibilizantes, fato que reforca sua seguranga como

curativo.

4.16. Substituicdo dos polimeros de grau analitico por material de grau farmacéutico

Na Tabela 4.18 estdo apresentadas as observacgdes feitas em trés diferentes etapas do
processo de producdo das membranas, visando transpor a metodologia desenvolvida com
reagentes comumente usados em pesquisa (e, portanto de baixa disponibilidade e alto custo) para
materiais mais compativeis com o uso em escala industrial. Destaca-se que apenas as

formulagdes 1 e 5 resultaram em membranas adequadas.

A solugdo de alginato Kel Set apresentou maior viscosidade e turbidez que a do alginato
da Sigma-Aldrich, fato que pode indicar maior massa molar do alginato Kel Set ou a presenca de
ions reticuladores multivalentes como o célcio nesta matéria-prima. De acordo com a FMC
Biopolymer (2008), o alginato Kel Set contém calcio e sodio. Dessa forma, os grupos
carboxilicos do alginato ndo estdo totalmente livres para se reticularem com os grupos amino da

quitosana, o que explica a formag¢do inadequada das membranas dos tipos 2 e 3.

J4 a quitosana da Chitopharm consiste de uma preparagao de quitosana de cadeias curtas.
Dessa maneira, a ndo formacdo das membranas de quitosana Chitopharm e do alginato Kel Set
pode ser atribuida a massa molecular dos polimeros. Yan ef al.(2000) afirmam que em polimeros
de massa molecular muito alta prevalecem cadeias emaranhadas, o que compromete a
acessibilidade dos grupos reativos. Por essa razdo, a interacdo entre as cadeias da quitosana com
o alginato dependera da conformacao da estrutura molecular dos polimeros, o que faz com que os
grupos amino e carboxilicos estejam mais proximos ou ndo entre si. Diante disso, pode ter
ocorrido a formacdo de agregados de pequeno tamanho que resultam em uma membrana pouco

estavel, devido ao pouco entrelacamento e interpenetracdo molecular.
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Tabela 4.18 — Caracterizagdo das etapas do processo da produg¢do de membranas utilizando

alginatos e quitosanas de empresas distintas.

Caracteristicas Aspecto durante e

Estrutura e aspecto
Formulacao dos aglomerados P apos o processo de
da membrana
formados Lavagem

Tipo 1 Heterosdneo e Estruturada, coesa e
(0,5% alginato e 0,5% g com distribui¢ao

. . viscoso (aspecto de .
quitosana Sigma- homogénea dos
um gel denso)

Normal

Aldrich) agregados
Tipo 2
. Het & S trutu .

(0,5% alginato Kel Set e ? ’er.ogeneo © en,l eStrutTa Fibras espessas e

) ) bifasico: fase continua e com C o,
0,5% quitosana Sigma- laquida e oel coloraciio amarelada mal distribuidas
Aldrich) d 8 ¢
Tipo 3

Heterogéneo e

(0,5% alginato Kel Set e Nao houve formacgao -

. i bifasi
0,5% quitosana Cognis) Hasteo
Partes da membrana
) Quebradiga e se dissolveram na
Tipo 4 Homogéneo e heterogénea: solugdo de CaCl
(0,25% alginato Kel Set e 8¢ genea: a0 L
. : pouco viscoso apresentou fibras Nao foi possivel
0,5% quitosana Cognis) e .
mal distribuidas realizar a secagem
do material
Tipo 5
(0,5% alginato Sigma- Homogéneo e Estruturada e
. : ) . Normal
Aldrich e 0,5% quitosana pouco viscoso homogénea
Cognis)

Outro fator de importancia para a complexagao dos polimeros e consequentemente, para a
formagdo da membrana, ¢ o grau de desacetilacdo. Krayukhina et al.(2008) sugerem que quanto
maior o grau de desacetilagdo da quitosana, melhor serd a estabilidade do complexo formado,
apontando que para graus de desaceticdo maiores que 80%, ha a predominancia da repulsdo
eletrostatica entre os grupos amino protonados, resultando em cadeias entendidas, o que facilita a
interacdo com os grupos carboxila do alginato. Para graus de desacetilacdo entre 50% e 80%, os
residuos acetil participam de interagdes intramoleculares (por meio da formacdo de pontes de

hidrogénio), e isso limita ainda mais a rotagdo das unidades piranose da quitosana em torno das
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ligagdes glicosidicas. Em adicdo, o grupo acetamida (que apresenta um volume maior que a
fungdo amino) € responsavel pelo impedimento estérico, o que limita a flexibilidade da cadeia.
Com a diminui¢do do grau de desacetilagdo, esses efeitos tornam-se ainda mais importantes,
aumentando as interacdes hidrofobicas, contribuindo para a auto-agregacdo das moléculas de

quitosana em solugdo e dificultando a formacao de complexos.

Por outro lado, a combinagao da quitosana Chitopharm com o alginato de sodio de grau
analitico resultou em membranas proximas as obtidas com os polimeros de grau analitico. Diante
disso, ¢ possivel concluir que o uso do alginato Kel Set ndo possibilita a formacdo de membranas,
sugerindo-se testar outros tipos de alginatos de sddio de grau farmacéutico para a confec¢ao das

membranas.
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5. CONCLUSOES

O AlphaSan® RC2000 mostrou-se como uma potencial alternativa de agente
antimicrobiano para uso em membranas de quitosana e alginato, sendo que nao foi observada

desestruturacdo do complexo polimérico apds a adi¢ao do composto.

A eficiéncia de incorporagdo do agente antimicrobiano variou de 87 a 99%, o que indica

que a perda de farmaco durante o processo foi pequena.

Com o aumento da concentracdo de farmaco nas membranas de quitosana e alginato, foi
observado que as membranas tornam-se mais opacas e espessas. As membranas com AlphaSan®
foram capazes de absorver até 42,31 g H,O/g membrana, 23,43 g solugdo salina/g membrana,
15,04 g fluido corpdreo simulado/g membrana e 16,85 g soro fetal bovino/g membrana. A maior
perda de massa em agua foi de 27,53%, em solug¢do salina de 8,01%, em fluido corporeo
simulado de 10,64% e em soro fetal bovino de 0,40%. A capacidade de drenagem de 4dgua sofreu
reducdo conforme se aumentou a concentragdo do composto antimicrobiano e foram obtidos
valores na faixa de 4.458 a 7.198g/m’dia. Os valores encontrados de resisténcia & tragio para
membranas com o agente antimicrobiano foram inferiores as isentas do AlphaSan® e variaram de

2 a9 MPa.

Foi constatada moderada citotoxicidade a fibroblastos das membranas de quitosana e
alginato contendo prata, supondo-se, entretanto, que os beneficios da utilizagdo de curativos com

prata superem a desvantagem de seu efeito citotoxico.

As membranas de quitosana e alginato sem o agente antimicrobiano nao apresentaram
efeito bactericida, ao contrario das que foram preparadas na presenca de 1,1% de prata que
apresentaram eficdcia contra bactérias gram negativas e gram positivas, indicando preservacao do

potencial microbicida do AlphaSan®.

As membranas contendo AlphaSan® foram capazes de liberar até 100% do farmaco

incorporado ao longo de sete dias de ensaio. O comportamento de liberacdo da prata se
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enquadrou melhor no modelo que combinou as equagdes de primeira ordem e Korsmeyer et

al.(1983).

Dessa maneira, conclui-se que as membranas de quitosana e alginato contendo
AlphaSan®RC2000 sdo biocompativeis, quando umedecidas sdo anatdmicas e possuem adequada
capacidade de absorcao de exsudatos. Além disso, apresentam baixa perda de massa quando em
contato com fluidos similares aos corpdéreos, o que indica que nao precisam ser trocadas com
freqliéncia, diminuindo o trauma ocasionado pela troca do curativo, além de serem eficazes na
reducdo da carga microbiana e favorecer a epitelizacdo dos tecidos. Por meio dos testes de
irritabilidade, citotoxicidade e sensibilizacdo, foi possivel garantir que o produto é seguro e

apresenta elevado potencial para o uso em curativos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para a continuacdo deste trabalho, sugere-se:

* Confeccdo de membranas utilizando outros polimeros de grau farmacéutico e outras

proporgdes poliméricas;

= A analise da citotoxicidade a fibroblastos, da sensibilizacao e irritabilidade dérmica ¢ a

eficacia antimicrobiana das membranas preparadas na presenga de 2% de prata;
» O estudo das propriedades mecanicas de membranas umidas;

» O estudo da cinética de liberacdo da prata e da atividade antimicrobiana com a membrana

apo6s a reducao da prata;
» A avaliacdo de biocompatibilidade e atividade antimicrobiana da membrana in vivo;
» O estudo do aumento de escala do sistema de produg¢dao das membranas;

» Anadlise da viabilidade econdmica de producao das membranas em larga escala.
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