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Resumo

O corpo humano é recoberto por aproximadamente 2 m® de pele, e lesdes
cuténeas, além de causarem danos fisicos, mecéanicos e térmicos, podem também afetar
as funcgdes fisioldgicas de outros tecidos, gerando desordens fisiologicas. As membranas
desenvolvidas para o tratamento de lesdes de pele podem ser constituidas por varios
tipos de polimeros, sendo a quitosana um dos mais estudados. Diversos polissacarideos
como alginato, xantana, pectina, goma guar e goma arabica, sdo capazes de formar
complexos com a quitosana, podendo tal combinagdo contribuir para a melhoria das
propriedades das membranas usadas como curativos. Neste contexto, o presente
trabalho teve por objetivo o0 estabelecimento de metodologias de preparagdo e a
caracterizacao de membranas de quitosana e outros biopolimeros, a fim de selecionar as
formulagées mais adequadas para uso como dispositivo de liberagdo controlada de
farmacos, mais especificamente dos anti-inflamatérios néo esteroides diclofenaco de
sédio, cetoprofeno e piroxicam, utilizando trés formas de incorporacdo (adicdo dos
farmacos durante a formagdo da membrana, absor¢édo de solugado contendo o farmaco e
impregnacao de farmaco na presenga de CO, supercritico). As membranas foram
caracterizadas quanto a morfologia, a espessura, a resisténcia mecanica, a capacidade
maxima de absorcao de diferentes solugdes aquosas, a perda de massa quando expostas
a diferentes solugbes aquosas simulando fluidos corpoéreos, a sor¢ao e permeabilidade ao
vapor, a biocompatibilidade in vitro, a eficiéncia de incorporacao do farmaco e a cinética
de sua liberagdo. Membranas de quitosana associada com os polimeros xantana, pectina
ou goma guar foram obtidas com sucesso. Estas membranas foram caracterizadas de
acordo com as metodologias citadas anteriormente e apresentaram propriedades
adequadas para os processos de incorporagao. A incorporagao de diclofenaco de sddio e
piroxicam pelos trés métodos propostos foi realizada, apresentando melhores resultados
quando a adicao dos farmacos foi realizada durante o processamento. Foi possivel
também incorporar o diclofenaco de sédio por absor¢céo, porém foram observadas baixas
eficiéncias de incorporacao (inferiores a 2,7 %) na presenca de meio supercritico. Ja para
o piroxicam e o cetoprofeno foram obtidas baixas eficiéncias na incorporacado por
absorcdo (menores que 1%), mas resultados relevantes foram alcangados no processo
em alta pressdo. Nas condicbes testadas, os farmacos apresentaram liberagdo na
primeira hora de contato, verificando-se que as membranas produzidas nao apresentam
capacidade de controle da liberacdo dos agentes ativos.
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Abstract

The human body is covered by approximately 2 m? of skin. Skin lesions, in
addition to cause physical, mechanical and/or thermal damages, may also affect the
physiological functions of other tissues. Membranes developed to treat lesions can be
constituted by several types of polymers, being chitosan one of the most studied.
Polysaccharides such as alginate, xanthan, pectin, guar gum and arabic gum are capable
to form complexes with chitosan that may contribute to improve the properties of
membranes used as wound dressings. In this context, this work aimed the development of
methodologies to prepare chitosan-based membranes and their characterization, intending
to select adequate formulations to be used as delivery devices for three anti-inflammatory
agents, namely sodium diclofenac, ketoprofen and piroxicam.The drugs were incorporated
by three techniques: addition directly into the polymeric mixture, absorption of drug from
solution and supercritical impregnation. The membranes were characterized regarding to
morphology, thickness, tensile strength, strain at break, swelling capacity in different
aqueous solutions, percentage of mass loss after prolonged exposure to the same media,
vapor sorption and permeability, biocompatibility in vitro, drug incorporation efficiency and
release kinetic. Chitosan membranes associated with xanthan, pectin or guar gum were
successfully prepared and showed properties suitable for the processes of drug
incorporation. The incorporation of sodium diclofenac and piroxicam through the three
methods proposed was performed, and the most appropriate results were attained when
drug addition was performed during membrane processing. It was also possible to
incorporate sodium diclofenac by absorption, but low incorporation efficiencies were
observed (below 2.7%) in the presence of the supercritical fluid. For piroxicam and
ketoprofen, low incorporation efficiencies were obtained by absorption (less than 1%), but
significant results have been achieved in the process at high pressure. Under the
conditions tested, the release of all drugs occurred in the first hour of contact, what
indicated that the membranes produced were not capable to control the release of the
active agents used.
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1. INTRODUCAO

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, e é caracterizada como
um sistema de defesa extremamente eficiente, pois serve de barreira mecéanica contra
agentes infecciosos, regula a temperatura corpérea e a entrada e saida de eletrdlitos,
além de armazenar uma grande quantidade de terminacdes nervosas. Em vista disto,
qualquer lesdo a esse 0Orgao pode ocasionar apreciavel desequilibrio fisiolégico e
representar uma porta de entrada para organismos patogénicos oportunistas.

Os danos a pele podem ser classificados como lesdes sem perda de tecido (em
cirurgias), e com perda de tecido. Nessa segunda classificagdo estdo incluidas
gueimaduras e lesdes causadas por trauma, abrasédo e eventos secundarios em doencgas

cronicas, como Ulceras diabéticas e lesbes de pressao (Paul e Sharma, 2004).

Varias tecnologias ja estdo disponiveis para acelerar a cicatrizagédo da pele ou
de outros tecidos lesados ou fornecer substitutos temporarios enquanto ocorre a
recomposi¢ao do tecido. O uso de curativos na area danificada, assim como o implante de
células, ou ainda a combinacdo de ambas as técnicas, vém sendo estudados para
melhorar a cicatrizacdo das lesbes. Varios destes dispositivos desenvolvidos estao
incluidos na categoria de biomateriais (Hench, 1998).

A utilizacdo de curativos pode acelerar o processo de cicatrizacdo e, se estes
ndo fossem tao dispendiosos, os gastos hospitalares finais poderiam ser reduzidos.
Portanto, um dos grandes desafios nessa area consiste em buscar matérias-primas de
baixo custo, de facil acesso e que resultem em biomateriais com caracteristicas
adequadas para a funcdo a que se destinam (Dallan, 2005). Dentro desse contexto,
diversos estudos tém explorado o potencial da quitina e seus derivados, principalmente a
quitosana, na area de Engenharia de Tecidos (Muzzarelli et al., 1988; Hayashi, 1994;
Madihally e Mathew, 1999; Yosof et al., 2001; Mi et al., 2001; Khor e Lim, 2003; Azad et
al., 2004; Dallan, 2005; Adekogbe e Ghanem, 2005).

Devido as caracteristicas econ6micas do Brasil, a busca por curativos
temporarios compostos de matérias-primas acessiveis é de grande relevancia, pois

possibilitaria ampliar sua utilizacdo nos tratamentos de lesées de pele. E, certamente,



seu uso resultaria na contribuicdo para o aumento da qualidade de vida dos pacientes,
pois possibilitaria a regeneracdo dos tecidos lesados mais rapida e eficientemente,
reduzindo o periodo de internagéo hospitalar.

Neste contexto, a utilizacdo de membranas compostas de quitosana e outros
materiais como polianions diversos como curativos vem sendo estudada por varios grupos
de pesquisa. Ja foram estudados pelo grupo de trabalho do Laboratério de Engenharia de
Biorreagbes e Colbides da FEQ/Unicamp, nos ultimos anos, membranas a base de
quitosana isolada ou complexada com alginato e xantana (Marreco et al., 2004; Dallan et
al., 2007; Paulo et al., 2007; Rodrigues et al., 2008; Paulo et al., 2009; Bueno e Moraes,
2011; Veiga e Moraes, 2012; Bellini et al.,, 2012). Outros biopolimeros aniénicos como a
pectina ou neutros como a goma guar € a goma arabica podem ser combinados com a
quitosana para a produgdo de curativos com diferentes caracteristicas para aplicagcdes na
area de tratamento de lesdes de pele de variados tipos.

A inclusdo de medicamentos como anti-inflamatérios as membranas de quitosana
combinada com polianions é também de interesse, pois permitiria ndo sé a recuperagao
dos tecidos lesados pela a¢do dos biopolimeros, mas também o controle de processos
inflamatérios e da dor local. Dentre varios anti-inflamatérios, destacam-se o diclofenaco, o
cetoprofeno e 0 piroxicam por suas caracteristicas diferentes de solubilidade, que
permitem o uso de distintas abordagens para sua incorporacdo em membranas, além da
existéncia de formulacdes tépicas comerciais destes farmacos. Estes farmacos derivam
de &cidos diferentes e apresentam distintas estruturas quimicas, podendo interagir com os
polissacarideos de formas diferentes afetando assim sua liberacdo. Apesar destas
atraentes caracteristicas, nao foram localizadas publicacées enfocando a incorporacao
deste tipo de farmaco em membranas compostas simultaneamente por quitosana e os

biopolimeros mencionados, o que confere o carater de ineditismo ao presente trabalho.

Este trabalho foi realizado no ambito de um projeto CAPES/FCT intitulado
producéo e caracterizacdo de dispositivos a base de quitosana e outros polimeros para
aplicacdo em sistemas de liberagcdo controlada de agentes bioativos voltados ao uso
como biomateriais ou embalagens, envolvendo a realizagdo dos estudos em duas
unidades diferentes da Unicamp (Faculdade de Engenharia Quimica e Instituto de
Quimica) e também no Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de
Coimbra, em Portugal, com apoio da FAPESP.



1.1. Objetivo

Este trabalho teve por objetivo contribuir para os estudos de obtencdo de

membranas a serem utilizadas em processos de cicatrizacdo de lesées de pele, tendo-se

por meta a obtencdo de membranas constituidas por quitosana associada a outros

polissacarideos incorporando agentes anti-inflamatérios. Os seguintes objetivos

especificos foram estabelecidos:

a)

A selegéo de um ou mais biopolimeros dentre a xantana, a pectina, a goma guar
ou a goma arabica que melhor se adéquam para a produgdo de membranas por
associacdo com quitosana, para utilizagdo como dispositivos de liberagcado

controlada de anti-inflamatérios;

A incorporagao dos farmacos diclofenaco, cetoprofeno e piroxicam por adicdo a
mistura polimérica, por impregnacdo em solugdo ou por deposicdo com CO,
supercritico nas membranas obtidas, selecionando os métodos que melhor se

adaptem a cada caso;

A caracterizagdo fisica, mecéanica, biolégica e referente a incorporacdo dos
farmacos nas membranas preparadas, com a finalidade de selecionar a
composicao e a metodologia de producdo de membranas mais adequada do ponto
de vista de desempenho esperado do biomaterial;

A avaliacdo das caracteristicas de liberacao dos farmacos incorporados nas
membranas em condicdes fisiologicas, visando selecionar o dispositivo mais

apropriado do ponto de vista da aplicacao in vivo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desenvolvimento deste trabalho demandou que se tivesse conhecimento de
algumas caracteristicas basicas dos tipos de materiais que podem ser empregados para a
composicao das membranas e dos anti-inflamatérios de interesse para o tratamento de
lesbes de pele. Assim, os tépicos que se seguem enfocam aspectos relevantes destes

assuntos fundamentais.

2.1. Biomateriais

O uso de biomateriais artificiais para o tratamento de lesdes teciduais € relatado
ha mais de 2000 anos. Porém, os desenvolvidos antes de 1960 ndo atingiram alto nivel
de sucesso devido ao pouco conhecimento sobre biocompatibilidade (Leeuwenburgh et
al, 2008). Com o final da Segunda Guerra Mundial, os materiais inicialmente
desenvolvidos para fins militares tornaram-se disponiveis para uso médico. Desta forma,
uma éarea totalmente nova de pesquisa foi enfocada, que incidiu sobre a concepgéao de
biomateriais com melhor desempenho biolégico (Leeuwenburgh et al., 2008) e que
permitissem a adicao de agentes terapéuticos.

Em 1987, durante a Conferéncia de consenso de definicdo em biomateriais, o
termo biomaterial foi definido como “qualquer material ndo viavel empregado em
dispositivos médicos que interagem com sistemas bioldgicos” (Williams, 1987). Tal
conceito vem sendo expandido nos ultimos anos, por exemplo, com relacdo ao tipo de
interacao com sistemas bioldgicos, compreendendo materiais capazes ndao somente de
tratar distarbios em um 6rgdo ou em uma dada funcdo do corpo, mas também de

estimular ou substituir qualquer tecido (incluindo, portanto, materiais bioativos).

Um material adequado deve apresentar uma série de caracteristicas, como ser
biocompativel, atoxico, ndo carcinogénico e estdvel quimicamente. Deve também
apresentar propriedades mecéanicas, massa especifica e forma adequadas, ter um custo
acessivel, ser de fabricacao facil e reprodutivel, além de ser biofuncional, ou seja,
desempenhar a fungéo para a qual foi projetado adequadamente (Hench, 1998).
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A engenharia de tecidos enfoca processos de reparacdo e regeneracao de
lesdes, utilizando biomateriais como sistemas de suporte que servem para apoiar, reforcar
e em alguns casos, organizar a regeneracao tecidual (Madihally e Matthew, 1999).
Recentemente, alguns dos principais esforcos na area de biologia molecular tém sido
aplicados na compreenséao da cicatrizagao de feridas e no desenvolvimento de estratégias

para sua cicatrizagao.

Ha uma vasta quantidade de curativos modernos comercialmente disponiveis e
varios em desenvolvimento. Boateng et al. (2008) estabeleceram uma classificagao
desses dispositivos, dependendo de alguns fatores como: a fun¢do que o dispositivo
desempenha na lesédo (bactericida, absorvente, aderente), o tipo de material utilizado para
sua producgao (hidrocoldides, colageno, biopolimeros) e a forma fisica do curativo (filme,
gel, esponja, ungento). Ha ainda classificagbes mais avangadas, como o0 modo que o
curativo interage com o ferimento. Por exemplo, em curativos denominados primarios, ha
contato fisico entre o curativo e a pele lesada, enquanto que os secundarios sao aqueles

utilizados para cobrir curativos primarios.

Biopolimeros sao frequentemente empregados no desenvolvimento de
avancadas terapias de lesdes de pele, tanto agudas como crénicas (Metcalfe e Ferguson,
2007). Dentre os polimeros de origem bioldégica biocompativeis considerados de
relevancia na constituicdo de biomateriais e de outros dispositivos Uteis nas areas
médicas, farmacéuticas e odontoldgicas, incluindo também sistemas para a liberacao de

farmacos e materiais com aplicacdes na area de alimentos, destaca-se a quitosana.

2.2. Utilizacao de quitosana na producao de biomateriais

A quitina, composto do qual se origina a quitosana € um dos materiais organicos
naturais renovaveis mais abundantes no mundo, sendo de grande interesse na area de
biomateriais. E um importante componente do exoesqueleto de animais, especialmente
de crustaceos, moluscos e insetos e também o principal polimero fibrilar constituinte da
parede celular de alguns fungos (Khor e Lim, 2003; Dash et al., 2011). Comercialmente é

obtida de carapacgas de caranguejos, camardes e lagostas, representando de 20 a 50%



em massa (seca) dos subprodutos do processamento destes animais (Dumitriu, 1996).
Milndes de toneladas de quitina sdo comercializadas anualmente e, portanto, esse
biopolimero representa uma fonte de baixo custo e amplamente disponivel (Dash et al.,
2011).

A quitosana é obtida através da desacetilacao alcalina da quitina. Sua férmula
estrutural consiste de um copolimero de N-acetil glicosamina (B-(1-4)2-acetamido-2-
desoxi-D-glicose) e D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-glicose) (Yamaura, 2008; Dash et
al., 2011). As estruturas da quitina e da quitosana sao mostradas na Figura 2.1. O grau de
acetilagdo, uma das importantes caracteristicas variaveis deste material refere-se a
proporcao de unidades de N-acetil-D-glucosamina em relagcdo ao numero total de
mondmeros. A quitosana apresenta grau de desacetilagdo maior que 50% e possui,
geralmente, grau de desacetilagdo (G.D.) entre 70 a 95%, com massa molar de 10* a 10°
g.mol™. O grau de desacetilagdo é um parametro estrutural que influencia propriedades
fisico-quimicas como a massa molar, o alongamento e a tensdo na ruptura (Chatelet et
al., 2001; Canella e Garcia, 2001).
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Figura 2.1: Estruturas da (a) quitina e (b) quitosana (baseada em Kumar, 2000).

Devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioatividade, a quitosana
tem sido muito estudada em diversas aplicagées na area de biomateriais (Kumar, 2000;



Niekraszewicz, 2005; Dash et al., 2011). Este composto possui também propriedades
bacteriostaticas e fungistaticas, capacidade de ativacdo de macrofagos, estimula a
migracao e proliferagdo celular, além de promover a orientagdo durante o crescimento
celular, o que contribui para a reorganizagdo da histo-arquitetura do tecido regenerado
(Dumitriu, 1996; Paul e Sharma, 2004; Clasen et al., 2006). A quitosana é aprovada pela
Food and Drug Administration (FDA), dos EUA, na composi¢ao de alguns curativos.

A quitosana é soluvel em acidos orgéanicos e inorganicos diluidos, formando uma
solugédo viscosa. Suas solugdes sao propensas a formar fibras, filmes e revestimentos, e
possuem boa miscibilidade com outros polimeros, formando complexos e quelatos.
Devido a estas propriedades, a quitosana pode ser utilizada de diversas formas, como
gel, particulas, membranas, esponjas e em solugédo. Suas aplicagdes médicas englobam
lentes de contato, capsulas, sistemas de liberagdo controlada de farmacos e curativos
(Niekraszewicz, 2005; Berger et al., 2004a; Berger et al., 2004b).

Testes clinicos em condi¢gdes normais feitos com o intuito de avaliar biomateriais
constituidos de quitosana néo reportaram reagdes inflamatérias ou alérgicas apos o
implante, a injecéo, a aplicacao tépica ou a ingestao por humanos (Muzzarelli, 1995; Dash
et al., 2011). Este composto também estimula o sistema imune do hospedeiro contra
infeccbes virais e bacterianas (Rabea et al., 2003), além de possuir propriedades
curativas de feridas e favorecer a regeneracéo de tecidos (Muzzarelli, 1993; Muzzarelli et
al., 1994; Pillai et al., 2009).

Membranas densas de quitosana mostraram influenciar todos os estagios de
cicatrizagdo tecidual em experimentos com modelos animais, envolvendo varios
mecanismos, como coagulacdo, inflamacdo, sintese e deposicdo de matriz celular,
angiogénese, fibroplasia, epitelizagdo, contracdo e remodelagem (Alemdaroglu et al.,
2006; Niekraszewicz, 2005; Howling et al., 2001). Uma vez colocado sobre a lesdo, ao
filme de quitosana aderem fibroblastos, favorecendo a proliferacdo de queratindcitos, e
assim, a regeneracao epidérmica (Dash et al., 2011). Diversos tipos de lesGes tratadas
com quitina e quitosana em diferentes tipos de animais apresentaram diminuicdo no
tempo de tratamento, com formagao minima de cicatrizes (Paul e Sharma, 2004; Paulo et
al., 2009).



Dallan (2005) realizou um estudo sobre membranas densas de quitosana para
uso potencial no tratamento de queimaduras, bem como a substituicdo de parte da
quitosana por quitina e/ou glicerol, analisando também a influéncia da técnica de
esterilizacdo nas caracteristicas das membranas produzidas. A utilizagdo de quitina e
glicerol permite a obtencdo de membranas com capacidade de absorgao de liquidos e
propriedades mecanicas inferiores as observadas para as membranas formadas
exclusivamente por quitosana, reduzindo também a cristalinidade do material, ndo sendo
vantajosa para a aplicagédo requerida. Nenhuma das composi¢cées empregadas mostrou-
se favoravel a adesao de células Vero (fibroblastos aderentes e comumente utilizados na
andlise de citotoxicidade de biomateriais) em suas superficies e a utilizagdo de 6xido de
etileno mostrou-se como a técnica de esterilizagcdo mais apropriada em termos de
manutencdo das caracteristicas originais dos biomateriais. Os resultados obtidos
indicaram que a maioria das composi¢cdes apresentou caracteristicas adequadas para
utiizagdo como curativos temporarios nao biodegradaveis, sendo as membranas
compostas somente por quitosana as que mostraram os resultados mais promissores

para a finalidade pretendida.

Entretanto, membranas densas constituidas unicamente de quitosana
apresentam algumas desvantagens quando utilizadas em lesbes Umidas, como a
permeabilidade insuficiente ao exsudato e ao oxigénio, além da baixa flexibilidade no
estado seco, o que ocasiona dificuldades na aplicacdo (Clasen et al, 2006). Tais
problemas podem ser contornados pela adicdo de compostos que melhorem tais
propriedades, como agentes porogénicos e plastificantes, ou mesmo a complexacao com

outros polimeros.

A quitosana apresenta alta densidade de cargas positivas, podendo interagir com
polimeros de carga oposta para a constituicdo de novas matrizes (Dumitriu, 1996). Ha
relatos na literatura sobre a preparagéo de complexos polieletrélitos contendo quitosana e
diversos polidnions naturais como carboximetilcelulose, alginato, sulfato de dextrana,
heparina, carboximetildextrana, carragena, pectina, colageno e xantana (Dumitriu e
Chornet, 1998; Martinez-Ruvalcaba et al., 2007). Frente a isto, € de grande relevancia o
estudo sistematico da complexacao de quitosana com outros polissacarideos na area de

biomateriais.



2.3. Formacao de hidrogéis e de complexos polieletrolitos contendo quitosana

Os hidrogéis sao redes tridimensionais de polimeros que intumescem em meio
aquoso e retém uma grande quantidade de agua em sua estrutura sem se dissolver
(Dumitriu, 1996; Horn, 2008). A habilidade dos biopolimeros de formar géis, mesmo em
baixa concentracdo, constitui uma de suas mais importantes propriedades funcionais,
assim como a permeabilidade a solutos e o adequado desempenho in vivo. Em vista
desta caracteristica, varios polimeros estdo sendo estudados para a preparagao de
hidrogéis com aplicacao nas areas de farmacia, medicina e biotecnologia, particularmente
para o tratamento de feridas e como membranas, matrizes ou outros dispositivos para a

liberagao controlada de fa&rmacos (Khurma et al., 2006).

Diversos métodos de classificacdo de hidrogéis sdo encontrados na literatura,
dependendo da natureza e da estrutura do sistema. Um dos métodos de classificagcao
fundamenta-se nos tipos de redes formadas: redes entrelagadas, redes covalentemente
ligadas e redes formadas por interagdes secundarias, categoria que inclui todos os casos
intermediarios (Berger et al., 2004a). A maior desvantagem dos géis, referente a baixa
resisténcia mecanica, pode ser superada pela reticulagdo das cadeias, que promove
reforco na estrutura (Lee et al., 1999).

Os hidrogéis de quitosana sao classificados como quimicos e fisicos. Os
quimicos sdao mantidos por ligacdes covalentes irreversiveis, enquanto os hidrogéis fisicos
sao formados por varios tipos de ligacdes reversiveis, como as interacdes eletrostaticas
nos hidrogéis ligados ionicamente e nos complexos polieletrélitos (PECs) formados com
moléculas aniénicas de alta massa molar. Devido a natureza das interacbes ser a mesma
nos hidrogéis ligados ionicamente e nos PECs, ndo ha uma divisdo precisa entre tais
estruturas. Assim, consideram-se hidrogéis ligados ionicamente aqueles nos quais a
quitosana se liga a ions pequenos, e como PECs, quando a quitosana interage com
outros polimeros carregados (Berger et al., 2004a; Rodrigues, 2008).

Os PECs sao formados pela interagéo de polimeros com cargas opostas ligados,
principalmente, por forcas eletrostaticas e pontes de hidrogénio, mas também por
interacdes hidrofébicas, forcas de van der Waals, ou pela combinag¢ao destas (Chu et al.,
1996; Dumitriu e Chornet, 1998; Lee et al., 1999; Argin-Soysal et al., 2009; Zhao et al.,
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2011). Esse tipo de complexo evita o uso de percursores organicos, cataliticos ou agentes
reativos, diminuindo o risco de toxicidade ou reagbes com o agente terapéutico cuja
incorporacdo no dispositivo seja desejavel (Dash et al., 2011). A formacdo destes
complexos pode afetar fortemente algumas das propriedades dos polimeros isolados,
como solubilidade, reologia, condutividade, propriedades mecanicas, permeabilidade e
condutividade elétrica, além de modificar a turbidez das solucdes (Lee et al., 1999). Os
PECs possuem propriedades fisicas unicas, como superficie altamente hidrofilica,
insolubilidade em solventes orgénicos comuns e em 4agua, estrutura estavel

quimicamente, nao apresentando, entretanto, transicao vitrea (Zhao et al., 2011).

A formagéo dos PECs pode variar conforme as condigbes de reagdo, como pH,
forca ibnica, concentragdes poliméricas, relagbes massicas entre os polimeros e
temperatura (Dumitriu e Chornet, 1998). Durante a complexacao, os polieletrolitos podem
formar coacervados ou formar um hidrogel mais ou menos compacto. Contudo, se as
interagdes idnicas forem muito fortes, pode ocorrer precipitacdo, impedindo a formacao de
hidrogéis (Berger et al., 2004b). Além disso, hidrogéis podem ser formados também pela
interagdo entre a quitosana e outro polimero hidrofilico neutro, como a goma guar € o

poli(vinil alcool) (Dash et al., 2011).

Uma grande variedade de polimeros capazes de formar hidrogéis e complexos
polieletrolitos tem sido apontada como possiveis candidatos para utilizacdo em diversas
aplicacdes biomédicas. A vantagem da utilizacdo de PECs ao invés dos polimeros
isolados é a formagdo de uma estrutura Unica, capaz de absorver maior quantidade de
solugbes aquosas e ainda manter sua estrutura estavel. A quitosana complexada a
variados polianions é muito estudada para a preparacdo de membranas para fins
terapéuticos (Rodrigues, 2008; Paul e Sharma, 2004; Mao et al., 2003; Mi et al., 2003;
Wang et al., 2002; Wang et al., 2001; Mi et al., 2001; Yan et al., 2000; Khan et al., 2000;
Muzzarelli et al., 1988).

Uma técnica de preparacao de membranas contendo simultaneamente quitosana

e alginato (um polissacarideo aniénico extraido de algas marinhas) foi proposta por Yan et

al. (2000) e adaptada por Rodrigues (2008). Tal metodologia fundamenta-se na produgao

controlada de coacervados das matérias-primas e em sua moldagem e posterior

secagem. Membranas com 78 um de espessura, capacidade de drenagem de agua de

14,3 kg/mz.dia, capacidade maxima de absorcdo de até 19,2 g H,O/g membrana,
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permeabilidade ao vapor de &agua de 2,7 g/m®dia, eficiéncia de incorporacdo de
bacitracina de até 25% e resisténcia a tragdo em torno de 30 MPa foram obtidas. Os
resultados indicaram que as membranas de quitosana-alginato obtidas tém potencial para
utilizacdo como curativos temporarios na terapia de lesdes (Rodrigues et al., 2008).

Outros polimeros uteis na produgcao de membranas contendo quitosana sao mais

detalhadamente discutidos a seguir.

2.4. Biopolimeros alternativos para a complexacao com quitosana

A obtencdo de um complexo polieletrélito contendo quitosana requer o uso de
polimeros do tipo polidnions e a reacdo é geralmente realizada em solugdo aquosa,
favorecendo assim o aspecto do produto final. Os polidnions mais comumente usados sao
polissacarideos contendo grupos carboxilicos, tais como alginato, pectina, xantana,
carboximetilcelulose, dextrana, heparina, acido hialurénico e carragena, assim como
algumas proteinas e polimeros sintéticos (Dumitriu e Chornet, 1998; Berger et al., 2004b;
Dash et al, 2011). Os poliénions envolvidos no desenvolvimento deste trabalho sao
descritos em seguida.

2.4.1. Xantana

A xantana é um heteropolissacarideo produzido por fermentagdo pela bactéria
Xanthomonas campestris, possuindo massa molar em torno de 2 x 10° Da, podendo
chegar a 50 x 10° Da (Rosalam e England, 2006). Sua estrutura primaria consiste em
unidades que se repetem de um pentassacarideo formado por duas moléculas de glicose,
duas de manose e uma de &cido glicurénico, além de grupos piruvato e acetil. Sua cadeia
principal consiste em unidades de B-D-glicose com ligagdes nas posigdes 1 e 4, conforme
mostra a Figura 2.2 (Garcia-Ochoa et al., 2000; Jian et al., 2012).

A xantana € um produto atéxico que ndao promove sensibilizagdo e ndo causa

irritacdo na pele e nos olhos, tendo sido aprovada pela Food and Drug Administration
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(FDA) dos EUA em 1969 como aditivo em alimentos (Garcia-Ochoa et al., 2000). No
Brasil, a adicdo de xantana em alimentos é permitida desde 1965, pelo Decreto Lei n®
55.871 da Legislagao Brasileira de Alimentos (Lima et al., 2001).
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Figura 2.2: Estrutura quimica da xantana (Garcia-Ochoa et al., 2000).

Suas aplicagcbes sado diversas, principalmente como espessante em industrias
farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos, em funcdo de sua capacidade de
estabilizacdo de emulsdes, estabilidade térmica, compatibilidade com ingredientes
alimenticios e propriedades reol6gicas pseudoplasticas (Garcia-Ochoa et al., 2000; Kim e
Yoo, 2006). Um exemplo da aplicagédo deste polimero em dispositivos comercialmente
disponiveis para lesdes de pele é o curativo Viscopaste®, produzido pela Smith &
Nephew, constituido por algodao impregnado com uma pasta contendo xantana, guar,
glicerol e éxido de zinco.

Ha relatos na literatura sobre o uso de xantana na producao de dispositivos para
a liberagao controlada de farmacos (Andreopoulos e Tarantili, 2001; Vendruscolo et al.,
2005; Jian et al, 2012). Andreopoulos e Tarantili (2001) descreveram o estudo de
liberagao controlada de acido salicilico utilizando matrizes preparadas com xantana e este

farmaco em proporgdes de 1 a 5% em relagdo a xantana. Vendruscolo et al. (2005) e Jian

12



et al. (2012) descreveram a preparacao de comprimidos utilizando xantana isolada e
também associada a galactomana como matrizes para a liberagao controlada de teofilina.

Magnin et al. (2003) utilizaram um hidrogel composto de quitosana e xantana
para a imobilizacdo de trés enzimas (endopeptidase, serinoprotease e lipase), no qual
estas mantiveram sua atividade. Martinez-Ruvalcaba et al. (2007) avaliaram o
comportamento reolégico de um hidrogel composto de quitosana e xantana utilizando
modelos matematicos aplicaveis para géis fracos. Os resultados revelaram que a
estrutura e as propriedades finais destes hidrogéis sdo fungdo de fatores tais como a
concentracao polimérica do hidrogel e a natureza do meio de dispersdo. Argin-Soysal et
al. (2009) avaliaram os efeitos das condigdes de complexacdo da quitosana com a
xantana para a formagao de microcépsulas, observando que o parametro mais importante
para formacado do complexo é a concentracdo de xantana e que seu aumento afeta

significativamente a capacidade de intumescimento da particula.

O uso de xantana associada a quitosana pode resultar em membranas com alta
capacidade de absorgédo de solugdes aquosas, adequadas para uso em lesdes de pele
que apresentam elevada liberagdo de exsudato (Veiga e Moraes, 2012). Bellini et al.
(2012) produziram membranas de quitosana e xantana utilizando ou ndo o surfatante
(Pluronic F68) e obtiveram efeito citotoxico baixo, menor que 20%, em fibroblastos L929
Nao foram localizados outros relatos sobre formacdo de membranas para aplicacdo como
dispositivos de liberagdo controlada de farmacos com estes polimeros.

2.4.2. Pectina

A pectina é um polissacarideo extraido da parede celular de algumas plantas e
do albedo de frutas citricas. E composta de segmentos galacturbnicos metilados
separados por residuos de ramnose, conforme indicado na Figura 2.3, sendo usualmente
classificada quanto ao grau de metoxilagdo como de baixa metoxilagdo quando abaixo de
50% e como de alta metoxilagdo quando acima de 50% (Sriamornsak, 2003; Hiorth et al.,
2005; Ghaffari et al., 2007; Fellah et al., 2009; Hagesaether et al., 2009).
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A capacidade de formacado de gel depende do grau de metoxilacdo. Pectinas
muito metoxiladas formam gel na presenca de, por exemplo, agucar como co-soluto, e
esta gelificacdo ocorre, provavelmente, por pontes de hidrogénio e interagdes
hidrofébicas. Pectinas com baixa metoxilacao formam gel na presenca de ions divalentes
como o calcio, que sao capazes de formar pontes entre dois grupos carboxilicos
pertencentes a cadeias diferentes de pectina proximas fisicamente (Chang e Lin, 2000;
Hiorth et al., 2005).

Figura 2.3: Segmento repetitivo na molécula de pectina (a) e grupos funcionais carboxila

(b); éster (c); amida (d) na cadeia de pectina (Sriamornsak, 2003).

Na industria farmacéutica, a complexacado de pectina e calcio foi ja investigada
em varias formulagdes diferentes para administracao de medicamentos. Esta combinagéao
tem sido relatada na literatura para comprimidos revestidos, esferas de hidrogel e filmes
de recobrimento para lesdes de pele (Hiorth et al., 2005; Ghaffari et al., 2007). Estes
curativos para pele j& estdo disponiveis comercialmente, como o Duoderm® (Convatec) e
o Tegasorb® (3M), curativos hidrocoldides adesivos compostos por gelatina,

carboximetilcelulose sédica e pectina.
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Macleod et al. (1999) avaliaram o potencial de filmes de pectina, quitosana e
hidroxipropil metilcelulose como sistema de revestimento para comprimidos, observando
comportamento bimodal na liberacdo de medicamentos. Uma formulacdo adequada do
filme € capaz de produzir sistemas que liberam o farmaco a diferentes taxas no trato
gastrointestinal. Ghaffari et al. (2007) estudaram o potencial uso de filmes contendo
quitosana (Q) e pectina (P) como sistemas de liberagdo controlada de teofilina. A razao
massica 6tima entre os polimeros para formagao do complexo foi de 2:1 P:Q. O material
obtido apresentou capacidade de intumescimento prematura quando em contato com
meio intestinal simulado. Hagesaether et al. (2009) investigaram a mucoadesdo e a
permeacdo de paracetamol em filmes de quitosana e pectina utilizando glicerol como
plastificante. Foi constatado que filmes com menor propor¢cdo de pectina (1:3 P:Q)
geralmente apresentam maior absor¢do de tampao fosfato salino, maior permeabilidade
ao farmaco e maior forga mucoadesiva. Isto confirma a relacdo direta entre
mucoadesividade e permeabilidade a farmacos, uma vez que ambos tendem a aumentar

quando a capacidade de intumescimento do material também aumenta.

2.4.3. Goma Arabica

A goma arabica é extraida de arvores como a Acacia senegal e Acacia seyal e é
uma das gomas mais antigas e importantes industrialmente. E utilizada principalmente
como emulsificante, mas também como espessante e estabilizante em alimentos e
cosméticos, além de ter uso na industria de tintas. E um mistura complexa de
macromoléculas (250-2000 kDa) composta predominantemente de carboidratos, entre
eles D-galactose, L-arabinose, L-ramnose e alguns derivados acidos como os acidos D-
glicurdnico e 4-O-metil-D-glicurdnico e seus respectivos sais metalicos, responsaveis pelo
carater aniénico da goma. Estao presentes na estrutura também proteinas (cerca de 2%),
compostas principalmente de residuos de hidroxiprolina, prolina e serina. Estudos
sugerem que a estrutura desta goma seja globular, com unidades polissacaridicas ligadas
a uma cadeia polipeptidica comum e que esta caracteristica seja responsavel por sua
atividade superficial e capacidade de formacéao de filmes. A abertura da estrutura globular
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depende da dissociacdo das unidades de acido Urico e seus respectivos sais (calcio,
magnésio e potassio) (Nishi e Jayakrishnan, 2005; Yadav et al, 2007; Li et al., 2011). Uma
possivel estrutura que abrange a maior parte das evidéncias encontradas até 0 momento

esta apresentada na Figura 2.4.

Figura 2.4: Suposta estrutura molecular da goma ardbica. (A) arabinosil; (®) 3-galactose;
(O) 6-galactose (galactose ou glicose); (R1) ramnose-4glicose (ramnose ocasionalmente
ausente ou substituido por metil ou arabinose); (R2) galactose-3arabinose; (R3)
arabinose-3arabinose-3 arabinose (Stephen et al., 2006).

Esta goma é altamente soluvel em agua, podendo-se preparar solugdes com
concentracdes acima de 50%. A goma arabica forma uma solugcdo de baixa viscosidade
em comparagdo com outras gomas e apresenta um comportamento tipicamente
Newtoniano em concentragbes maiores que 40%. Proximo ao pH neutro, os grupos
carboxila estarao desprotonados portanto, com carga elétrica negativa, resultando em sua
repulsdo, o que ocasiona a abertura da molécula, expandindo sua estrutura, que pode
facilitar a complexagcdo com polimeros positivamente carregados como a quitosana
(Dumitriu, 2002; Nishi e Jayakrishnan, 2005; Espinosa-Andrews et al., 2007; Yadav et al,
2007; Li et al., 2011).
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Nos produtos cosméticos a goma age como estabilizante de emulsdes,
melhorando a suavidade do produto e formando um filme protetor na epiderme. Em

baixas concentracdes, € usada em detergentes e pastas de dentes (Dumitriu, 2002).

Espinosa-Andrews et al. (2007) concluiram que, para o gel, a melhor razao goma
arabica-quitosana de acordo com a mobilidade eletroforética e a turbidez encontrada é de
5:1, independentemente da concentracdo total de polimero usada. Os autores
observaram também que a maxima interagcdo ocorre na faixa de pH entre 3,5 a 5.
Espinosa-Andrews et al. (2010) confirmaram que o complexo € formado através da
interacao eletrostatica entre os grupos amina da quitosana e os grupos carboxila da goma
arabica.

2.4.4. Goma Guar

A goma guar é um polissacarideo de alta massa molar, isolada do endosperma
da semente da planta guar. Como outras galactomanas, a goma guar nao forma géis
fisicos verdadeiros e € empregada como espessante principalmente na industria de
alimentos, além de ser um material promissor na confeccao de plasticos biodegradaveis.
Sua estrutura consiste em uma cadeia principal de (1-4)-B-D-manopiranosila parcialmente
substituida na posicao O-6 por grupos de a-D-galactopiranosila (Huang et al., 2007; Das
et al., 2011; Mudgil et al., 2011). E apresentada na Figura 2.5 a estrutura quimica da
goma guar. As moléculas de goma guar sdo capazes de reter grandes quantidades de

agua em uma larga faixa de temperatura (0 - 78°C).

on OH

Figura 2.5: Estrutura quimica da goma guar (Mudgil et al., 2011).
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Filmes de quitosana e goma guar foram estudados como sistemas de liberacao
controlada topica do anti-inflamatério Celecoxib para céancer de célon, resultando em
reducdo da proliferacao de células tumorais (Haupt et al., 2006). Estes filmes, formados
provavelmente pela interacdo entre os grupos amino da quitosana e os grupos hidroxila
da goma guar, apresentaram boas propriedades mecanicas, além de possibilitarem a
incorporagdo do farmaco durante o preparo do dispositivo. O curativo Viscopaste® (Smith
& Nephew) é um exemplo de aplicacdo da goma guar no tratamento de lesdes de pele.

Nota-se, portanto, que ha grande variabilidade nas caracteristicas dos polimeros
que podem interagir com a quitosana, caracteristicas estas sumarizadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Caracteristicas gerais de cada biopolimero

Polimero Fonte Grupo ionizavel pKa Massa molar
média (Da)
Quitosana Carapaca de crustaceos  -NH, 6,3 5,49 x 10°#
Xantana Produto de X. campestris -COOH 2,9 2,65 x 10°°
Pectina Frutas citricas -COOH 3,5-41 0,66 x 10°°
Goma Guar Planta guar -OH NE 1,45 x 10°°B
Goma Arédbica  Planta Acécia -COOH 2,2 3,82 x 10°°

NE: Nao encontrado; *: Yen et al. (2009); ®: Khouryieh et al. (2007); ®: Guo et al. (2012); °: Yang et
al. (2012)

2.5. Incorporacao de farmacos em membranas

A incorporacdo de farmacos em sistemas poliméricos € um aspecto importante
da tecnologia farmacéutica, facilitando a administracdo do agente bioativo ao paciente,
interferindo em seu perfil de biodisponibilidade, ou modificando sua estabilidade (Oliveira
et al., 2004), além de controlar a velocidade de liberagdo sem alterar a estrutura quimica

do composto ativo.
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Muitos dos farmacos possuem forma cristalina, apresentam baixa solubilidade
em solugbes aquosas e geralmente sdo comercializados na forma nao solubilizada
(comprimidos, capsulas, géis, suspensodes). Devido a estes fatos, os sistemas
convencionais fornecem elevada concentracdo de farmaco no organismo, podendo
facilmente atingir niveis potencialmente toxicos. Posteriormente, ha um periodo de
decaimento da concentracdo até que uma nova administragéo ocorra (Duarte et al., 2006;
Manna et al., 2007).

A incorporacao de farmacos em matrizes poliméricas vem sendo explorada a fim
de melhorar a aplicacdo dos ativos. A liberagdo controlada ocorre quando o sistema
polimero/farmaco € projetado para liberar o ativo de uma maneira previamente
determinada. Um dos objetivos é atingir perfis de liberagdo adequados durante um longo
periodo, evitando flutuagbes da concentracdo e reduzindo a necessidade de

administracdes frequentes (Duarte et al., 2006).

Numerosos sistemas de liberacdo de drogas sdo descritos na literatura, nos
quais o agente ativo a ser incorporado pode estar quimicamente ligado, disperso ou
dissolvido na estrutura dos filmes (Oliveira et al., 2004, Wang et al., 2007). De forma
geral, os farmacos podem ser incorporados as membranas durante sua preparagao, se
adicionados a mistura resultante das solugbes dos constituintes do filme, ou por
impregnacao apds a preparacao do filme usando solventes aquosos ou orgéanicos. A
escolha do método utilizado depende diretamente das caracteristicas do farmaco

escolhido e do tipo de matriz a ser formada (Lin e Metters, 2006).

A incorporagdo do farmaco durante o preparo da membrana é o método
geralmente mais utilizado, devido a facilidade de incluséo do farmaco no dispositivo,
favorecendo a distribuicdo homogénea ao longo do filme polimérico, como no caso do
hidrocloreto de ciprofloxacina em filmes de quitosana e polietilenoglicol (Wang et al.,
2007). Mas, dependendo das condi¢cdes empregadas durante o processo de produgao do
dispositivo, o farmaco pode sofrer alteracbes quimicas, perdendo sua atividade
terapéutica, por exemplo, em fungédo do uso de altas temperaturas de secagem ou mesmo
durante a esterilizagao do filme.

A incorporagdo do farmaco na membrana ja pronta e normalmente seca ocorre

durante o intumescimento da mesma na presenga de um solvente contendo o farmaco
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dissolvido. A solubilidade em &agua é um dos principais fatores que afetam a
biodisponibilidade in vivo de qualquer farmaco, visto que muitos deles sao insollveis ou
pouco soluveis em solugcdes aquosas. Para que haja a incorporagcao por imersao, o ativo
deve estar dissolvido e, devido a baixa solubilidade em agua, a utilizagcdo de solventes
organicos pode ser requerida (Coimbra et al, 2008). E importante, nestes casos,
considerar a toxicidade dos solventes e sua remocao. No entanto, este método apresenta
desvantagens como a necessidade de evaporagao do solvente, que por vezes ocorre com
0 uso de aquecimento ou vacuo, causando degradacao do farmaco e até do dispositivo
polimérico, além do baixo rendimento de incorporagéo e da dispersdo heterogénea dos
farmacos (Davies et al, 2008). Um exemplo desta metodologia é a incorporagcédo de
celecoxib em filmes de quitosana e goma guar que atingiu uma eficiéncia de 87% de
incorporacao (Haupt et al., 2006).

Opcionalmente, a incorporacdo de farmacos pode ser realizada utilizando

tecnologia de fluidos supercriticos, descrita no préximo item.

2.5.1. Incorporacdo dos farmacos utilizando tecnologia supercritica

O fluido supercritico (FSC) pode ser definido como uma fase densa em que a
pressdao e a temperatura estdo acima do ponto critico da substancia em questdo. A
aparéncia macroscopica do FSC é de um sistema homogéneo, sem separacao de fases.
Este apresenta propriedades intermediarias entre gases e liquidos (densidade,
viscosidade, compressibilidade e coeficiente de difusdao). Como um liquido, o FSC
apresenta densidade apreciavel, com alto poder de solvatacdo, enquanto que a
viscosidade e a difusividade sao similares as de um gas, facilitando a transferéncia de
massa no sistema (Brunner, 1994; Pasquali et al., 2008; Duarte et al., 2009; Masmoudi et
al., 2011).

Diversas substancias podem se utilizadas na regidao supercritica, mas a escolha
do fluido, assim como da temperatura e da pressao utilizadas ird depender de suas
propriedades fisico-quimicas e do tipo de sistema em que sera empregado. O diéxido de
carbono esta entre os fluidos supercriticos mais utilizados, especialmente por possuir

baixas temperatura e presséo critica (7.=31°C and P. =73 bar). Esta caracteristica
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torna-o muito atraente para utilizacdo em sistemas termossensiveis, como 0s que
envolvem farmacos e outros compostos bioativos. Este também apresenta outras
vantagens, como ndo causar danos ao meio ambiente (em grande escala, pode ser
recuperado e reutilizado), ser atdxico, ndo inflamavel, ndo corrosivo, e possuir baixo custo

associado a alto grau de pureza em comparacgéao a outros fluidos (Duarte et al., 2009).

A tecnologia de fluidos supercriticos tem sido aplicada na area de polimeros para
a polimerizagao, intumescimento, impregnacéao, fracionamento, purificacdo e formacao de
particulas. Isto é atribuido aos importantes efeitos causados por estes fluidos, como
diminuicdo da temperatura de transicdo vitrea (efeito plastificante), intumescimento
reversivel de polimeros rigidos ou elastémeros e reducdo da viscosidade do material
fundido (Kikic e Vecchione, 2003).

O processo de impregnacao s6 € viavel quando o farmaco é soluvel no fluido
supercritico, o polimero é intumescido pela solugdo supercritica e o coeficiente de
particdo é favoravel, permitindo incorporar quantidades suficientes de soluto (Kikic e
Vecchione, 2003). Neste caso, o principio ativo é solubilizado, por exemplo, em CO,
supercritico e, em seguida, introduzido em uma célula de alta pressdo contendo o
dispositivo polimérico para que haja a impregnacdo. Posteriormente €& feita a
descompressao lenta desta célula para que haja remocao do CO, (Braga et al., 2008;
Davies et al., 2008).

A maior vantagem deste processo esta na obtencdao de um produto final livre de
solvente residual, principalmente quando se considera a area farmacéutica e de
alimentos, reduzindo-se também os custos de remocdo do solvente, que pode ser
totalmente recuperado manipulando-se a pressao (Kikic e Vecchione, 2003). Outra
vantagem € a capacidade de intumescimento do dispositivo polimérico pelo fluido
supercritico, facilitando a difusdo dos farmacos pela matriz (Braga et al., 2008; Masmoudi
etal, 2011).

A concentragdo e a penetracdo do farmaco nos dispositivos sao controladas
através da manipulagdo da taxa de despressurizacdo do sistema, do tempo de
impregnacdo ou mesmo alterando a densidade do solvente (e consequentemente a
solubilidade do farmaco no meio) pela variagdo da pressao e da temperatura. Na maioria
dos casos, e dependendo das condigdes utilizadas, ndo ha alteragcdo das propriedades
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fisicas, quimicas e mecéanicas dos materiais poliméricos e nem degradacao dos farmacos
(Braga et al., 2008).

No processo de impregnacdo com solvente supercritico (SSI), este age como
transportador do farmaco para o interior da matriz polimérica. Esta impregnacao pode
ocorrer estatica ou dinamicamente. No primeiro caso, o farmaco e o dispositivo polimérico
estdo contidos na mesma célula de pressao e o fluido é adicionado a este sistema. No
segundo caso (dindmico), ocorre pré-saturagdo do FSC com o agente ativo e,
posteriormente, este é transferido para a célula onde esta o dispositivo (Kikic, 2009). Este
sistema tem como vantagem a possibilidade de remocdo do ativo que precipita na
superficie do material, muitas vezes indesejavel, como por exemplo, em lentes de contato.
Muitos autores vém explorando a utilizagdo da tecnologia de fluidos supercriticos para a
impregnacao de dispositivos poliméricos, e alguns exemplos sdo apresentados na Tabela
2.2.

Diversos trabalhos sugerem o uso de um cossolvente para aumentar a
solubilidade do farmaco no fluido supercritico e facilitar a incorporagao, sendo agua e
etanol os mais utilizados (Bush et al., 2007; Natu et al., 2008; Costa et al., 2010a; Costa et
al., 2010b). Seu uso pode resultar em modificacdes na interagdo do farmaco com a matriz
polimérica ou mesmo com o fluido pressurizado, alterando a taxa de impregnacao. Os
cossolventes podem contribuir significativamente para o aumento da eficiéncia do
processo, elevando a polaridade do di6xido de carbono e, assim, a solubilidade de
farmacos mais polares. Estes também sdo capazes de melhorar a impregnacao de
compostos hidrofébicos em hidrogéis, como no caso do etanol, que reduz a polaridade
global da agua presente na matriz polimérica (Masmoudi et al., 2011).

As condicdes de despressurizacdo aplicadas ao sistema sdo fundamentais para
definir as caracteristicas do material impregnado. Se a despressurizacao for rapida, pode
causar danos aos polimeros, devido a expansao rapida do fluido supercritico incorporado

na matriz, e alta precipitagdo de fa&rmaco na superficie do material.
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Tabela 2.2: Comparacao de varios trabalhos de incorporacédo de farmacos por tecnologia

supercritica utilizando diéxido de carbono.

, . Forma do Condicoes de Quantidade A
Hellae R dispositivo  impregnacao impregnada A
PVP e . . . 40°C, Cortesi et al.,
etilcelulose ~ imesulida Matriz 130-220 bar >/ €212Malg " 550,
. Guney e
5-fluorouracil , 35 - 55 °C, 26,80 e 0,49
PG B-estradiol Matriz 207 bar mg/g Ak%%ron;an,
. 38 — 65°C, Nikitin et al.,
PS ECDA Filme 90 — 205 bar 0,5-1mg/g 2003
Etilcelulose/ N&DroXeno Microesferas 35 °C, 21-41% Duarte et al.,
metilcelulose P (SAS) 80 bar (m/m) 2006
. : . 70°C, Nao Gong et al.,
Quitosana Indometacina Pé 207 bar mencionado 2006
. Nao 40 - 50 °C, Bush et al.,
PVPP B-estradiol mencionado 172 bar 28,0 - 36,0 mg/g 2007
. 50 °C, Nao Manna et al.,
PVP Cetoprofeno Particulas 190 bar mencionado 2007
P(MMA-EHA- . . 35 - 40°C, o Duarte et al.,
EGDMA) Flurbiprofeno Filme 180 bar 0,18 -0,82 % 2008
PCL/Lutrol F
. . 40°C, 12 - 18 mg/g Natu et al.,
PCIE/\L/L'JAwax Maleato de timol Filme 110 - 200 bar 18 - 33 mg/g 2008
L . 100°C, Banchero et
PVP Piroxicam P& 300 bar 183-15% al., 2009
. . 35-55 °C, Até 0,54 % Duarte et al.,
Quitosana  Dexametasona Filme 80 - 140 bar (m/m) 2009
. . Lépez-
Triflusal . 35°C, Até 20 % )
PMMA HTB Cilindro 160 e 200 bar (m/m) Periago et al.,
2009
Hidrogel de  Acetazolamida Lente de 40°C, 0,05e 0,35 Costa et al.,
silicone Maleato de timol contato 170 bar mg/lente 2010a
Lentes Furbiprofeno Lente de 40 °C, . Costa et al.,
comerciais  Maleato de timol contato 90 - 160 bar R S G/ 2010b
imr;ggfasres Cefuroxima de Lente 35 - 60 °C, Até 1,22 Masmoudi
Saédio intraocular 80 - 200 bar mg/lente etal., 2011

PMMA

PVP - polivinilpirrolidona, PLGA - poli(L-acido lactico-co-acido glicélico), PS - poliestireno, ECDA - etil-2-ciano-
3(4-dimetil aminofenil)acrilato, SAS - supercritical antisolvent , PVPP - polivinilpirrolidona reticulada, P(MMA-
EHA-EGDMA) - poli(metilmetacrilato-co-etilhexilacrilato-co-etilenoglicoldimetacrilato), PCL - policaprolactona,
EVA - etileno-vinil acetato, PMMA - polimetil-metacrilato, HTB - &cido 2-hidroxi-4-trifluorometil benzdico.
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2.6. Liberacao de farmacos

Apés a incorporacao do farmaco, o dispositivo deve ser capaz de libera-lo em
doses controladas. Frente a isto, o estudo da liberagdo da molécula ativa da matriz

polimérica € de grande importancia para o desenvolvimento do sistema.
A liberagdo controlada tem como vantagem a presenca continua de uma

determinada dosagem do medicamento no corpo do paciente, permanecendo acima dos
limites minimos de eficacia requeridos e nao excedendo valores altos que podem ser
nocivos ao paciente (Figura 2.6). A quantidade de farmaco total administrada durante a
terapia é menor quando se utiliza dispositivos de liberagdo controlada em comparagéo

Nivel toxico

com os metodos convencionais (comprimidos e inje¢oes).
Janela terapéutica

Concentragdo da droga /N
no local de atividade 1 '

1 I
I I
!
I

I

Nivel sub-terapéutico

I
= Injecdo .
I !
' !
1 !

Sistema de
liberagdo controlada
I

I
U U
T T T >
24 7 Tempo (horas)

AN Injecdo administrada a cada 6 horas

Sistema de liberagdo controlada administradoemt=0

Figura 2.6: Concentragao da farmaco na regiao da lesao utilizando-se o tratamento
convencional de injegdes (—) e utilizando-se um sistema de liberagao controlada (—)
(adaptado de Uhrich et al., 1999).
Esta abordagem possui restricdes como assegurar a liberacdo da droga em uma
taxa constante para que ndo haja situagbes de risco como o aumento indesejado da
dosagem. Ha também a necessidade de retirada de dispositivos, caso estes sejam
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implantados no paciente e ndo sejam biodegradaveis, além dos custos elevados do

tratamento.

O controle da liberagdo do farmaco é atribuido a permeabilidade do dispositivo
polimérico que o contém. Estes dispositivos sdo normalmente classificados em dois tipos,
reservatorio ou matriz. No primeiro tipo, o farmaco fica armazenado em um reservatorio
recoberto por uma membrana polimérica, enquanto que no segundo tipo, o farmaco se
encontra dissolvido ou disperso homogeneamente na forma de particulas sélidas na

matriz polimérica (Comyn, 1985).

A selecdo do polimero ou polimeros utilizados nos dispositivos de liberagao
controlada € influenciada, entdo, nado sé por aspectos como biocompatibilidade e
seguranga, mas também pelas suas caracteristicas de solubilidade e estabilidade. A
degradacéo e dissolu¢do do polimero afetam diretamente a liberagcao do farmaco durante
a utilizacao do dispositivo (Comyn, 1985).

Os dispositivos do tipo reservatério tém a liberacdo do fa&rmaco governada pela
difusdo deste através da membrana polimérica. O perfil de liberagdo € dependente da
atividade termodinamica do fa&rmaco no interior do reservatério (Comyn, 1985).

Quando o mecanismo de liberacdo envolve a difusdo do farmaco através do
polimero, as matrizes podem ser classificadas como matrizes ndo porosas ou porosas. No
caso de membranas hidrofilicas, a quantidade de agua absorvida pela membrana afeta a
taxa de liberagdo, pois proporciona a abertura das cadeias da matriz através do
intumescimento, facilitando a saida da molécula de farmaco (Comyn, 1985). Ainda se
pode classificar a liberacdo em espontanea (quando ocorre rapida e naturalmente),
retardada ou prolongada (quando é afetada pela capacidade de barreira do dispositivo), e
controlada ou programada (quando se utiliza um fator externo como agente disparador da
liberacao, por exemplo, temperatura, pH ou campo eletromagnético).

Os farmacos passiveis de incorporagdo em membranas a base de quitosana e
polidanions podem ser de varias categorias. No ambito deste trabalho, os de maior

relevancia sao os anti-inflamatérios, como discutido a seguir.
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2.7. Anti-inflamatoérios nao esteroides

No Brasil os anti-inflamatérios nao-esteroides (AINEs) sdo medicamentos de
venda livre e disponiveis em grande parte das associagdes medicamentosas disponiveis
no mercado. Consequentemente, seu acesso € facilitado e caracteriza esta classe de
medicamentos como a mais prescrita por médicos e dentistas, ja que apresenta um amplo
espectro de indicacbes terapéuticas, como: analgesia, atividade anti-inflamatdria,
antipirética e de profilaxia contra doengas cardiovasculares. Este fato € confirmado por
estudos sobre o uso de medicamentos no pais, nos quais os anti-inflamatérios nao-
esterdides estdo entre os farmacos mais consumidos pela populagdo (Kummer e Coelho,
2002; Souza e Ferrdo, 2006). Na Tabela 2.2 estdo apresentados alguns AINEs, seus

nomes comerciais e dosagens tradicionalmente empregadas.

Tabela 2.3: Nomes comerciais e dosagens indicadas de alguns AINEs (adaptado de
Katzung, 2007).

Agente ativo Nome comercial Dosagem diaria recomendada
Diclofenaco Voltaren®, Biofenac®, Cataflam® 50-75 mg qid
Acido acetil salicilico Aspirina® 1200-1500 mg tid
Ibuprofeno Artril®, Motrin® 600 mg qid
Piroxicam Feldene®, Flogene® 20 mg qd
Indometacina Indocid®, Agilisin® 50-70 mg tid
Cetroprofeno Profenid® 70 mg tid

qid: quatro vezes ao dia; qd: uma vez ao dia; tid: trés vezes ao dia

A aspirina foi o primeiro AINE desenvolvido no mundo, patenteado pela Bayer em
1897. Sua popularidade cresceu durante a primeira metade do século XX, impulsionada
pela suposta eficacia no tratamento de gripe espanhola. Entretanto, recentemente sugere-
se gue a alta taxa de mortalidade da gripe de 1918 foi, em parte, devida a ma utilizacao
deste medicamento. Em decorréncia do fato da aspirina ter apresentado uma série de
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efeitos adversos, muitos outros AINEs tém sido desenvolvidos na tentativa de melhorar
sua eficacia e diminuir sua toxicidade. Os AINEs compreendem classes diversas de
produtos quimicos e esta diversidade resulta em uma ampla gama de caracteristicas
farmacocinéticas. Embora haja muitas diferencas na cinética de AINEs, estes tém
algumas propriedades gerais em comum, como o fato de serem quase todos &cidos
organicos fracos (Katzung, 2007).

Estes medicamentos atuam inibindo a atividade da enzima ciclo-oxigenase, que
catalisa a biossintese das prostaglandinas e tromboxanos a partir do acido araquiddnico,
diminuindo a intensidade do processo inflamatorio. Este processo consiste na resposta
organica mais precoce diante de lesdo tissular ou infeccdo, envolvendo uma agéo
coordenada entre o sistema imunologico e o tecido no qual ocorreu a lesdo (Kummer e
Coelho, 2002; Parisotto et al., 2005).

De acordo com Puzzi*, apesar deste tipo de medicamento retardar a recuperagao
do tecido lesado, seu emprego em lesdes de pele reduz as infec¢cbes e diminui a
sensacgao de dor do paciente, contribuindo também no sentido de resultar em cicatrizes
com melhor aspecto estético. A incorporacdo de um composto anti-inflamatorio em
curativos pode ser de interesse, pois este auxiliaria no tratamento da lesdo e na
diminuicdo da dor. Alguns anti-inflamatorios indicados para uso em lesbes de pele
interessantes para a inclusdo em membranas preparadas com polimeros de origem
bioloégica pela versatiidade de abordagens de incorporacdo resultante de suas
caracteristicas de solubilidade sdo descritos a seguir, mais explicitamente o diclofenaco, o

cetoprofeno e o piroxicam.

2.7.1. Diclofenaco

O diclofenaco é utilizado em 120 paises diferentes, sendo hoje o AINE mais
amplamente utilizado no mundo. Existente ha mais de 80 anos, € o farmaco mais
comercializado no mercado mundial. No ano 2000, o diclofenaco de potassio foi o
medicamento mais vendido na industria farmacéutica brasileira (Souza e Ferrao, 2006;
Ribeiro et al., 2006).

*Puzzi, M. B. (Faculdade de Ciéncias Médicas, Degftamento de Clinica Médica, Laboratério de
Cultura de Célula da Pele, UNICAMP). Comunicagao pessoal, 2009.



O diclofenaco, ou acido 2(2, 6-dicloroanilino) fenil acético, € derivado do acido
fenilacético e é usualmente formulado como sais de sédio, potassio e dietilamina, como
indicado na Figura 2.7. E pouco solivel em &gua e solivel em metanol (24 mg/mL) e
tampéo fosfato a pH 7,2 (6 mg/mL). Possui massa molar de 296,1 gmol e pKa de 4,2.
Apresenta acao anti-inflamatoria e analgésica, atribuidas aos seus efeitos sobre a sintese
periférica de prostaglandinas (Florey, 1990; Ahuja et al., 2008).

COO- X+
Cl

Cl
X*: Na*, K* ou C4H12N*

Figura 2.7: Estrutura molecular do diclofenaco (Ahuja et al., 2008).

Este farmaco esta disponivel em varias formas de apresentagdo, como
comprimidos, em solugao para o uso oftalmol6égico, como supositoério e em preparacoes
intramusculares. O gel tépico contendo 3% de diclofenaco é efetivo para queratoses
solares (Florey, 1990; Katzung, 2007; Ahuja et al., 2008).

O diclofenaco também é passivel de ser incorporado as membranas por todos os
métodos citados no item 2.5. Ha relatos na literatura sobre a incorporacao de diclofenaco
em microesferas de quitosana (Kumar, 2000) e em hidrogel de quitosana e carragena
(Piyakulawat et al., 2007), ambos incorporados durante o preparo do matriz polimérica. Ha
também matrizes de quitosana e alginato contendo diclofenaco de sédio incorporado por
imersao em solucao aquosa contendo o farmaco (Fahmy e Fouda, 2008), mostrando a
potencial aplicacao deste em sistemas de liberagéo controlada.
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2.7.2. Piroxicam

O piroxicam (4-hidroxi-2-metil-N-(2-piridil)-2H-1,2-bonzotiazina-3-carboxamida-
1,1-dioxido) é um derivado do &acido endlico e é praticamente insolivel em &agua e
solugbes acidas de baixa molaridade. E levemente sollvel em alcodis e solucdes
alcalinas, e ciclodextrinas podem ser empregadas para melhorar sua solubilidade.
Apresenta pKa de 6,3 e massa molar de 331,3 g/mol (Ahuja et al., 2008). Este farmaco
apresenta polimorfismo, podendo ser encontradas duas formas (a e ), entretanto, ndo ha
dados sobre diferenga na atividade das duas formas (Florey, 1986; Bazzo, 2008). A
estrutura do piroxicam esta apresentada na Figura 2.8.

0 0
A4
s _CHs
N
FZ NH
\ /
OH 0 N

Figura 2.8: Estrutura quimica do piroxicam (Ahuja et al., 2008).

Possui acao anti-inflamatdria e analgésica e também propriedades anti-tumorais.
Por apresentar tempo de meia-vida alto (57 h), pode ser administrado em dose Unica
diaria (Katzung, 2007). E comercializado no Brasil em forma de capsulas, comprimidos e
suspensao para uso oral, solugao intramuscular, supositério, creme e gel para uso topico.
Em fungcdo de sua baixa solubilidade em solventes polares, poderia ser potencialmente
incorporado em membranas de quitosana e polidnions por deposicdo com CO,

supercritico.

Ha relatos na literatura sobre a utilizagcao de piroxicam incorporada em particulas
de alginato (Aquino et al. 2012) ou de poli(3-hidroxibutirato) (Bazzo et al., 2009) e até
dispersa em polivinil pirrolidina (p6) utilizando tecnologia supercritica (Banchero et al.,
2009).
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2.7.3. Cetoprofeno

O cetoprofeno (acido 3-benzoil-a-metilbenzeno acético) é derivado do acido
fenilpropiénico acético e consiste de uma mistura racémica de dois enntibmeros, sendo
que o enantibmero dexirégiro (+) apresenta duas vezes mais atividade anti-inflamatéria
que a mistura de ambos (Ahuja et al., 2008). Este farmaco apresenta inibicdo nao seletiva
de Cox e de lipoxigenases (Katzung, 2007). Na Figura 2.9 é apresentada a estrutura do

cetoprofeno.

o) CHa

COOCH

Figura 2.9: Estrutura quimica do cetoprofeno (Ahuja et al., 2008).

Este farmaco é soluvel em solventes orgéanicos tais como etanol, acetona, éter e
pouco soluvel em agua (Florey, 1981), e apesar de possuir caracteristicas lipofilicas, nao
€ considerado como completamente hidrofébico. Possui um pKa de 4,5 e massa molar de
254 g/mol (Ahuja et al., 2008). Apesar de apresentar solubilidade limitada em agua, sua
incorporagcdo poderia ser realizada durante a mistura dos polimeros e também por
impregnacdo com etanol ou com CO, supercritico. Apresenta atividade anti-inflamatéria,
analgésica e como antidismenorréico (Lozano e Martinez, 2006). E comercializado no
Brasil em forma de capsulas, comprimidos e gotas para uso oral, ampolas de po liofilizado
para uso intramuscular, supositério e gel para uso tépico. E reportado na literatura o uso
de cetoprofeno em nanoestruturas lipidicas dispersas em hidrogel de xantana (Cirri et al.,
2012), esferas de poli(3-hidroxibutirato) (Bazzo et al., 2009) e em nanofibras de poli(vinil
alcool) (Kenawy et al., 2007) e de quitosana-policaprolactona (Wang et al., 2011).
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2.8. Consideracoes finais

Com base nos temas abordados na revisao da literatura, e com o propdésito de
obter membranas contendo agentes anti-inflamatérios a serem utilizadas em processos
de regeneracdo de pele lesada, propds-se o trabalho em questdo. Contudo, ha a
necessidade de estudar de forma mais detalhada a producdo destas membranas, bem
como metodologias de incorporacao de agentes bioativos a fim de se obter curativos com
caracteristicas adequadas para aplicagdo como dispositivos de liberagdo de farmacos.
Idealmente, tais dispositivos deveriam apresentar propriedades de intumescimento e
resisténcia mecéanicas adequadas para uso como curativos, além de possibilitar a
incorporacdo estavel e, preferencialmente, com alta eficiéncia, dos farmacos testados.
Visou-se obter membranas com liberagdo continua dos farmacos em até 24 h e em
concentragdes proximas as disponiveis comercialmente nas formulagdes topicas de cada

um (10 mg/g de diclofenaco de sddio, 5 mg/g de piroxicam e 10 mg/g de cetoprofeno).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Para a obtencdo das membranas foram utilizados os seguintes reagentes, de
qualidade analitica certificada: quitosana de carapaca de camardo com desacetilacao de
96% (lote 068K00851), pectina de frutas citricas 9,1% metoxilada (lote 098K0032),
xantana com viscosidade de 1100 cP em solugdo aquosa 1% (lote 056K0007), goma
arabica da arvore acacia (lote 1419328-12209109) e goma guar (lote 087K0128) da
Sigma-Aldrich Co.; acido acético glacial da Synth; cloreto de caélcio di-hidratado e
hidroxido de sdédio da Merck & Co., Inc. Os farmacos utilizados foram diclofenaco de
sédio, piroxicam e cetoprofeno da Sigma-Aldrich Co. A agua utilizada nos ensaios foi
destilada e deionizada em sistema Milli-Q® da Millipore.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparacdao das membranas

Os procedimentos de preparacdao das membranas, descritos a seguir, variaram
conforme o tipo de polimero usado, sendo adaptados baseando-se no método descrito
por Veiga e Moraes (2012) para membranas de quitosana-xantana.

3.2.1.1.  Membranas constituidas de quitosana e xantana

Neste procedimento, 90 mL de solugéo 4cida de quitosana (quitosana a 0,5% m/v
em solugdo aquosa de acido acético a 2% v/v) foram adicionados através de bomba

peristaltica Gilson modelo Minipuls na vazdo de 300 mL/h em 90 mL de solugdo aquosa
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de xantana a 0,5% m/v em um reator de aco inoxidavel encamisado com didmetro interno
de 9 cm e capacidade de 700 mL. A temperatura foi mantida, durante todo o processo, a
25°C utilizando-se um banho termostatico Quimis modelo 214 M2. O sistema foi mantido
sob agitacao constante de 1000 rpm através de agitador mecanico Quimis modelo 251 D
com hélice do tipo naval com raio de 2,5 cm durante o gotejamento. Na Figura 3.1 é

apresentado o sistema utilizado para o preparo das membranas.

Figura 3.1: Sistema de preparagdo das membranas.

A mistura polimérica obtida foi desaerada em bomba de vacuo Quimis modelo Q-
355B por 2 h. Em seguida, foi transferida para uma placa de Petri de poliestireno de 15
cm e seca a 37°C em estufa com circulacao de ar, por 24 h. Para a secagem ser mais
homogénea, a membrana foi mantida em uma plataforma giratéria automatica com
didmetro de 25 cm da Autoart operando a 3 rpm. ApGs a secagem, as membranas foram

imersas duas vezes em 200 mL de agua deionizada por 30 min cada vez para remover 0
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acido acético residual. O tempo e o volume de agua utilizados durante as lavagens foi
estabelecido anteriormente, acompanhando-se o pH do meio até que este ficasse proximo
a neutralidade, visto que amostras acidas poderiam ser citotdxicas a células animais ou
mesmo sofrer dissociacdo. Posteriormente, as amostras foram secas novamente a 37°C
por 24 h.

As membranas obtidas ao final do processo foram esterilizadas com 6xido de
etileno (Oxyfume-30) na empresa Acecil Central de Esterilizagdo Comércio e Industria
Ltda (Campinas, SP) sob as seguintes condigbes: vacuo de 400 mmHg, tempo de
exposicdo das amostras ao gas por 8 horas, pressao de 0,5 kgf/lcm? umidade entre 40 e
50%, temperatura de 40°C e aeragdo de trés trocas com nitrogénio. Antes de sua
utilizacdo, as amostras esterilizadas foram armazenadas em condi¢ées ambientes por um
periodo minimo de 72 horas, conforme recomendagdo da empresa. Previamente a
esterilizagao, as amostras foram colocadas em embalagens apropriadas constituidas por
uma face plastica e outra de papel, fornecidas pela propria empresa de esterilizacao,
sendo tais embalagens seladas a quente.

3.2.1.2. Membranas constituidas de quitosana e pectina

As membranas contendo quitosana e pectina foram preparadas de acordo com
os procedimentos propostos por Bernabé et al. (2005) e Veiga e Moraes (2012). Neste
procedimento foram utilizadas solucdes de quitosana em concentracdo de 0,5 a 1,0% e
solugbes de pectina em concentragbes de 0,5 a 2%. O volume de cada solugéo
empregada foi de 90 mL e as condigcdes do processo foram mantidas iguais as do
procedimento referente as membranas contendo quitosana e xantana. Apds a mistura das
solugdes, algumas amostras tiveram seu pH ajustado para 5,5 que, conforme Bernabé et
al. (2005), é o pH em que é favorecida a complexagcao destes polimeros e as outras
amostras foram adicionados 1,8 mL de solugdo aquosa de CaCl, a 2% visando a
reticulacdo das cadeias livre da pectina. Apds a etapa de mistura, o complexo foi entdo
desaerado, seco e lavado com agua nas condi¢cées j& mencionadas no item anterior,

sendo as membranas produzidas também esterilizadas com 6xido de etileno.
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3.2.1.3. Membranas constituidas de quitosana e goma guar

As membranas contendo quitosana e goma guar foram preparadas de acordo
com os procedimentos propostos por Haupt et al. (2006) e Veiga e Moraes (2012). Neste
procedimento foram utilizadas solugbes de quitosana e de goma guar (solu¢cao aquosa)
em concentracdo de 0,5%. O volume de cada solugcdo empregada foi de 90 mL com
vazao de adicao da quitosana de 300 mL/h, agitacdo de 1000 rpm e temperatura 25°C.
Apbs a etapa de mistura, o complexo foi seco por 24 h a 37°C, lavado por 1 min com 100
mL de NaOH 1M 1:1 v/v (agua:alcool) para neutralizagdo do &cido acético e
posteriormente com agua (duas vezes em 200 mL por 30 min cada vez). Todas as

membranas produzidas foram esterilizadas com éxido de etileno.

3.2.1.4. Membranas constituidas de quitosana e goma arabica

As membranas contendo quitosana e goma arabica foram preparadas de acordo
com o procedimento proposto por Espinosa-Andrews et al. (2007) adaptado baseando-se
no trabalho de Veiga e Moraes (2012). Neste procedimento foram utilizadas solugdo de
quitosana em concentracao de 0,5% e solucao de goma arabica de 0,5 a 2%. O volume
de cada solugdo empregada foi de 90 mL e as condi¢cdes do processo foram mantidas
iguais as empregadas na obtengdo das membranas de quitosana e xantana. Apds a
mistura das solucdes o pH foi ajustado para 4,5 que, conforme Espinosa-Andrews et al.
(2007) esta na faixa de pH em que ocorre a maxima interacao destes polimeros. Apos a
etapa de mistura, o complexo foi entdo desaerado, seco e lavado com agua nas

condi¢cdes ja mencionadas.

3.2.2.Incorporacéao dos farmacos

A incorporagédo dos farmacos foi realizada através de trés metodologias,

adicionando-se 0os mesmos a mistura resultante dos polimeros constituintes da
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membrana, por impregnacdo em solugdo ou por deposicdo com CO, supercritico,

conforme descrito a seguir.

3.2.2.1. Incorporagdo do farmaco durante o preparo da membrana

A adicao ocorreu imediatamente apés a mistura completa dos polimeros. Foram
estabelecidas concentragdes crescentes de farmaco de modo a ndo se exceder o limite
de solubilidade do diclofenaco de sédio em agua (22, 55 e 111 mg por grama de
membrana) e este foi solubilizado em 10 mL de &gua deionizada. Para o piroxicam e o
cetoprofeno foram utilizadas duas proporgdes (22 e 55 mg/g de membrana), o primeiro
adicionado em pé e o segundo solubilizado em 10 mL de etanol. A adicdo ocorreu sob
agitacdo de 1000 rpm por 1 min. Posteriormente, seguiram-se as etapas pré-
estabelecidas para cada tipo de membrana (secagem, desaeracdo, neutralizagdo e
esterilizacdo).

3.2.2.2. Incorporagdo do farmaco por impregna¢cdo em solugcao

Neste método, a adicdo do farmaco ocorreu por impregnacao a umido, apds a
segunda secagem da membrana. Foram também estabelecidas trés proporcdes para o
diclofenaco de sédio (2,17, 5,43 e 10,85 mg/mL de agua) e duas proporcdes para o
cetoprofeno (2,08 e 5,03 mg/mL de etanol) e uma para o piroxicam (1,2 mg/mL de etanol).
A incorporagao ocorreu em amostras de 16 cm? (de aproximadamente 30 mg) a 37°C sob
agitacao de 50 rpm por 24 h utilizando 10 mL de cada solucdo. Em seguida, fez-se, como
anteriormente descrito, a secagem a 37°C e esterilizacdo com 6xido de etileno.

Para esta metodologia fez-se um estudo da temperatura de incorporac¢do. Para
tanto foram utilizadas membranas de quitosana-xantana, solugédo aquosa de diclofenaco

de s6dio a 5,43 mg/mL e exposicao por 24 h as temperaturas de 20, 30 e 37°C.
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3.2.2.3. Impregnacao com CO. supercritico

Anteriormente ao inicio dos estudos de impregnacdo dos farmacos via CO,
supercritico, o comportamento das membranas poliméricas apds o contato com o fluido
supercritico foi avaliado, analisando-se eventuais variagdes das massas e do aspecto das
amostras. Foram utilizadas amostras de membranas de 16 cm? dispostas em uma célula
de pressdo separadas por algodao para que nao houvesse adesdo entre elas. As
amostras foram mantidas a 200 bar e 40°C por 2 h e, ap6s este periodo, o sistema foi
despressurizado a uma taxa média de 1,7 bar/min.

O sistema de impregnagdo supercritica usado esta esquematicamente
representado na Figura 3.2. O sistema é composto por uma célula de alta presséao de ago
inoxidavel (de volume interno de 11,5 cm®), um compressor de alta pressdo para CO,
liquido, um banho termostatico (Haake DC30, Thermo Electron Corporation), uma placa
de agitacdo magnética (Agimatic-Ver-W, P Selecta) e um mandmetro digital (Lab DMM).

V-6

e

tr

Figura 3.2: Representacdo esquematica do sistema de impregnacgéo supercritica.

Nos ensaios de incorporacao, o farmaco em po6 foi colocado no fundo da célula e
as amostras (1 x 1 cm?) foram posicionadas em um suporte de aco inoxidavel (ilustrado

na Figura 3.3), na posicao vertical acima do farmaco. A quantidade de farmaco foi
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calculada considerando-se a saturacdo do sistema. Os ensaios com o diclofenaco
ocorreram a 225 bar, 45°C e 9h de contato. Para o piroxicam optou-se por fazer um
planejamento experimental 2° com 3 pontos centrais e testar a adicdo de etanol como
cossolvente. Juntamente com o fa&rmaco no fundo da célula, foram adicionados 5% em
fracao molar de etanol em relacdo ao CO, adicionado, concentracao de etanol comumente
empregada neste tipo de sistema (Braga et al., 2008, Costa et al., 2012). Variou-se o
tempo de contato com o fluido supercritico de 4 a 14h, a temperatura de 40 a 50°C e a
pressao de 150 a 300 bar. Apds este periodo, o sistema foi despressurizado lentamente a
uma taxa média de 5 bar/min para manter a integridade dos filmes.

Figura 3.3: Suporte para acomodagéo das amostras instalado no interior da célula de alta
presséao.

Os ensaios utilizando o farmaco cetoprofeno ocorreram em um sistema de
impregnacdo montado posteriormente. Neste caso, a célula de alta pressdo de aco
inoxidavel possuia um volume interno Gtil maior, de 15,7 cm®, a temperatura do sistema foi
mantida através da instalacdo da célula de pressao no interior de uma estufa com
circulacdo de ar (Nova Etica) e o CO, liquido foi comprimido utilizando-se bomba para
cromatografia supercritica (Thar SFC modelo P-50A). Para este farmaco fez-se um
planejamento experimental 22 com 3 pontos centrais e testou-se a adicdo de etanol como
cossolvente (0,5% em fracdo molar). Neste planejamento as variaveis independentes
foram pressdo (150 a 300 bar) e temperatura (40 a 50°C), mantendo-se o tempo de
contato de 4 h e a mesma taxa de despressurizacao dos ensaios anteriores. Neste caso,
foram utilizadas amostras de 1 x 1 cm? e massa de farmaco considerando-se a saturacdo

do sistema.
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3.2.3. Caracterizacao das membranas

As amostras esterilizadas foram caracterizadas fundamentalmente conforme
descrito por Dallan et al. (2007), Rodrigues et al. (2008) e Veiga e Moraes (2012).

3.2.3.1. Aspecto das membranas

As membranas foram inspecionadas quanto ao aspecto a olho nu e este foi
registrado através de fotografias digitais (modelo A410, Canon).

3.2.3.2. Morfologia da superficie das membranas

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

As membranas foram cortadas nas dimensées de 2 x 1 cm? e mantidas em
ambiente com silica-gel ativada por 24h. Estas foram entéo criofraturadas com nitrogénio
liquido, fixadas em um suporte adequado e metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620)
através da deposicdo de uma fina camada de ouro (espessura de 92 A) em suas
superficies.

3.2.3.3. Espessura das membranas

A espessura das membranas foi determinada pela utilizacdo de micrémetro
(Digimess), através de medi¢cdes em sete diferentes pontos ao longo da extensdo da

membrana, calculando-se os valores médios.
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3.2.3.4. Avaliacao das propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas das membranas referentes a resisténcia a tragéo e a
porcentagem de alongamento na ruptura foram determinadas com base em adaptacdoes
da norma ASTM D882, 2002 (ndo foram verificadas diferencas nos resultados quando
utilizada a norma sem adaptacoes). Estes ensaios foram realizados com as membranas
cortadas em corpos de prova de dimensdes de 10,0 x 1,0 cm? e mantidas em dessecador
com silica gel ativada por 24h para manter a umidade uniforme nas amostras.

Os corpos de prova foram fixados nas garras pneumadticas do equipamento
(Tinius Olsen modelo H5K-S) com mordentes de borracha e alongados a uma taxa de
deformagéo 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
dispersado pouco homogénea dos complexos nas amostras.

Através dos dados obtidos é possivel determinar o médulo de Young (E) através
da Equacao 1:

E — (Ca'lO)

Equac&o 1
a (Equagéo 1)

onde C, é o coeficiente angular do trecho reto do diagrama tensdo x deformagdo em

N/mm, /, € o comprimento inicial do corpo de prova em mm e a; é a area transversal em

mm?.

3.2.3.5. Perfil de hidratagdo das membranas

O perfil de hidratacao foi determinado através do grau de intumescimento

paulatino das membranas em agua. As membranas foram cortadas em corpos de prova
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retangulares de 2 x 1 cm? pesados em balanca analitica Sartorius e, posteriormente,
hidratados com 5 mL de agua deionizada em tubos fechados por periodos variando de 1
minuto a 24 h em estufa Nova Etica modelo 410, a 37°C. Ap6s a hidratagdo, o excesso de
agua foi removido com a ajuda de papel de filtro, e os corpos de prova foram novamente
pesados para a determinacdo da massa Umida. Para cada periodo, o grau de
intumescimento, C, foi determinado através da Equacéo 2:

(Equacao 2)

onde My; refere-se a massa Umida no tempo i e M, refere-se a massa inicial das

membranas. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.3.6. Capacidade de absorcdo de solucées aquosas apds 24 h

A capacidade das membranas de absorver diferentes meios aquosos, sendo eles
agua, fluido corpéreo simulado (FCS) com composicao descrita na Tabela 3.1, soro fetal
bovino (SFB) da Nutricell, tampao fosfato salino (PBS) e solugéao salina a 0,9% (SS), foi
determinada empregando-se corpos de prova retangulares de 6 x 1 cm?, em triplicata.
Estes foram pesados para a determinagcdo da massa inicial e posteriormente hidratados
com 5 mL das solugdes aquosas acima descritas por 24 h a 37°C. Apds este periodo 0s
corpos de prova foram novamente pesados para a determinacdo da massa final. A
capacidade de absorcdo de agua neste periodo, Cwmax, fOi determinada também pela
Equacéo 2.
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Tabela 3.1: Composicao do fluido corpéreo simulado (FCS) em solucao tampéao TRIS-
HCI. O pH da solucéo final foi ajustado para 7,4 (Kokubo et al., 1990).

fons Concentracao (mM)
Na* 142,0
K* 5,0
ca* 2,5
Mg?* 1,5
Cr 148,8
HCO3 4,2
HPO,* 1,0
SO, 0,5

3.2.3.7. Perda de massa durante exposicdo a solucbes aquosas

As membranas foram cortadas em corpos de prova retangulares de 6 x 1 cm?,
em triplicata, pesadas e posteriormente expostas a 10 mL de agua deionizada, FCS, SFB,
PBS e SS, por 7 dias a 37°C. Apos o periodo de exposi¢cdo, cada amostra foi imersa em
20 mL de agua deionizada por 5 min por cinco vezes para remover compostos fracamente
ligados como sais, proteinas e polissacarideos, dependendo da solugdo usada.
Posteriormente os corpos de prova foram secos por 24 h, a 37°C, mantidos em
dessecador com silica gel por 24 h e novamente pesados para a determinagdo da massa
final. A perda de massa em agua, Mg, foi determinada através da Equacgao 3:

I\/Iinicial — Mfinal)

M, = ( M x100% (Equacéo 3)

inicial

onde M. refere-se a massa inicial e Mg,y refere-se a massa final apdés o periodo de
incubagéo nas diferentes solugdes.
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3.2.3.8. Capacidade de absorcdo de vapor de agua

Para a avaliagdo de capacidade de absor¢do de vapor d’agua foram cortadas
amostras de 1 cm? as quais foram secas a 37°C. As amostras foram expostas a
atmosfera com umidade relativa de 99% utilizando solugdo saturada de sulfato de
potassio em dessecador a 32°C. A pesagem das amostras foi realizada periodicamente
até 8h de contato e a capacidade de absorcdo de vapor (C) foi calculada através da

Equagéo 2.
3.2.3.9. Permeabilidade ao vapor de agua

A capacidade de permeacao de vapor d’agua foi determinada de acordo com a
norma ASTM E96-90D (2010). Nesta anadlise foram utilizadas células de permeabilidade
de 50 mL de capacidade e com area de contato do filme a ser analisado de 7,07 cm®. As
células foram mantidas em dessecador com silica gel (para manter o ambiente com baixa
umidade) a 32 °C. Para o teste foram utilizadas amostras de 3,0 cm de didmetro no topo
de frascos contendo 15 mL de agua deionizada. Os frascos foram pesados a cada hora
até completar 8 h de ensaio e depois novamente em 24 h. A transmissao de vapor d’agua
e a permeagao ao vapor d’agua das membranas foi determinada através das Equacoes 4
eb5:

TVA = ATm (Equacao 4)

TVA-e
Ap

PVA = (Equacao 5)

onde TVA é a transmissao de vapor d’agua, PVA a permeagéo ao vapor d’agua, Am a
diferenca entre a massa inicia e final das células, A a area em contato com a membrana,
e a espessura média da membrana e Ap a a diferenga de pressao parcial do vapor d’agua

através da membrana.
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3.2.3.10. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

As analises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
foram realizadas com o intuito de verificar possiveis interacoes entre os polimeros apds o
preparo das membranas, bom como modificacdes nas estruturas dos mesmos. Estas
andlises ocorreram nos biopolimeros isolados, membranas e farmacos. Os espectros
foram obtidos em um espectrofotdmetro JASCO 4200 FTIR operando no modo ATR (MKII
GoldenGate™ Single Reflexion ATR System) no intervalo de 500 a 4000 cm™, com

resolugdo de 4cm™', com 128 varreduras acumuladas.

3.2.3.11. Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica foi analisada através das medidas de perda de massa
utiizando um analisador termogravimétrico (TA Instruments, Q500, USA). Os
experimentos foram conduzidos a partir da temperatura ambiente até 600 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min e atmosfera de nitrogénio (vazdo de 40 mL/min). As amostras

tinham massa em torno de 6 mg e todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3.2.3.12. Propriedades antimicrobianas

As propriedades antimicrobianas foram avaliadas pela formacado de halo de
inibicdo e pela capacidade das membranas de prevenir a permeagao de bactérias. Os
ensaios aqui descritos foram realizados na Itibanyl Produtos Especiais Ltda (Jarinu, SP).

A avaliacdo de formacéao de zonas de inibicdo do crescimento de microrganismos
foi realizada em amostras de 1,5 cm x 1,5 cm. No interior de uma camera de fluxo laminar
(VLFS 12, Veco, Brasil), as amostras foram hidratadas por 1 min em agua esterilizada e
posicionadas na superficie de placas de Petri (9 cm de diametro) contendo 20 a 25 mL de
meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA) da Oxoid 40 g/l em &gua previamente
inoculado com 0,1% (v/v) de suspensao de Staphylococcus aureus (na concentragao de
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4,3x10®° UFC/mL) ou Pseudomonas aeruginosa (5,0x102 UFC/mL). As placas foram
incubadas a 35 £ 2°C por 48h. Apds este periodo, a formacdo de uma zona sem
crescimento de células ao redor das membranas, chamada de halo de inibigdo, foi
avaliada.

Para a avaliacdo da permeacado de bactérias através das membranas foram
utilizadas amostras esterilizadas de 2,5 cm x 2,5 cm. Primeiramente, em camera de fluxo
laminar, as amostras foram hidratadas em agua estéril por 30 s e posicionadas no centro
de placas de Petri contendo 20 a 25 mL de meio de cultura TSA. Em seguida, 100 pL de
uma suspensdo aquosa de Staphylococcus aureus (4,3x10® UFC/mL) ou Pseudomonas
aeruginosa (5,0x10® UFC/mL) foram adicionados na superficie da membrana e as placas
foram incubadas a 35 + 2 °C por 48 h. O meio ao redor da membrana, a face da amostra
em contato com a atmosfera e a face da membrana em contato com o meio de cultura
foram avaliados de acordo com o crescimento bacteriano. Para tal, placas contendo meio
de cultura foram estriadas com o swab das superficies das amostras e ao redor delas.

3.2.3.13. Analise quantitativa do grau de citotoxicidade indireta

Para este teste utilizou-se a linhagem fibroblastoide L929, recomendada para
estudos de citotoxicidade e de interacdes entre biomateriais e células. Utilizou-se meio de
cultura RPMI suplementado com L-glutamina (0,3g/L), D-glicose(2,0g/L), NaHCO;
(2,0g/L), penicilina (10.000 UI/L), estreptomicina (0,05g/L), Hepes (5,958¢g/L) e soro fetal
bovino (SFB) 10%), todos obtidos da Nutricell. A técnica empregada neste ensaio utiliza o
reagente MTT (3-(4,5-dimeteiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo), que é clivado
somente por células metabolicamente ativas, formando o precipitado azul denominado

formazan, detectavel espectrofotometricamente.

Inicialmente, extratos das membranas foram obtidos apdés a manutencdo das
mesmas em meio de cultura RPMI suplementado durante 48 horas em estufa (Tecnal TE-
399) a 37° C a 5% de CO.. A concentragdo recomendada pela ISO 10993-5E (1992) é de
0,2 g de material seco por mililitro de meio de cultivo, no entanto, devido ao material
utilizado no presente trabalho apresentar alta absor¢cdo de meio de cultura, foi utilizadas

uma concentragcao quatro vezes menor do que a recomendada, ou seja, 0,05g de material
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seco por mililitro de meio. Foram utilizados como controles negativo e positivo o extrato de
fragmentos da propria placa de cultura de células e de latex (na forma de torniquetes
utilizados para coleta de sangue), respectivamente. O branco foi definido apenas como o

meio de cultura, sem células.

Aliquotas de 100 uL de uma suspensdo contendo 1x10° células/mL de meio
RPMI suplementado foram transferidas para cada pogco de uma placa de 96 pocos (TPP)
e esta foi mantida por 24 horas em estufa a 37° C a 5% de CO,. Apés este periodo, 0s
sobrenadantes foram retirados e 100 pL dos extratos das membranas foram adicionados
em cada pocgo, colocando-se novamente a placa em estufa por 24 h. Os extratos foram
entdo removidos e cada poco lavado duas vezes com 100 yL de tampéo PBS/EDTA.
Apés estas lavagens, foram adicionados, em cada pogo, 100 yL de RPMI suplementado,
etapa esta seguida da adicdo de 10 pL de uma solugcdo de MTT a 5 mg/mL de tampao
PBS/EDTA. A placa foi mantida em estufa 37° C a 5% de CO; por quatro horas e apds
este periodo, foram adicionados 100 pL de isopropanol acido (30 pL de HCl em 10 mL de
isopropanol) em cada poco. Apds incubagao por uma hora, a leitura das absorbancias foi
feita em espectrofotbmetro de placas ELISA (Thermo Scientific Multiskan FC) a 620 nm.
Para a determinacao da citotoxicidade utilizou-se a equacgao 6.

. .. DO -DO
Citotocixidade = ( mostra ~ hranco ) x 100
DOcontrole negativo =DOpranco

(Equacao 6)

onde DO ¢é o valor de densidade ética a 620 nm para a amostra, o branco e o controle

negativo.
3.2.3.14. Potencial hemolitico

A avaliacao da capacidade hemolitica foi realizada de acordo com a norma
ASTM F 756-00 (2000). Amostras de 21 cm? (cortadas em fragmentos de 1cm x 1 cm
para aumentar a area de contato) foram colocadas em contato com 7 mL de solucéo

sanguinea (sangue proveniente de coelho diluido em tampéao fosfato salino, com
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concentracao de 10 mg/mL de hemoglobina) em tubos falcon de 15 mL por 3 h a 37 °C.
Apo6s o periodo de incubacao, os tubos foram centrifugados a 2200 rpm por 20 mine 1 mL
do sobrenadante foi retirado para a quantificagdo de hemoglobina presente através da
medida da densidade o6tica a 540 nm (curva de calibracao apresentada no Anexo 1). Os
controles positivos e negativos foram o sangue em agua e em tampao fosfato salino,
respectivamente. O indice hemolitico foi determinado através da Equacao 7 e os materiais

foram classificados de acordo com a Tabela 3.2.

Do -DO ; Equacéao 7
amostra controle negatwo ) X 100 ( q g )

DOcontrole positivo =DOcontrole negativo

Indice hemolitico = (

onde DO ¢é o valor de densidade 6tica a 540 nm para a amostra, o controle negativo e o

controle positivo.

Tabela 3.2: Classificagdo dos materiais confome o indice hemolitico.

indice hemolitico (%) Classificacéo
0-2 Nao hemolitico
2-5 Levemente hemolitico
>5 Hemolitico

3.2.3.15. Trombogenicidade

A capacidade trombogénica das membranas poliméricas foi avaliada segundo o
método gravimétrico de formacao de trombos (Imai e Nose, 1972). Amostras de 3 cm x 3
cm de cada membrana foram dispostas em placas de Petri de vidro e 250 pL de sangue
de coelho fresco com anticoagulante ACD (citrato acido dextrose; Probiol6gica, Portugal)
foi adicionado sobre estas. O processo de coagulacao foi iniciado pela adicao de 25 uL de
0,1M CaCl, sobre o sangue e as placas foram incubadas a 37 °C por 30 e 60 min. A
reacao foi interrompida pela adicdo de 5 mL de agua, fixando-se os coagulos com 1 mL
de formaldeido a 37 %. Os coagulos foram transferidos para papel filtro e secos a 37 °C
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até peso constante. Para o controle positivo foram utilizadas as préprias placas de Petri e
0 para o controle negativo nao foi adicionado sangue na placa. Para a determinacédo da

trombogenicidade foi utilizada a Equacao 8:

Trombogenicidade — ( Mamostra—Mcontrole negativo ) % 100 (Equagéo 8)

Mcontrole positivo~Mcontrole negativo

onde m é a massa dos coagulos da amostra, controle negativo e controle positivo.

Apoés a incorporagao, as membranas contendo os farmacos foram caracterizadas

quanto a eficiéncia de incorporagao e ao perfil de liberagao do farmaco.
3.2.3.16. Eficiéncia de incorporacao dos farmacos

Para mensurar a eficiéncia de incorporagao (g), fez-se a analise de extratos das
amostras obtidos em PBS apés 24 h por espectrofotometria (diclofenaco de sédio a 275
nm, piroxicam a 354 nm e cetoprofeno a 260 nm). A eficiéncia de incorporagcao foi
calculada utilizando-se a Equacao 9.

__ (massa final de firmaco/massa de membrana)

X 100% (Equacao 9)

(massa inicial de farmaco/massa de membrana)

3.2.3.17. Analise da cinética de liberacao do farmaco

Para avaliar a cinética de liberacdo do farmaco foram utilizadas amostras de
membranas de 1 cm x 1 cm. Os corpos de prova foram pesados e posicionados em
suportes (feitos a partir de telas de nylon) na parte superior de cubetas de quartzo
contendo 3,5 mL de tampdo PBS sob agitagdo de 100 rpm e temperatura de 37°C.
Periodicamente, as cubetas foram analisadas quanto a concentracdo de farmaco por

espectrofotometria.
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3.2.3.18. Anélise estatistica

Os resultados quantitativos obtidos foram analisados através da abordagem de
diferencas significativas entre médias de cada amostra (teste de Tukey) através do
programa computacional Statistica 7.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais
obtidos neste trabalho, enfocando a preparacao e selecdo de membranas de quitosana-
polimero (xantana, pectina ou guar), sua caracterizagéao, a incorporagao dos farmacos por

diferentes metodologias e sua comparagao.

4.1. Obtencao das membranas

Embora na literatura consultada a metodologia de preparacdo de complexos
quitosana-polimero seja descrita para varios dos biopolimeros aqui enfocados, tal
descricao ndo é bem detalhada. Em vista disto, algumas condigbes experimentais foram
testadas com o intuito de estabelecer protocolos experimentais especificos para a
obtencado de cada um dos tipos de membranas propostas.

4.1.1.Membranas de quitosana e xantana

As membranas de quitosana e xantana (QX) foram produzidas com base no
procedimento proposto no trabalho de Veiga e Moraes (2012), mas com algumas
modificagbes nos equipamentos utilizados (reator de ago carbono substituindo o de vidro
e bomba peristaltica substituindo a de injecdo por seringa) e na procedéncia dos
reagentes (xantana da Sigma Aldrich substituindo a da CPKelco e quitosana de carapaca
de camardo substituindo a de caranguejo). Aparentemente as membranas formadas
(Figura 4.1a) mostraram-se muito semelhantes as membranas anteriormente preparadas,

prosseguindo-se, entdo, para a etapa de caracterizagao.
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4.1.2. Membranas de quitosana e pectina

As membranas contendo quitosana e pectina (QP) foram preparadas com base
no procedimento proposto por Bernabé et al. (2005), como ja& mencionado anteriormente.
Em vista do pouco detalhamento do procedimento fornecido pelos autores, tais como
volume das solugdes poliméricas, nivel de agitacdo durante a mistura das solucoes e falta
de uma secagem com temperatura controlada, uma metodologia alternativa foi necessaria

para a preparagdo destas membranas.

Inicialmente foram testadas as mesmas concentragbes poliméricas das solugdes
usadas na preparagao das membranas de quitosana e xantana (0,5% m/v cada), mas as
membranas formadas eram muito frageis e romperam-se durante as lavagens com agua.
Frente a isso, testou-se a reticulagdo com cloreto de célcio, adicionando-o durante a
preparacao e realizando uma imersdo em solugdo aquosa 2% de CaCl, por 1 h apés a
secagem. A presenca de Ca*® pode ocasionar a formacdo de pontes entre 0s grupos
carboxilicos da pectina, reticulando suas cadeias. Aparentemente as membranas néo
apresentaram melhora na estrutura, rompendo-se novamente durante as lavagens em
agua. Outra alternativa testada foi a correcao do pH durante a preparacdo da mistura
polimérica para 5,5, conforme proposto por Bernabé et al. (2005). Neste pH as cadeias de
pectina apresentam os grupos carboxilicos desprotonados enquanto que 0s grupos amino
da quitosana estao protonados, favorecendo a complexacao. O pH foi elevado utilizando-
se solugéo de hidroxido de sodio 1M adicionada lentamente e sob agitacdo de 1000 rpm.
A mistura ficou sob agitacdo por 10 min e seguiram-se as etapas subsequentes. As
membranas formadas a pH 5,5 aderiram as placas de poliestireno e ficaram quebradicas.
Durante as lavagens, novamente houve rompimento e perda de material. O mesmo

ocorreu para membranas reticuladas com cloreto de célcio apos ajuste do pH.

Optou-se, entdo, pelo aumento da concentragdo de ambas as solucoes
poliméricas para 1% (m/v), testando-se todas as condi¢cdes operacionais anteriores. Neste
caso, somente a mistura polimérica sem ajuste de pH e sem adi¢cao de CaCl, formou uma
membrana homogénea e capaz de passar por todas as etapas propostas no processo,
sem alteragbes visiveis na estrutura, conforme mostrado na Figura 4.1b. Com a

membrana descrita, prosseguiu-se para a etapa de caracterizagao.
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Figura 4.1: Aspectos tipicos das membranas de (a) quitosana e xantana, (b) quitosana e

pectina e (c) quitosana e guar apos as lavagens.
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4.1.3.Membranas de quitosana e goma guar

As membranas compostas de quitosana e goma guar (QG) foram preparadas
baseando-se no procedimento proposto por Haupt et al. (2006). Para o preparo das
membranas foram utilizadas solugdes poliméricas de concentracao 0,5% (m/v) cada.
Apo6s a mistura dos polimeros, ndo houve retencao de bolhas de ar, ndo necessitando a
etapa de desaeragdo. As membranas formadas mostraram-se homogéneas, porém,
durante a lavagem, a membrana se solubilizou completamente. Frente a isto, fez a
imersao prévia em solugéo alcodlica basica indicada por Haupt et al. (2006) que neutraliza
a membrana e previne a solubilizacdo da quitosana. Apds esta etapa foi possivel obter
membranas adequadas para o proposito deste trabalho (Figura 4.1c).

4.1.4.Membranas de quitosana e goma arabica

Com base no procedimento proposto por Espinosa-Andrews et al. (2007), foram
preparadas membranas contendo quitosana e goma arabica. Neste procedimento os
autores utilizam uma propor¢gdo maior de goma arabica em relagdo a de quitosana. Com
isso, propds-se o preparo das membranas com solugcao de quitosana a 0,5% (m/v) e de
goma guar de 0,5 até 2% (m/v). Nenhuma das membranas formadas se mostrou aceitavel
para o fim proposto. Na Figura 4.2 sdo mostrados os aspectos das membranas durante as
lavagens. Observa-se que as membranas tiveram aumento de tamanho e rompimento da
estrutura durante as lavagens, mas, aparentemente, ndo houve solubilizacdo dos

polimeros. N&o foi possivel a caracterizacdo das membranas devido a estes resultados.

Figura 4.2: Membranas de quitosana e goma arabica durante a lavagem preparadas a
partir de solugdes: (a) 0,5% Q: 0,5% GA; (b) 0,5% Q: 1,0% GA e (c) 0,5% Q: 2,0% GA.
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Destaca-se, entretanto, que a presenca de cadeias polipeptidicas na composicao
da goma arabica pode ser problematica para uso em curativos, pois ja foram registrados
casos de reacOes alérgicas ocupacionais (Sander et al., 2006). Nao foram localizadas na
literatura consultada referéncias ao uso de goma ardbica na composicao de curativos

disponiveis comercialmente.

4.1.5.Caracterizacdo das membranas obtidas

As membranas consideradas mais promissoras para o objetivo deste trabalho
foram caracterizadas de acordo com os métodos a seguir. Os dados de constituicdo
polimérica das membranas, assim como as perdas ocorridas durante o processo estao

apresentados no Anexo 1.

4.1.5.1. Morfologia da superficie das membranas

A andlise por MEV da morfologia da superficie e da secgédo transversal das
membranas foi avaliada visando auxiliar na compreensao das possiveis razées para o seu
comportamento. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 4.3 a 4.5. Através das
micrografias observou-se que as membranas com guar apresentaram superficies mais
lisas, as contendo pectina apresentaram rugosidade intermediaria e as membranas com
xantana, superficies onduladas. Nao foi observada a presenca de poros perpendiculares

as amostras.

As seccdes transversais apresentam diferencas na coacervacao dos polimeros
ao longo da espessura das membranas, sendo que a amostra de quitosana e pectina
parece um pouco menos lamelar que a amostra de quitosana e xantana, que apresenta
multiplas lamelas. A membrana quitosana-guar apresenta uma estrutura densa, sem
formacdo de lamelas, diferenciando-se das demais amostras. Os resultados obtidos na
analise de espessura destas membranas estdo em concordancia com os observados nas
microscopias, nos quais se verifica que a membrana de pectina € mais espessa que a de

xantana, como discutido mais a frente.
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Figura 4.3: Morfologia de superficie e secgao transversal das membranas de quitosana e

xantana.

Figura 4.4: Morfologia de superficie e secg¢éo transversal das membranas de quitosana e
pectina.

Figura 4.5: Morfologia de superficie e secgao transversal das membranas de quitosana e

guar.
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4.1.5.2. Espessura e propriedades mecéanicas

Uma das desvantagens do uso de polimeros naturais € a menor resisténcia
mecanica quando comparados a polimeros sintéticos. Por esse motivo as propriedades
fisicas e mecénicas sao importantes requisitos para o desenvolvimento de materiais
projetados para uso como curativos. Os valores encontrados para a espessura,
resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura e médulo de Young das membranas

encontram-se listados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Espessura e propriedades mecénicas médias das membranas

Espessura Resisténciaa  Alongamento na Modulo de Young
Membrana
(um) tracao (MPa) ruptura (%) (MPa)
QX 135,00 + 16,43? 5,99 + 1,10? 2,61 +0,212 226,92 + 43,52°
QP 205,00 * 23,45° 10,00 + 3,69° 3,00 + 0,682 343,99 + 31,52°
QG 108,10 £ 15,01 23,84 +2,75° 3,33 £ 0,94° 1231,64 + 48,30°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (teste de Tukey a 95% de

confianca).

A média das espessuras dos filmes secos variou de 108 a 205 pm,
correspondendo principalmente as diferentes massas de polimeros contidas em cada
membrana (maiores no caso de membrana QP). Observou-se que os valores obtidos para
o alongamento na ruptura ndo diferiram significativamente entre as membranas com
diferentes polimeros e foi similar ao encontrado por Salgado et al. (2012) para filmes de
quitosana isolada, sugerindo que o comportamento deste polimero se sobressai ao dos
demais polimeros. A resisténcia a tracdo das membranas contendo xantana foi similar a
encontrada por Veiga e Moraes (2012), de 6 MPa, mostrando que mesmo com as
mudangas ocorridas no processo € nas propriedades anteriores, a resisténcia mecanica
nao foi alterada. A membrana de pectina apresentou uma resisténcia mecanica maior que

a de xantana, fato que pode ser atribuido ao aumento da concentragdo dos polimeros na
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membrana. A maior resisténcia mecanica encontrada foi da membrana QG,
possivelmente pela estrutura densa, sem formacéao de lamelas. O mesmo comportamento
€ observado para o médulo de Young, que representa o grau de rigidez dos materiais.
Rodrigues (2008) comparou as propriedades mecanicas de membranas de quitosana e
alginato secas e hidratadas em agua por 1 min e encontrou apreciavel diminuicao nos
valores encontrados para a resisténcia a tracdo (de 28 para 3 MPa), porém observou
aumento no alongamento na ruptura (de 8 para 46%). O mesmo comportamento é

esperado das membranas obtidas neste trabalho.

4.1.5.3. Perfil de hidratagdo das membranas

A hidratagdo das membranas ao longo de 24 h a 37 °C foi monitorada em
diferentes periodos, e os valores de absor¢cao de agua obtidos sdo apresentados na
Figura 4.6.

Pode-se observar na Figura 4.6 que as membranas QX e QP absorveram
guantidades crescentes de agua durante boa parte do ensaio, sendo as taxas de
absorcdo mais significativas nas primeiras horas de contato. Este comportamento esta
associado a presenca de cargas no interior da matriz polimérica, que favorece o
deslocamento da agua para seu interior a fim de atingir o equilibrio osmético. Por esse
motivo, a absorcdo da membrana QG é menor, pois este tipo de matriz sofre
neutralizacdo durante sua preparacao. A absorcado tende a estabilizar, no caso da
formulacdo quitosana-guar, apds a primeira hora, e da quitosana-xantana, apos 6h de
contato, porém nao foi observada a estabilizacdo na formulagdo quitosana-pectina
durante as 24h. Observou-se também que apds 24 horas as membranas que contém
pectina absorveram duas vezes mais agua que as membranas contendo xantana. Este
fato esté relacionado com a maior quantidade de polimero que esta formulagao contém e
ao consequente aumento no numero de cargas internas da matriz. Bernabé et al. (2005)
observaram uma absorcdo de agua de 3,84 g agua/g membrana apo6s 12 h de contato,
resultado muito inferior ao encontrado neste trabalho, provavelmente pelo uso de Ca*
para reticular as cadeias de pectina, dificultando a entrada de agua na matriz. Observa-se

também que a curva de hidratacdo destas membranas continua crescente e indica
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possivel solubilizacdo das cadeias poliméricas internas da membrana, possibilitando uma

maior entrada de agua na estrutura.
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Figura 4.6: Comportamento observado para o perfil de hidratagcdo das membranas de (a)
quitosana-xantana, quitosana-pectina e (b) quitosana-guar durante 24 h de hidratacdo em

agua a 37 °C (amostras de 2 x 1 cm?).
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4.1.5.4. Capacidade de absorcdo e perda de massa

A capacidade de absorcdo e a perda de massa das membranas foram
mensuradas para predizer seus comportamentos quando em contato com lesdes,
avaliando-se respectivamente a eficiéncia de remocado de liquidos eventualmente
liberados pelas feridas e a estabilidade dos complexos formados. Foram utilizados como
meios simulando fluidos fisiolégicos agua deionizada, trés solugcbes isotOnicas
comparaveis a fluidos corporais, sendo elas solugao salina a 0,9%, tampao fosfato salino
e fluido corpéreo simulado (com forgas ibnicas respectivamente iguais a 0,154, 0,166 e
0,161 mol/L e osmolalidades iguais a 0,308, 0,315 e 0,311 mOsm/Kg, respectivamente) e
soro fetal bovino (com caracteristicas similares as solugbes isoténicas, mas contendo
adicionalmente proteinas, fatores de crescimento, lipidios e agucares, dentre outros
compostos). Os resultados obtidos estéo listados na Tabela 4.2.

Nas analises de capacidade maxima de absor¢do observou-se que as
membranas de quitosana-xantana apresentaram alta absor¢ao de agua, em torno de 65 g
de agua/g membrana, superior a descrita por Veiga e Moraes (2012) de 39 g H.O/g
membrana e por Argin-Soysal et al. (2009) de 12 g H,O/g de capsula, mas menos que a
descrita por Bellini et al. (2012), de 86 g H.O/g de membrana. Esta variagcdo é devida,
principalmente, ao tipo dos polimeros utilizados, uma vez que a xantana usada neste
processo € de grau analitico em comparacdao com a xantana de grau alimenticio utilizada
por Veiga e Moraes (2012), que pode conter dispersantes e outros compostos. Nas
demais solucdes, a capacidade de absorcdo diminui conforme a complexidade do meio
utilizado. Este resultado era esperado, uma vez que os ions presentes nessas solucdes
diminuem o gradiente osmético entre o interior da matriz e o meio, diminuindo assim a
entrada de agua na estrutura polimérica para atingir o equilibrio. As membranas de
quitosana pectina absorveram em média 125 g H.O/g apds 24 h de contato, quantidade
muito superior a encontrada por Macleod et al. (1999) e Bernabé et al. (2005), em torno
de 4 g H,O/g de membrana. Ambos os autores utilizaram Ca*® nas membranas, o0 que
pode reduzir a absorcdo de agua por reticular as cadeias de pectina e diminuir a
quantidade de cargas internas na matriz, diminuindo a entrada de agua na estrutura. Nas
outras solugbes, a capacidade de absorcdo foi mantida em aproximadamente 4 g/g
independente da complexidade do meio. Nas condi¢des testadas, as membranas de
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quitosana e goma guar apresentaram baixa capacidade de absorcdo em todas as
solugdes, ndo alcangcando 2 g/g de amostra, resultado este associado a neutralizagao

desta membrana, como ja discutido anteriormente.

Tabela 4.2: Valores obtidos para a capacidade de absorcao de solugdes aquosas por 24 h
a 37°C e perda de massa das membranas por 7 dias a 37°C (amostras de 6 x 1 cm?).

Propriedade Solugao QX QP QG

Agua 64,91 +1,42** 125,09 +7,54°* 1,59 + 0,03
Capacidade de

) SS 5,60 +0,86*  3,75+0,02°® 1,68+0,15%
absorcao

FCS 4,74 +0,29%¢  313+0,10°® 1,76 +0,07*

(24 h)
(wa) PBS 3,78 +0,40°° 4,21 +0,39°° 1,90 + 0,26

9/9

SFB 3,79+0,11%°° 375+0,32*%® 1,59+0,26* "
Agua 22,25+ 1,92** 3437+1,01" 3,25+0,36%"
Perda de massa SS 1,06 +0,06%® 7,81 +0,70°® 7,54 + 0,45
(7 dias) FCS 8,59 +1,51%  791+129® 832 +0,54%
(%) PBS 9,85+ 1,15 28,04 +4,72°* 1,17 +0,15%®

SFB 24.44 + 2 613 100** P 100** *E

* Amostras na forma de gel viscoso ao final do ensaio; ** Completa desintegracédo; SS — solugao
salina 0,9%; FCS - fluido corpéreo simulado; PBS — tampéao fosfato salino; SFB — soro fetal bovino
Letras mindsculas na mesma linha ou letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as médias a 95% de confianga (teste de Tukey).

A perda de massa nas membranas de quitosana e xantana foi maior em agua e
SFB. Possivelmente, no primeiro caso, este fato é devido ao aumento da habilidade de
penetragdo da agua na matriz, facilitando a transferéncia de massa e assim a dissolugao
das cadeias livres na membrana. No caso do SFB (pH 7,6), a perda de massa é atribuida
a interacdo de ions e proteinas. Aparentemente a estrutura da matriz € mantida por
interacdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas (em relacao aos
grupos -CH) (Rinaudo, 2008). Quando a forga ibnica do meio € elevada, estas interagbes
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enfraquecem. No meio contendo proteinas (SFB), estas interacdes podem ser rompidas e
causar a dissolugcdo da membrana, fato ocorrido nas membranas QP e QG. Em FCS e
PBS (pH 7,4) a perda foi em torno de 10%, enquanto em presenca de SS, meio
levemente acido (pH 5,5), a perda foi de 1%. Este diferenca pode ser atribuida aos grupos
amina da quitosana (pKa 6,3), que se encontram nao ionizados em pH em torno de 7,
reduzindo a solubilidade deste polissacarideo e diminuindo a interacao eletrostatica com a

xantana, ocasionando sua solubilizac¢ao.

As amostras que contém quitosana e pectina apresentaram, em geral, maior
perda de massa em comparagao as amostras de quitosana e xantana. Em presenca de
agua e PBS, as amostras perderam seu formato inicial (6x1 cm?), e apresentaram um
aspecto de hidrogel, sugerindo que os polimeros ndo formaram um complexo estavel nas
condigdes da andlise. Este resultado esta em concordancia com a hipétese de que as
membranas estdo se solubilizando ao longo do tempo, como observado na curva
crescente de perfil de hidratagdo. Coimbra et al. (2011) relataram a perda de massa em
torno de 12 % nas mesmas condi¢des (PBS a 37° por 7 dias) para suportes de quitosana
e pectina, menor do que o encontrado para as membranas deste trabalho, provavelmente
devido ao método de secagem do suporte, liofilizagcdo. Mesmo o fluido corp6reo simulado
apresentando a mesma forca iénica que o PBS, a perda de massa foi menor neste meio,
possivelmente como resultado da presenca de Ca*? e Mg*?, cations capazes de reticular
as cadeias de pectina. Em SFB, as membranas QP e QG apresentaram completa
dissolucéo, indicando que os diferentes componentes deste meio sdo capazes de romper

as interacdes entre as cadeias poliméricas, desestruturando a matriz.

As membranas QG apresentaram menor perda de massa que as demais
amostras, possivelmente pela menor capacidade de absorcdo desses fluidos, resultado
da baixa presenca de grupamentos ionizados no interior da estrutura polimérica. Frente a
estes resultados, € possivel obter membranas com diferentes comportamentos de
intumescimento, o que é interessante do ponto de vista de aplicacdo em diferentes tipos

de leséo.
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4.1.5.5. Avaliacdo da capacidade de sor¢cao de vapor de agua

Na Figura 4.7 estdo apresentados os resultados obtidos para a capacidade de
sor¢do de vapor de agua das membranas. A membrana de quitosana-pectina absorveu
maior quantidade de vapor que as demais membranas. Sabe-se que a sor¢cado de vapor
esta associada ao volume livre no interior da matriz e a sua porosidade. Este
comportamento era esperado, uma vez que esta membrana apresenta provavelmente
maior volume livre que as demais ja que possui uma maior quantidade de polimero e
consequentemente, uma maior espessura. Nao foram observadas diferencas apreciaveis
na taxa de absorgao para as demais membranas, no entanto os elevados desvios padrao
(barras de erro na Figura 4.7) sugerem a utilizacdo de amostras de maiores dimensdes
para uma melhor definicdo do comportamento destes filmes em presenca de vapor de

agua.
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Figura 4.7: Sorcao de vapor nas membranas QX (¢), QP (m) e QG (A).
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4.1.5.6. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeacao de vapor de agua através de materiais poliméricos ocorre em duas
etapas principais: absorcdo e difusdo. Primeiramente o vapor é incorporado nas
estruturas poliméricas, condensa e posteriormente ocorre o processo de difusdo através
das demais moléculas. Por esta razdo a permeabilidade em relagcdo ao tempo nao é linear
nos periodos iniciais para a maioria dos hidrogéis e apdés um periodo entre 2 a 3 h, o

comportamento tende a ser linear (Dias et al., 2011)
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Figura 4.8: Permeabilidade ao vapor d’agua para as membranas QX (¢), QP (m) e QG
(A).

Os resultados encontrados para a permeabilidade (Figura 4.8) sdo coerentes
com a absorgao de vapor (Figura 4.9); as amostras que apresentaram as maiores taxas
de permeabilidade também foram as que absorveram maior quantidade de vapor. A
sorcdo de agua por biopolimeros frequentemente resulta em modificagbes
conformacionais, uma vez que as moléculas de agua agem como um agente plastificante
na estrutura da membrana. Consequentemente, a matriz tende a apresentar uma

estrutura menos densa e com cadeias mais flexiveis, aumentando, assim, a permeacao
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da agua (Rao et al. 2010). As taxas de transmissao de vapor de agua diaria das amostras
foram de 1217, 1461 e 1727 g-m?dia' para as membranas QG, QX e QP,
respectivamente. Porém, para uma melhor comparacdo entre os materiais, € indicado
utilizar a permeacao, que considera a espessura de cada membrana. Neste caso os
valores encontrados ao final de 24h foram 39,2, 41,5 e 52,5 g-mm-m2.dia”’-kPa para as
membranas QP, QX e QG, respectivamente. Nota-se que tais dados estdo em
concordancia com a espessura das amostras: quanto mais espesso o material, menor a
permeagao, sugerindo ser este o fator de maior significancia nesta propriedade. Rao et
al. (2010) reportaram taxas de permeacao de vapor de 4000 g.m®.dia™' para membranas
QG, porém utilizaram temperatura de 37°C enquanto este trabalho utilizou 32° C
conforme recomendagédo da norma ASTM E96-90D. De acordo com Lamke et al. (1977) a
pele saudavel evapora até 240 g-m?.dia™, porém a pele lesada perde uma quantidade
maior de liquido, principalmente devido ao exudato liberado pelas lesbdes. Para
queimaduras de 1°, 2° e 3° grau, a perda de agua é de até 278, 4274 e 3436 g-m?-dia™’,
respectivamente. Nos dois Ultimos casos a permeabilidade seria insuficiente, porém,
quando em contato com a lesdo, as membranas de QX e QP provavelmente absorveriam
o exudato também, causando um intumescimento das cadeias poliméricas e facilitando a
evaporacdo. J& a membrana QG seria mais bem empregada em lesdes com pouca
liberacdo de exudato, como as queimaduras de primeiro grau ou mesmo em estagios

mais avangados da cicatrizagdo da lesao.

4.1.5.7. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Estdo apresentados nas Figuras 4.9 a 4.11, os espectros obtidos para os
polimeros isolados, as misturas fisicas e as membranas. As analises foram realizadas a

fim de avaliar possiveis interagcdes entre os polimeros apds a formagdo das membranas.

Nas Figuras 4.9 a 4.11 é possivel observar regides de absorcao tipicas dos
polissacarideos, como bandas em torno de 1000 cm™ (C-O e C-C), a banda alargada
entre 3700 e 3000 cm™ correspondente a vibragdo axial O-H (VOH) e a banda situada
entre 3000 e 2800 cm™ relativa as vibracdes axiais C-H (bCH). A quitosana apresenta

bandas caracteristicas em 1649 e 1579 cm™ relativas & ligacdo (C=0) dos grupos amida
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ainda acetilados e N-H, dos grupos amina, respectivamente (Pawlak e Mucha, 2003).
Estas bandas estdo em destaque no espectro referente a quitosana e estao relacionadas
ao grau de desacetilagcdo. O espectro da xantana apresenta picos em 1603 e 1723 cm™
relativo aos grupos carboxilicos ionizados (v C=00") e de éster insaturado, tipico dos
grupos acetato e piruvato (Popa et al, 2010; Shalviri et al., 2010). Ao se observar o
espectro da membrana de quitosana-xantana, nota-se que os picos referentes aos grupos
NH5" da quitosana e COO da xantana nao sao nitidos, havendo sobreposicdo destes e a
reducao da intensidade, sugerindo interacao iénica entre as cadeias. Popa et al. (2010)
também observaram estas modificagcbes em hidrogéis de quitosana e xantana e
descrevem que todos os picos referentes a ligagdes C-O de grupos carboxilicos entraram
em colapso depois da complexacdo para formar uma Unica banda em 1663 cm™. O

mesmo nao foi observado na mistura fisica.
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Figura 4.9: Espectro FTIR-ATR da membrana quitosana-xantana e seus respectivos

biopolimeros.
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Na Figura 4.10 o espectro da pectina apresenta picos em 1609 cm™ (grupos
carbonila do fon carboxilato) e 1730 cm™ (v C=0 dos grupos metil éster e da carboxila
nao dissociada), enquanto que na membrana de quitosana-pectina este Ultimo pico esta
menos intenso, sugerindo interacdo com a quitosana (Coimbra et al, 2011). Com a
sobreposicao dos picos de 1609 cm™ da pectina com o de 1579 cm™ da quitosana (N-Hy),

nao é possivel afirmar que houve reducao ou aumento de ambos.

A goma guar apresenta um pico a 1643 cm™ tipico dos grupos hidroxila e outras
trés bandas descritas como vibragdes axiais das ligacdes C-O(H) (Wang e Wang, 2009).
Na mistura fisica dos polimeros, observa-se uma sobreposicdo da banda dos grupos
hidroxilas da goma guar com a banda do grupo amina da quitosana. Quando comparada
com a membrana quitosana-guar, a intensidade deste pico conjunto é menor, sugerindo
que héa interacdo dos grupos na membrana, enquanto que na mistura fisica ndo ha

interacao.
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Figura 4.10: Espectro FTIR-ATR da membrana quitosana-pectina e seus respectivos

biopolimeros.
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4.1.5.8. Analise termogravimétrica

As andlises termogravimétricas (TGA) das membranas sao utilizadas para
observar a interacdo entre os polimeros e selecionar os materiais com as melhores
propriedades térmicas para usos especificos. Na Tabela 4.3 estdo apresentadas as
temperaturas dos picos de degradacao dos polimeros puros, na Tabela 4.4 as
temperaturas dos picos de degradacdo das misturas fisicas e na Figura 4.12 os

termogramas da perda de massa e sua derivada para membranas.

O primeiro evento térmico identificado nos termogramas das membranas € uma
perda de massa em torno de 10% na faixa de 50 — 150 °C, que é relacionada a
evaporagao de agua presente nas amostras (Ghaffari et al.,, 2007; Fahmy e Fouda, 2008).
As membranas QX e QP apresentaram a fase de desidratacdao com perda de massa de
9,2 e 9,8 % terminando em 155 e 159 °C, respectivamente. Ja na membrana QG ha
desidratacdao com perda de 8,8% da massa, que € finalizada em 190 °C. Este estagio
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termina em uma temperatura maior que no caso das demais membranas provavelmente
pela forte ligacdo das pontes de hidrogénio da agua com os grupos hidroxila presentes na

goma guar.

Tabela 4.3: Picos de degradacao dos polimeros puros

Polimeros Temperatura do pico de degradacao (°C)

Quitosana 299,89
Xantana 274,70
Pectina 232,55

Guar 299,29

Tabela 4.4: Picos de degradacgéo dos polimeros em misturas fisicas com quitosana.

Temperatura do pico de degradacgao (°C)

Polimeros
Quitosana-xantana Quitosana-pectina Quitosana-guar
Quitosana 295,89 299,14 298,57
Xantana 282,50 - -
Pectina - 232,57 -
Guar - - 298,57

A degradacdo térmica da membrana QG acontece em apenas um estagio,
iniciando-se em 221 °C e terminando em 332 °C, com perda de massa de 42%. Este
evento pode ser atribuido a perda dos grupos hidroxila da goma guar, a decomposicao
dos anéis piranosidicos da quitosana e a despolimerizagdo das cadeias polissacarideas
(Huang et al., 2007; Zawadzki and Kaczmarek, 2010). Ha apenas um pico identificavel

nesta membrana devido as temperaturas de degradagao dos polimeros seram proximas e
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estarem sobrepostas. Esta fase é continuada com a decomposicao até 596°C restando
32% da massa inicial.

As membranas QX e QP, por sua vez, exibiram trés eventos térmicos distintos. O
segundo evento identificado termina em torno de 250 °C para ambas as formulagées, com
perda de massa de 17 % para a membrana QX e 25 % para a membrana QP. Este evento
esta provavelmente relacionado com a degradacdo dos polidnions, que apresentam
temperatura de degradacao menor que a quitosana (Tabela 4.3). A xantana pura tem seu
pico de degradacao em torno de 275 °C e este mesmo polimero quando em mistura fisica
com a quitosana apresenta os picos sobrepostos com aumento da temperatura para 282
°C. O mesmo comportamento ndo é observado na membrana, em que a xantana
apresenta a despolimerizacdo de suas cadeias num evento em torno de 233 °C. Esta
diminuicdo da temperatura do pico de degradagado também foi observada para a pectina,
em que o polimero puro e na mistura fisica com a quitosana apresenta degradagdo em
torno de 232 °C e na membrana o pico € identificado em 220 °C. A degradacéo térmica
em uma temperatura mais baixa nestas membranas sugere a complexacado entre a
quitosana e os polianions através da formacao de ligagbes ibnicas entre os polimeros e
esta possivelmente associada com a perda de organizacdo das cadeias (Bigucci et al.,
2008).

O terceiro evento observado nestas membranas € relacionado com a
degradacao da quitosana. Os eventos observados nas membranas ocorrem em torno de
279 °C com perda de massa de 25 % para a membrana de quitosana e xantana e de 272
°C com perda de massa de 16% para a membrana de quitosana e pectina. Estas
temperaturas de degradacdo sdo menores que 0s picos encontrados para a quitosana,
tanto pura, quanto em misturas fisicas. Tal comportamento, associado com a diminui¢cao
da temperatura de degradacao dos polianions, sugere que houve a complexacao entre os
polimeros (Ghaffari et al., 2007; Bigucci et al., 2008).

69



1,0

Derivada da massa (%/°C)

— 0,8

o
-

Derivada da massa (%/°C)

@ © o+ o

o o o o

Derivada da massa (%/°C)

L 0,4
[ 0,2

— 0,8

— 0,6

0,0

Qx
-------Deriv

600

o
€]

------- Deriv

Lem T -l

2
pumy
]

@]

:
]
]
1

P

600

500

400

300

200

100

100

|
o
©

(%) essep

| |
Q o
< 3

(%,) essey

(o%,) esse|y

Temperatura (°C)

Figura 4.12: Termogramas das membranas de quitosana associada com xantana (a);

pectina (b) e goma guar (c).

70



4.1.5.9. Propriedades antimicrobianas

A protecao contra a permeacao e proliferacdo bacteriana sdo caracteristicas
desejaveis em curativos para lesdes de pele. Na Tabela 4.55 estdo apresentados os
resultados das propriedades antimicrobianas avaliando-se seus efeitos sob bactérias
comuns em ambientes hospitalares e no Anexo 2 encontram-se as imagens das placas de

Petri destes ensaios.

Nao foi observada a formacdo de halo de inibigdo pelas membranas. Este
resultado ja era esperado, uma vez que a quitosana coacervada com outros polidnions
pode nao apresentar atividade antimicrobiana. Resultados similares foram encontrados
por Rodrigues et al. (2008) para membranas lamelares de quitosana e alginato e Bueno e
Moraes (2011) para membranas porosas de quitosana e alginato. Estes autores
relacionaram a atividade antimicrobiana atribuida a quitosana com a presenga de cadeias
positivamente carregadas deste biopolimero, 0 que ndo ocorre quando esta estd
complexada. Observou-se que as membranas que contém xantana ou pectina ndo foram
permeaveis a P. aeruginosa e nao favoreceram o crescimento de nenhum dos tipos de
bactérias no restante da placa. O mesmo nao ocorreu com a membrana de quitosana e
goma guar, que foi permeavel aos dois micro-organismos e ainda possibilitou o

crescimento destes na placa.

A membrana de goma guar foi permeavel as duas espécies de bactérias, nao
oferecendo resisténcia ao seu crescimento. Este fato ocorrer devido a producao de
mananases pelos micro-organismos, enzimas capazes de degradar a manose presente
na estrutura da goma guar. Esta producdo ocorre quando 0S micro-organismos
encontram-se sem substrato para consumir, como no caso da superficie das membranas
(Dhawan e Kaur, 2007). Também se observou que as membranas QP e QG foram
completamente dissolvidas em soro fetal bovino no ensaio de perda de massa,
provavelmente devido a compostos presentes neste meio, mas ndo nas demais solugdes
aquosas, como proteinas, agucares e lipidios, dentre outros. De maneira similar, isto pode
ter também ocorrido com as membranas em contato com o meio de cultura dos micro-

organimos, facilitando a permeacdo das células pelas membranas. Em suma, as

71



formulacdes contendo xantana ou pectina seriam capazes de proteger mais
eficientemente o leito de uma lesdo da contaminacao a estes dois tipos de bactérias.

Tabela 4.5: Propriedades antimicrobianas das membranas.

Formulacdo da membrana

Bactéria Resposta
Qx QP QG

Zl. Nenhum Nenhum Nenhum
Pseudomonas C.P. Nenhum Nenhum Intenso
aeruginosa C.A. Intenso Intenso Intenso
C.M. Nenhum Nenhum Intenso
Zl. Nenhum Nenhum Nenhum
Staphylococcus C.P. Nenhum Nenhum Intenso
aureus C.A. Intenso Nenhum Intenso
C.M. Intenso Moderado Intenso

Z.l., zona de inibigao; C.P., crescimento microbiano ao redor da membrana; C.A., crescimento
microbiano na superficie da membrana em contato com a atmosfera; C.M., crescimento microbiano
na superficie da membrana em contato com o meio de cultura.

4.1.5.10. Citotoxicidade

Para que seja possivel a aplicagdo das membranas como sistemas de liberagao
controlada, estas ndo devem conter substancias toxicas e nem causar rea¢des adversas.
Para tanto, a avaliagao da citotoxicidade in vitro torna-se de grande importancia no ambito
deste trabalho e os resultados estao apresentados na Tabela 4.6.

As membranas ndo apresentam toxicidade relevante, permitindo a proliferagéo
celular em altos niveis para todas as formulagdes testadas, o que as torna passiveis de
uso como sistemas de liberagdo controlada em lesbes de pele. Resultados similares
também foram encontrados por Chellat et al. (2000) para particulas de quitosana e

xantana e por Bellini et al. (2012) para filmes de quitosana e xantana utilizando as
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mesmas linhagens celulares. Coimbra et al. (2011) reportaram que scaffolds de quitosana

e pectina ndo apresentaram efeito citotoxico em células osteoblasticas humanas.

Tabela 4.6: Citotoxicidade indireta das membranas a células L929.

Material Citotoxicidade (%)
Controle positivo (latex) 100
Controle negativo 0
Quitosana-xantana 1+0,5
Quitosana-pectina 1+0,8
Quitosana-guar 4+£12

4.1.5.11. Hemocompatibilidade

A anadlise da hemocompatibilidade é baseada na quantificacdo da hemoglobina
liberada no plasma decorrente do rompimento das hemacias do sangue, sendo
considerado um teste importante, uma vez que pode ndo ser mensuravel sob condicoes in
vivo. Conforme relatado na literatura (ISO 10993-4, 1999), ndo é possivel definir um nivel
universal dos valores aceitaveis ou inaceitaveis de hemdlise. Embora, por definicao, um
material compativel com o sangue nao deva ser hemolitico, na pratica, varios dispositivos
médicos podem causar algum grau de hemodlise. Isto significa que quando ha efeito
hemolitico, é importante certificar-se que os beneficios superem os riscos clinicos e que
os valores de hemdlise estejam dentro dos limites aceitaveis para o tratamento (Santos et
al., 2006; Ferreira et al., 2008). As membranas produzidas com pectina e goma guar néo
foram consideradas hemoliticas (Figura 4.13), porém a amostra que contém xantana
apresentou indice entre 3 e 5, sendo considerada levemente hemolitica.
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Figura 4.13: Hemocompatibilidade das membranas quitosana-xantana, quitosana-pectina

e quitosana-guar. A linha tracejada indica o nivel de hemolise geralmente aceito para
biomateriais.

4.1.5.12. Trombogenicidade

O material ndo trombogénico é aquele cuja superficie, ao entrar contato com o
sangue, ndo desencadeia 0 mecanismo de formagédo de trombos. Tal situacdo, embora
indesejavel para algumas aplicacbes dos biomateriais, como dos projetados para
implantes, pode ser interessante para curativos (Ferreira et al., 2008). Observa-se que as
membranas obtidas sdo, em média, menos trombogénicas que o vidro (Figura 4.14),
porém sao também consideradas como trombogénicas e devido a este carater, o material
pode contribuir para estancar um possivel sangramento, iniciando a coagulacdo e,
consequentemente, ajudando na cicatrizagao da lesdo. Em geral, as membranas QX sao
mais trombogénicas que as membranas QP, que por sua vez sdao mais trombogénicas
que as membranas QG. Também se observa que a trombogenicidade aumenta conforme
o tempo de contato com o sangue € maior.
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Figura 4.14: Trombogenicidade das membranas quitosana-xantana, quitosana pectina e

quitosana-guar.

4.1.6. Estabilidade das membranas em CO, supercritico

Este teste teve como objetivo avaliar o comportamento das membranas
poliméricas frente as condi¢cdes utilizadas durante os processos de tecnologia
supercritica. As variagdes de massa das amostras foram avaliadas (Tabela 4.7), assim
como seus aspectos por microscopia eletrébnica de varredura (Figura 4.15). A perda de
massa encontrada foi atribuida a presenca de agua residual na estrutura, que pode ter
sido removida durante o processamento com CO, supercritico. Nao foram observadas
diferencas visuais nas membranas apo6s o tratamento com CO, supercritico, sugerindo
que nao ha interagao entre o fluido e as membranas a ponto de modificar suas estruturas
e que as mesmas sejam suportes adequados do ponto de vista de estabilidade para

processos de incorporacdo dos anti-inflamatérios selecionados.
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Tabela 4.7: Diferenca de massa ap6s a exposicao a CO, supercritico por 2 h a 40°C e 200

bar.
Membrana Perda de massa (%)
Quitosana-xantana 6,25
Quitosana-pectina 6,66
Quitosana-guar 7,69
= =

s
Mag- 2.00 K X - 10un

Figura 4.15: Seccao transversal das membranas de (a) quitosana-xantana, (b) quitosana-
pectina e (c) quitosana-guar apés a exposicao a CO, supercritico.
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4.2. Incorporacao de farmacos nas membranas

4.2.1. Incorporacao de diclofenaco de sodio nas membranas

Ensaios preliminares apontaram que o diclofenaco de sodio é soluvel em agua na
concentracdo maxima de 10 g/L, o que possibilita sua incorporacado pelos métodos de
adicao a mistura polimérica e absorcdo em solugao utilizando este solvente. Os dados

referentes a curva analitica deste farmaco encontram-se no Anexo 3.

4.2.1.1. Adigdo do farmaco a mistura polimérica

A incorporagéo do farmaco ocorreu pela adicdo de 10 mL de solugdo aquosa de
diclofenaco de sodio com concentragbes pré-estabelecidas a fim de obter concentragdes
finais de 11 a 55 mg de farmaco por grama de membrana QP e 22 a 111 mg por grama
das membranas QX e QG. Como a membrana de quitosana e pectina possui duas vezes
mais massa polimérica que as outras formulagdes, a razdo massica farmaco/membrana é
menor neste caso. Nas Figuras 4.16 a 4.18 estdo apresentadas as microscopias
eletrbnicas de varredura das membranas preparadas na presenca de diclofenaco de sédio
e na Tabela 4.8 estdo apresentados os resultados obtidos de eficiéncia de incorporacéao
do processo.

Analisando-se a Figura 4.16, é possivel perceber o aumento da concentracao de
farmaco presente na membrana QX. Nesta andlise foi possivel observar que o farmaco
encontra-se distribuido homogeneamente na estrutura da membrana, independentemente
da concentragao utilizada. Na membrana QP (Figura 4.17) é possivel observar a presenca
de pequenos granulos na superficie das amostras, sugerindo que o diclofenaco de sédio
encontra-se na superficie e no interior das membranas. O mesmo néo foi observado na
membrana QG (Figura 4.18), porém é possivel notar que ha pequenos orificios na
superficie da membrana, indicando que algum composto depositado foi possivelmente
retirado durante a etapa de neutralizacdo a qual € realizada somente neste tipo de

formulacao.
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Figura 4.16: Secgao transversal das membranas de quitosana-xantana preparadas na
presencga de (a) 0 mg/g, (b) 22 mg/g, (c) 55 mg/g e (d) 111 mg/g de diclofenaco de sédio.

. A0fim +—i
Figura 4.17: Seccao transversal das membranas de quitosana-pectina preparadas na
presenca de (a) 0 mg/g, (b) 11 mg/g, (c) 27 mg/g e (d) 55 mg/g de diclofenaco de sddio.
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Figura 4.18: Seccao transversal das membranas de quitosana-guar preparadas na
presencga de (a) 0 mg/g, (b) 22 mg/g, (c) 55 mg/g e (d) 111 mg/g de diclofenaco de sédio.

Esta hipotese é reforcada pela andlise dos dados da Tabela 4.6, na qual estao
apresentados os resultados obtidos de eficiéncia de incorporacao do processo. Ressalta-
se que as amostras apresentam perda de massa durante a liberagdo do farmaco em PBS
(3,65, 3,70 e 0,51% para QX, QP e QG, respectivamente, apds 24 h), porém esta perda
nao é considerada relevante para a analise da eficiéncia de incorporagao. Observa-se que
houve uma elevada perda de diclofenaco de sédio durante a lavagem das amostras
contendo goma guar, além da quantidade ndo computada que pode ter sido liberada
durante a neutralizagcado da amostra (imersao por 1 min em NaOH 1M em &gua:etanol 1:1
v/v). A lavagem ocorreu em 100 mL de agua deionizada por 1h e posteriormente
determinou-se espectrofotometricamente a quantidade de farmaco nesta solugdo. De
acordo com Maitani et al. (1995), o uso de solugbes aquosas com etanol como
cossolvente é capaz de aumentar a permeacao de farmacos em sistemas dérmicos e em
membranas de silicone, inclusive no caso do diclofenaco de so6dio. O mesmo

comportamento pode ter ocorrido na membrana de QG, em que o etanol forma pontes de
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hidrogénio com as hidroxilas presentes nas cadeias poliméricas, aumentando a
permeagao do farmaco no seu interior, liberando este mais facilmente durante a lavagem.
Com isto, a eficiéncia de incorporagao verificada para a membrana de quitosana e guar foi
baixa. Como esta etapa € crucial para a preparacdo da membrana, ndo podendo ser
eliminada, considerou-se que a membrana de quitosana e guar nao foi adequada para a
incorporagao por adicdo na mistura polimérica. J& as membranas QX e QP apresentaram
alta eficiéncia de incorporacao, como resultados da baixa perda por solubilizagdo do

farmaco durante a lavagem.

Tabela 4.8: Dados obtidos para a incorporagcédo de diclofenaco por adicdo na mistura

polimérica das membranas.

Mermb Farmaco Perda durante a Farmaco retido na Eficiéncia de
embrana
adicionado (mg/g) lavagem (%) membrana (mg/g) incorporagao (%)
_ 22,22 12,70 £ 0,47 18,19 + 0,81 81,86
Quitosana
55,56 3,00 £0,72 52,57 £ 0,29 94,63
Xantana
111,11 0,83 + 0,71 105,86 + 0,20 95,27
_ 11,11 1,31 £ 0,06 10,29 + 0,76 92,62
Quitosana
_ 27,78 0,54 + 0,02 25,36 + 1,38 91,29
Pectina
55,56 0,49 + 0,02 53,25 + 1,43 95,84
_ 22,22 64,63 £ 0,13 0,87 £ 0,05 3,92
Quitosana
G 55,56 69,44 + 0,33 2,14 £ 0,03 3,85
uar
111,11 64,39 + 0,35 5,72 £ 0,40 5,15

*A membrana de quitosana e pectina possui 0 duas vezes mais massa polimérica que as
outras membranas, diminuindo a razdo farmaco/membrana adicionada.

4.2.1.2. Incorporacao por absorcdo do farmaco em solugcao

Esta estratégia de incorporacgéao foi realizada apds a preparagdo das membranas,
usando-se diclofenaco de soédio solubilizado em agua, visto que este € um solvente
atdxico e absorvido em grandes quantidades por algumas das amostras. Nas Figuras 4.22
a 4.24 estdo apresentadas as microscopias eletrénicas de varredura das membranas
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expostas as solugdes de diclofenaco de sodio e na Tabela 4.9 estdo sumarizados os

dados de eficiéncia de incorporacao do composto nas membranas.

Figura 4.19: Superficie (A) e secgédo transversal (B) das membranas de quitosana-xantana
expostas a solugbes aquosas de diclofenaco de sédio nas concentragdes de (a) 0 mg/mL,
(b) 2 mg/mL e (c) 5 mg/mL.

Nas Figuras 4.19 e 4.20 é possivel observar a presenca do farmaco cristalizado
na superficie das membranas QX e QP. Maior quantidade de material precipitado é
observada nas amostras em que a concentragdo de farmaco presente na solugédo de

81



incorporagao era maior. Nota-se que nao ha presenca visivel de farmaco no interior da
matriz polimérica, sugerindo que a incorporacdo ocorreu apenas na superficie da
membrana, na forma de deposicdo do composto. No caso da membrana contendo guar
(Figura 4.21), nao é possivel observar a presenca dos cristais na superficie como nas
demais membranas, notando-se também eficiéncia de incorporacdo muito menor do

farmaco nesta formulacao (Tabela 4.9).

Figur .2: perfl'cie (A) e seccao nsvsal (B) das membranas de quitosana-pectina
expostas a solugdes aquosas de diclofenaco de sddio nas concentragdes de (a) 0 mg/mL,
(b) 2 mg/mL e (c) 5 mg/mL.
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Figura 4.21: Superficie (A) e seccao transversal (B) das membranas de quitosana-guar
expostas a solugdes aquosas de diclofenaco de sddio nas concentragdes de (a) 0 mg/mL,
(b) 2 mg/mL e (c) 5 mg/mL.

Nota-se pela Tabela 4.9 que este método de incorporagéao resultou em menores
eficiéncias, porém possibilitou atingir altas concentracdes de diclofenaco retido na
membrana em comparacao com o método anterior. Como o farmaco que nao é
incorporado permanece em solucdo, é possivel reaproveitar este para processos
posteriores. Neste caso, para um processo de incorporagdo com Vvarias amostras, a
eficiéncia global pode ser elevada e tornar este um processo viavel. Neste método
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também é possivel verificar a menor incorporacdo nas membranas QG, provavelmente
devido a estrutura densa que esta membrana apresenta e a baixa capacidade absorcao
de solucdes, conforme comentado anteriormente no item 4.1.5.4. Fahmy e Fouda (2008)
também observaram que quanto maior a capacidade de absorcdo de tampao fosfato
(0,1M pH 7,4) pelas matrizes de quitosana e alginato, maior a incorporagéo de diclofenaco
de sédio.

Tabela 4.9: Dados obtidos para a incorporacao de diclofenaco de sodio por absorgao de

solucdo aquosa contendo o farmaco pelas membranas.

Concentracao inicial Farmaco Farmaco retido Eficiéncia de
Membrana de farmaco no adicionado na membrana incorporacao
solvente (mg/mL) (mg/g) (mg/g) (%)
2,2 521,63 210,23 £ 20,34 40,30
Quitosana
5,4 1299,04 243,90 £ 24,60 18,78
Xantana
10,9 2546,95 302,13 £ 7,84 11,86
Quitosana 2,1 313,0 58,63 + 5,64 18,73
Pectina 5,3 789,9 101,39 + 18,43 12,84
Quitosana 2,1 496,50 16,67 + 3,47 3,36
Guar 5,3 1253,02 29,42 + 1,38 2,35

4.2.1.3. Impregnagédo com CO: supercritico

Para testar se a incorporagdo de diclofenaco empregando CO, supercritico é
vidvel, uma vez que este farmaco apresenta baixa solubilidade neste fluido, realizaram-se
trés ensaios iguais em condi¢des intermediarias (225 bar, 45°C e 9h de contato) para
averiguacao inicial em membrana QX. Neste mesmo tipo de membrana foram realizados
testes para verificar a melhor taxa de despressurizacao do sistema (de 2 até 10 bar/min)
visando minimizar a perda de farmaco incorporado e possiveis alteragées na matriz
(Anexo 4). Os resultados das liberagdes do farmaco supostamente incorporado em
tampé&o fosfato salino encontram-se na Tabela 4.10.
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Tabela 4.10: Dados obtidos para a incorporacao de diclofenaco de sodio por tecnologia

supercritica.

Farmaco adicionado Farmaco retido na  Eficiéncia de
Membrana  Cossolvente ) _ .
na célula (mg/g) membrana (mg/g) incorporacao (%)

_ - 66,48 1,80 + 0,35 2,71
Quitosana
Etanol 57,89 0,31 +0,16 0,54
Xantana ,
Agua (99% UR) 71,21 0,87 £ 0,11 1,22
Quitosana
_ - 43,30 0,34 £ 0,07 0,79
Pectina
Quitosana
- 45,30 0,28 + 0,06 0,62
Guar

A incorporagao de diclofenaco de sédio nas membranas de quitosana-xantana
apresentou um desvio padréo elevado, sendo este calculado com base em diferentes
amostras do mesmo experimento. Isto se deve, em parte, as absorbancias muito
reduzidas, préximas do limite inferior de deteccdo do equipamento, o que acarreta em
erros nas medidas. Outro motivo é a provavel ndo incorporagao do farmaco no interior da
estrutura da membrana, sugerindo que este foi apenas precipitado na superficie da
membrana e de forma irregular. Um comportamento similar foi observado para as

membranas quitosana-pectina e quitosana-guar.

Alguns trabalhos encontrados na literatura sugerem o uso de cossolventes para
aumentar a incorporacao de farmacos, sendo agua e etanol os mais utilizados (Bush et
al., 2007; Natu et al., 2008; Costa et al., 2010a; Costa et al., 2010b). Frente a isto,
realizaram-se ensaios com amostras QX mantidas em ambiente com umidade controlada
de 99% utilizando solugéo saturada de sulfato de litio ou utilizando etanol a 5% molar em
relagéo ao CO, (0,66 mL) e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.10.

A utilizagdo de ambos os cossolventes nao resultou em aumento da impregnacao
do diclofenaco de sédio em nenhuma das membranas. O cossolvente tem como funcéao
aumentar a solubilidade do farmaco no meio, bem como melhorar a interagédo do CO, com
a matriz polimérica. Em alguns casos o cossolvente aumenta a afinidade do farmaco com

o CO, supercritico de tal forma que este acaba por retirar durante a descompressao o
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farmaco que estaria no interior da matriz, o que pode ter ocorrido neste trabalho. Para que
este método fosse passivel de aplicagcao, a incorporacao teria que ser superior a 10 mg
de farmaco por grama de membrana, valor esse relacionado a dose terapéutica utilizada

em cremes comerciais.

4.2.1.4. Analise da cinética de liberacdo de diclofenaco de sddio

Conforme observado nos itens anteriores, a incorporagao de diclofenaco de sodio
em membranas QG nao foi adequada para as metodologias de adicdo a mistura
polimérica ou por tecnologia supercritica, resultando em baixa quantidade retida na
membrana e baixa eficiéncia. Entretanto, a incorporag¢do por absor¢ao de solu¢cdo aquosa
contendo o fa&rmaco nesta e nas demais membranas apresentaram bons resultados de
retencé@o de farmaco, mesmo com eficiéncia reduzida. A impregnacao supercritica nao foi
um método adequado de incorporagdo deste farmaco, provavelmente pela baixa
solubilidade deste em CO, supercritico.

Apoés as incorporagdes, foram realizadas as liberagdes dos farmacos em PBS a
pH 7,4 com agitacdo controlada de 100 rpm, a 37 °C por até 24 h. Para a comparacao
entre as cinéticas de liberagdo do farmaco para cada metodologia de incorporacao
utilizou-se os dados obtidos para a formulacdo QP com maior retencao de diclofenaco de
s6dio em cada caso (Figura 4.24). E possivel observar que o diclofenaco é liberado quase
que em sua totalidade na primeira hora de contato. O mesmo comportamento de
liberacao de diclofenaco de sédio foi observado por Fahmy e Fouda (2008) em matrizes
de quitosana e alginato e por Piyakulawat et al. (2007) em matrizes de quitosana e
carragena, provavelmente pela alta solubilidade do farmaco no meio de liberacédo (5,15
g/L de acordo com Kincl et al., 2004) e também pelo rapido intumescimento da matriz. Fu
et al. (2011) também observaram uma rapida liberacao de diclofenaco de potassio em
matrizes de celulose microcristalina e povidone K30 (excipiente da industria
farmacéutica), atingindo o platd em 15 min. Porém, observou-se que durante a imersao
em agua que a liberagdo foi baixa (menos de 10% do farmaco foi liberado) mesmo o
diclofenaco de sédio apresentado uma maior solubilidade em agua (14,18 g/L) que em
PBS (Kincl et al., 2004).
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Figura 4.22: Liberacao de diclofenaco de sédio incorporado pelas trés metodologias nas
membranas de quitosana-pectina em termos de (a) mg de farmaco/g de membrana e de
(b) percentagem: (#) Incorporacao por adicao de 55,56 mg a mistura, (®) Incorporacao

por absorcao de solucdo de 2,1 mg/mL e (A) Impregnagdo em condi¢cdes supercriticas.
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Figura 4.23: Comportamento observado para o perfil de liberacdo das
membranas de quitosana-xantana preparadas na presenca de 55 mg de diclofenaco de
sédio por grama de membrana em diferentes solugdes de liberacao (a) em sete dias e (b)
nas primeiras quatro horas: (®) agua, (®) solucao salina 0,9% e (A) tampao fosfato
salino.
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Frente a isto, testaram-se diferentes meios de liberacao para verificar a influéncia
de cada um na liberacdo (Figura 4.23). Os meios que continham ions em solucédo
(solucao salina 0,9% e tampao fosfato salino) apresentaram liberacao total do farmaco ja
na primeira hora, enquanto que em agua deionizada teve-se uma liberagéo lenta e parcial.
Isto é atribuido a interacédo ibnica do farmaco, que estd em sua forma salina, com as
cargas contidas na membrana. Na presenca dos ions contidos nas solugcbes, ha uma
competicdo pelas cargas da estrutura da membrana que resulta na rapida liberacdo do
diclofenaco de soédio. Wang et al. (2009) estudaram o efeito do pH do meio na liberagao
de diclofenaco empregando esferas de quitosana, PAA e alginato e verificaram que em
tampao fosfato pH 7,4 a taxa de liberacao € maior do que em pH 6,8 e pH 2,1. Os autores
associam esta diferenca a presenca de PO,>” em pH 7,4, ion este capaz de reagir com o
Na* do diclofenaco de sédio, acelerando a liberagdo. Nao foram observadas diferencas
significativas nos formatos das cinéticas de liberacdo em PBS de amostras obtidas por
diferentes metodologias de incorporagéo.

4.2.2. Incorporacao de piroxicam nas membranas

Ensaios preliminares apontaram que o piroxicam € insoluvel em agua e soluvel
em etanol na concentracdo maxima de 1,2 g/L, o que possibilita sua incorporacao por
absorcdo em solucdo utilizando este solvente. Para adiciona-lo a mistura polimérica
optou-se por utiliza-lo em pé devido a baixa solubilidade. Os dados referentes a curva

analitica deste farmaco encontram-se no Anexo 3.

4.2.2.1. Adigao do farmaco a mistura polimérica

A incorporacao por adi¢cdo do piroxicam na mistura polimérica deu-se em pd, nao
sendo necessdria sua solubilizacdo em etanol, visto que este farmaco nao causa danos
as vias respiratorias como o diclofenaco. Utilizou-se 20 ou 50 mg de piroxicam para cada
membrana, com a intencdo de se atingir 5 mg/g de membrana, concentracdo esta

utilizada nos géis de aplicagdo topica deste farmaco. Apds a etapa de incorporacao
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estimou-se a quantidade de fa&rmaco remanescente na matriz apos a secagem e lavagem
da membrana por extracdo do mesmo com PBS. Na Tabela 4.11 estdo apresentados os
dados obtidos e que possibilitam o céalculo da eficiéncia do processo e nas Figuras 4.24 a
4.26, 0 aspecto das membranas avaliadas por MEV. Pode-se observar que a membrana
de quitosana e xantana e a de quitosana e pectina apresentaram alta eficiéncia de
incorporacao, acima de 80%, e pelas imagens que o farmaco estd em sua forma cubica,
nao havendo modificagéo no arranjo estrutural do piroxicam em relagéo ao estado anterior
a incorporacdo. E possivel observar nas Figuras 4.24 e 4.25 a presenca do piroxicam na
superficie € mesmo no interior das membranas, chegando a formar concavidades na
superficie das mesmas. O mesmo ndo ocorreu para a membrana contendo guar, que teve
eficiéncia de incorporagdo menor que 4%, provavelmente devido a alta perda de farmaco
durante a neutralizagdo e lavagem, conforme observado na Tabela 4.11. Joseph et al.
(2002) relatam que a solubilidade do piroxicam aumenta significativamente em valores de
pH maiores que o pK, do farmaco (6,3), condicbes esta atingida na etapa de neutralizagao
da membrana QG. O mesmo foi observado para a incorporag¢ao de diclofenaco de sodio,
indicando que este é provavelmente um fator atribuivel ao processamento da membrana e

nao ao tipo de farmaco utilizado.

Tabela 4.11: Dados obtidos para a incorporacdo de piroxicam por adicdo na mistura

polimérica das membranas quitosana-pectina e quitosana-guar.

Membrana Farmaco Perda durante Farmaco retido na  Eficiéncia de
adicionado (mg/g) alavagem (%) membrana (mg/g) incorporagao (%)

Quitosana 22,22 4,71 £0,30 19,27 £ 1,26 86,72
Xantana 55,56 2,15 +0,03 47,42 + 4,86 85,36
Quitosana 11,11* 5,80 +£0,15 9,48 + 1,04 88,37
Pectina 27,78* 1,65 £ 0,22 22,58 +1,19 81,29
Quitosana 22,22 50,18 + 0,05 0,69 + 0,20 3,12
Guar 55,56 46,50 + 2,23 1,42 +0,13 2,53

*A membrana de quitosana e pectina possui o duas vezes mais massa polimérica que as
outras membranas, diminuindo a razéo farmaco/membrana adicionada.
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Figura 4.24: Superficie (A) e secgéo transversal (B) das membranas de quitosana-xantana
preparadas na presenca de (a) 22 mg/g e (b) 55 mg/g de piroxicam.

Figura 4.25: Superficie (A) e secgao transversal (B) das membranas de quitosana-pectina
preparadas na presencga de (a) 11 mg/g e (b) 27 mg/g de piroxicam.
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Figura 4.26: Superficie (A) e seccao transversal (B) das membranas de quitosana-guar
preparadas na presenca de (a) 22 mg/g e (b) 55 mg/g de piroxicam.

4.2.2.2. Incorporagéo por absor¢do do farmaco em solugao

A incorporacao por absor¢do ocorreu pelo contato da membrana com uma
solucéo de piroxicam em etanol. Na Tabela 4.12 estdo apresentados os dados resultantes
da andlise de eficiéncia do processo de incorporagdo através da extracdo do piroxicam
em PBS e na Figura 4.27 estdo apresentadas as microscopias eletrbnicas de varredura
das membranas expostas a solucao de piroxicam.

Observa-se na Tabela 4.12 que todas as membranas testadas apresentaram
baixa retencao de farmaco, nao ultrapassando 2,3 mg/g, e baixa eficiéncia de
incorporagdo, menor que 1%. Isto se deve, provavelmente, do uso de etanol como
solvente para o farmaco. Sabe-se que, em agua, a capacidade de absorcao de fluido
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pelas cadeias poliméricas € maior, resultando em uma absor¢cdo maior também de
farmaco, como observado para o diclofenaco. Porém, ao se utilizar etanol, solvente pelo
qual a membrana ndo tem afinidade, a absorcao deste e consequentemente do piroxicam
€ menor, resultando em baixa incorporacao. De acordo com Yan et al. (2000) na presenca
de um solvente organico de baixa polaridade polimeros como a quitosana assumem uma
conformagdo menos estendida, o que pode prejudicar a incorporacdo de piroxicam.
Resultado oposto do encontrado com a agua, em que as cadeias se tornam mais
estendidas e flexiveis, possibilitando a penetracdo do farmaco no seu interior e sua
posterior reten¢do durante a secagem.

Tabela 4.12: Dados obtidos para a incorporagcdo de piroxicam por absor¢cao de solugao

etandlica pelas membranas.

Concentracao inicial Farmaco Farmaco retido na Eficiéncia de
Membrana de farmaco no adicionado membrana incorporagao
solvente (mg/mL) (mg/g) (mg/qg) (%)
Quitosana
1,2 292,68 1,89 £ 0,21 0,65
xantana
Quitosana
_ 1,2 185,71 2,25+0,10 1,21
Pectina
Quitosana
1,2 297,77 0,98 + 0,16 0,33
Guar

Observa-se na Figura 4.27 que as membranas apresentam agregados em sua
superficie, sugerindo a presenga de piroxicam depositado, porém em quantidade muito
reduzida em comparagdo com o diclofenaco de sdédio. No entanto, ndo € possivel
observar claramente esses depdsitos na seccéo transversal, ndo podendo-se afirmar que

houve incorporagdo do mesmo no interior através da analise das microscopias.
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Figura 4.27: Superficie (A) e seccao transversal (B) das membranas expostas a solugao
de piroxicam a 1,2 mg/mL: (a) quitosana-xantana, (b) quitosana-pectina e (c) quitosana-

guar.
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4.2.2.3. Impregnacao com CO. supercritico

Para o estabelecimento da melhor condicdo de impregnacdo de piroxicam em
membranas de quitosana-xantana por tecnologia supercriticafoi utilizado um planejamento
experimental linear com trés variaveis (2° + 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios),
sendo elas o tempo de contato do fluido supercritico, a temperatura e a pressao de
operacao. Este planejamento visou auxiliar na compreenséao do efeito de cada variavel no
sistema de impregnagdo. Na Tabela 4.13 estdo apresentados o planejamento e os
resultados da incorporagao nos diferentes niveis testados.

Utilizando estas condigdes de temperatura e pressédo, foi possivel obter
diferentes valores de densidade do dioxido de carbono supercritico, variando de 0,70 a
0,91 g/cm® (150 bar a 50 °C e 300 bar a 40 °C, respectivamente). Desta forma, a
densidade variavel do meio afeta a solubilidade do piroxicam, que nestas condi¢cdes pode
ter atingido de 5,41 até 29,2 mg/mol de CO, (Macnaughton et al., 1996).

Tabela 4.13: Condi¢des e resultados do planejamento experimental de incorporagcédo de

piroxicam em membranas de quitosana-xantana.

Experimento Tempo (h) Pressao (bar) Temperatura (°C) Incorporacao (mg/g)

1 4 150 40 0,24
2 4 150 50 0,77
3 4 300 40 0,34
4 4 300 50 0,90
5 14 150 40 0,54
6 14 150 50 0,61
7 14 300 40 1,06
8 14 300 50 0,43
9 9 225 45 0,30
10 9 225 45 0,25
11 9 225 45 0,33
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Com os resultados obtidos nos experimentos foi possivel fazer uma analise
estatistica através do programa Statistica 7.0 e determinar matematicamente a influéncia
das varidveis estudadas pelo diagrama de Pareto, com nivel de confian¢a de 95% (Figura
4.28). Analisando-se esta Figura, observa-se que as variaveis pressao e temperatura
tiveram um efeito positivo na incorporagao do farmaco, resultante da maior densidade do
meio e consequente maior solubilidade do piroxicam. Porém o efeito cruzado entre as
variaveis temperatura x tempo e temperatura x pressao também foram significativos e
maiores que os efeitos puros. Este comportamento é bastante incomum e aponta que o
efeito da temperatura pode diferir com a passagem do tempo, 0 que esta diretamente
ligado com a taxa de intumescimento e de transferéncia de massa no material. Também
depende da temperatura a densidade do fluido supercritico, que esta relacionada também
com a pressao, justificando o segundo efeito cruzado significativo.

Diagrama de pareto dos efeitos padronizados. Variavel: incorporagdo (mg/g)
Planejamento 2**(3-0); MS Erro Puro = 0,0016452
DV:incorporagéo (mg/g)

LN
'S
i

1by3 |

(2)Presséo |

(1)Temperatura |

(3)Tempo } 3.386557

I
I
|
2by3 f L L
:
1

p=,05
Efeito estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.28: Diagrama de Pareto dos efeitos da incorporagdo de piroxicam em

membranas de quitosana e xantana.
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O melhor resultado deste conjunto de dados foi 0 obtido no ensaio 7, realizado a
300 bar e 40 °C por 14 h, atingindo 1,05 mg de piroxicam incorporado para cada grama
de membrana. Este resultado ainda esta abaixo do desejavel para este farmaco, visto que
os medicamentos formulados a partir deste para uso topico apresentam 5 mg/g de gel.
Com isto, resolveu-se testar o etanol como cossolvente, ja que o piroxicam também é

soluvel neste solvente.

Nos experimentos cujos resultados estdo apresentados na Tabela 4.14 foram
adicionados 5% de etanol (fracdo molar) em relacdo ao CO, presente na célula de
pressdao considerando as condi¢des de cada ensaio. O uso do etanol, adicionado na
célula anteriormente ao CO,, tem como fungdo aumentar a solubilidade do piroxicam no
meio supercritico, mas pode contrair as cadeias poliméricas, dificultando a entrada das

moléculas de farmaco.

Tabela 4.14: Condi¢des e resultados do planejamento experimental de incorporagcéo de

piroxicam em membranas de quitosana-xantana utilizando etanol como cossolvente.

Experimento Tempo (h) Presséao (bar) Temperatura (°C) Incorporagéo (mg/g)

1 4 150 40 0,18
2 4 150 50 0,67
3 4 300 40 4,84
4 4 300 50 2,87
5 14 150 40 0,19
6 14 150 50 0,50
7 14 300 40 5,81
8 14 300 50 4,68
9 9 225 45 0,59
10 9 225 45 0,68
11 9 225 45 1,11

Comparando os resultados obtidos com os dos ensaios sem a presenga de
etanol (Figura 4.29), observa-se que houve um aumento de mais de cinco vezes na
incorporagdo quando utilizada a pressao de 300 bar. Este aumento esté relacionado com
a maior capacidade de solubilizagdo do farmaco no fluido em alta pressdo causado pelo
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aumento na polaridade da fase moével, possibilitando um aumento da quantidade de
farmaco transportado até o interior da membrana. Além disso, o fluido supercritico €
capaz de aumentar o volume livre e a mobilidade das cadeias poliméricas, facilitando o
processo de difusdo do farmaco nos filmes de policaprolactona (Natu et al., 2008), e
possivelmente tal efeito suplantou a contracdo das cadeias pela adicdo do etanol. Na
Figura 4.30 estdo apresentadas as micrografias do experimento 7 na auséncia ou
presenca de etanol. Observa-se a formacdo de agulhas de piroxicam, umas das
conformagdes deste farmaco, que anteriormente a impregnagéo se encontra na forma
cubica. O mesmo comportamento foi observado por Bancheiro et al. (2009), também
utilizando pressao de 300 bar, porém somente em temperaturas acima de 80°C.

7

6 - @ Sem etanol Ocom etanol ‘}

5 1 I iL
4 .

Farmaco incorporado (mg/g)

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11

Experimento

Figura 4.29: Comparacao da incorporacao de piroxicam por tecnologia supercritica nos
experimentos com membranas de quitosana e xantana utilizando ou ndo etanol como

cossolvente.

O mesmo nao ocorreu nas condicées de menor pressao (150 bar), nestes casos,
a presencga do cossolvente ocasionou uma ligeira diminuicao na incorporacéo. Isto sugere
que nestas condicdes o efeito da contracdo das cadeias poliméricas seja predominante
em relacdo ao aumento da solubilidade do farmaco ou mesmo que nao haja aumento da

solubilidade nesta pressao.
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Figura 4.30: Superficie das membranas de quitosana-xantana expostas a impregnacao de
piroxicam com CO, supercritico: (a, b) sem a adi¢cdo de cossolvente e (¢, d) com etanol

como cossolvente.

Analisando o diagrama de Pareto para este conjunto de dados, apresentado na
Figura 4.31, verificou-se que a pressao foi a Unica variavel que teve efeito significativo no
sistema, sendo este positivo. Isto ocorre, pois hd um aumento consideravel na
solubilidade do farmaco com a presséao, facilitando a impregnagéo. A interacédo entre a
temperatura e a pressao também foi significativa, porém com um efeito negativo devido a
contribuigdo inversa da temperatura na incorporagdo do farmaco. Este comportamento
ocorre porque o piroxicam nao atingiu sua pressao de cruzamento, ou seja, a pressao em
gue ha intersecgédo das isotermas de solubilidade, como pode ser observado na Figura
4.32 (Foster et al. 1991). Abaixo da pressao de cruzamento a solubilidade diminui com o
aumento da temperatura e acima deste valor ocorre o inverso (Macnaughton et al., 1996).
Observa-se que neste caso ndao houve o aparecimento significativo do efeito cruzado

temperatura x tempo, sugerindo que a adicdo do cossolvente contribuiu para a
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solubilizacao do farmaco e, consequentemente, para o efeito da pressao ser significativo,
se sobressaindo dentre as demais variaveis.

Diagrama de pareto dosefeitos padronizados. Variavel: incorporagéo (mg/g)
Planejamento 2**(3-0); MS Ero Puro = 0,0757657
DV: incorporagdo (mg/g)

(2)Pressdo

1by2

2by3

(3)Tempo

(1)Temperatura

1by3

Efeito estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.31: Diagrama de Pareto dos efeitos da incorporagdo de piroxicam em
membranas de quitosana e xantana utilizando etanol como cossolvente.
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Figura 4.32: Solubilidade em fragcao molar de piroxicam em funcao da pressao de dioxido
de carbono supercritico (adaptado de Macnaughton et al., 1996).
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O mesmo planejamento foi aplicado as membranas QP e QG, mantendo-se a
adicao de etanol como cossolvente, visto que resultou em melhoria na impregnacao de
piroxicam para as formulagbes de quitosana-xantana. Os resultados obtidos estao
mostrados na Tabela 4.15 e os efeitos das variaveis obtidos com o tratamento estatistico

estdo apresentados nas Figuras 4.33 e 4.34.

Tabela 4.15: Condi¢cdes e resultados do planejamento experimental de incorporacéo de

piroxicam em membranas quitosana-pectina e quitosana-guar utilizando etanol como

cossolvente.
_ Incorporagéo em Incorporagéo em
Experimento Tempo  Pressao Temperatura membrana QP membrana QG
(bar) (°C)
(mg/g) (mg/g)
1 4 150 40 0,07 0,08
2 4 150 50 0,27 0,22
3 4 300 40 4,37 1,22
4 4 300 50 1,10 0,50
5 14 150 40 0,32 0,05
6 14 150 50 0,24 0,12
7 14 300 40 4,35 1,26
8 14 300 50 2,03 1,13
9 9 225 45 1,39 0,85
10 9 225 45 0,71 0,63
11 9 225 45 1,34 0,42

Observou-se que para a membrana QP a maior impregnagdo ocorreu no
experimento 3, porém no experimento 7 alcangou-se resultado muito similar. A diferenca
entre estes dois experimentos foi o tempo de contato das membranas com a mistura
ternaria CO,-etanol-piroxicam, maior no experimento 7. O mesmo comportamento em
relacdo a temperatura no planejamento utilizando membrana de quitosana-xantana
também foi observado nestes experimentos, mas neste caso o efeito foi significativo,

como pode ser verificado na Figura 4.33. O tempo de contato € uma variavel importante,
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visto que se pretende atingir o equilibrio do sistema, tanto na solubilizacdo do solvente
guanto no intumescimento da matriz polimérica. Neste planejamento e nos anteriores o
tempo néo foi significativo na incorporacao do piroxicam, possivelmente devido ao rapido
equilibrio alcangado pelo sistema, em até 4 h, possibilitando a migragdo do farmaco da
membrana para o fluido supercritico (CO,-etanol) devido a maior afinidade. Neste sistema
também se verificou que a pressao teve efeito significativo no sistema, além da interagéo

entre esta e a temperatura.

Analisando os efeitos de cada variavel para a incorporacdo de piroxicam nas
membranas de quitosana-guar (Figura 4.34), verificou-se que a pressdao tambéem
apresentou efeito significativo neste sistema. O experimento 7 também foi o que
apresentou o melhor resultado, porém menor em comparacdao com as demais
formulagcdes de membranas. Uma hipétese € o intumescimento no fluido supercritico ser
menor nestas membranas (mesmo comportamento observado com solugdes aquosas).
Também ha a possibilidade de interagdo do farmaco com os grupos carboxila dos demais
polidnions, enquanto que a goma guar apresenta apenas hidroxilas.

Diagrama de Pareto dosefeitos padroniados, Varidvel: incorporagdo mg/g
Planejamento 2**(3-0); MS Erro Puro = 0,1424122
DV: incorporagédo mg/g

(2)Pressdo | 10,27267

1by2 b -5,34152

(1)Temperatura | -5,14077

(3)Tempo | 1,065643
2by3 | ,6521582
1by3 ,6334162

p=,05

Efeito estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.33: Diagrama de Pareto dos efeitos da incorporagcdo de piroxicam em

membranas de quitosana e pectina utilizando etanol como cossolvente.
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Diagrama de pareto dos efeitos padronizados. Variavel: incorporagdo (mg/g)
Planejamento 2**(3-0); MS Emo Puro = 0,047537
DV:incorporagao (mg/g)

|5.912655

s

(2)Pressdo

1by2 | ~ |1.71656-

2by3 |

(1)Tempo

(3)Temperatura |

1by3 |

p=,05
Efeito estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.34: Diagrama de Pareto dos efeitos da incorporagdo de piroxicam em

membranas de quitosana e goma guar utilizando etanol como cossolvente.

Mesmo na condigdo em que as maiores razfes massicas farmaco/membrana
foram atingidas (experimento 7 para todas as formulagbes) os experimentos utilizando
tecnologia supercritica apresentaram baixa eficiéncia de incorporagdo (Tabela 4.16),
resultado do tipo de procedimento utilizado. Nesta metodologia € necessario que o
ambiente interno da célula, composto de CO, e etanol, esteja saturado com o farmaco, a
fim de facilitar a entrada deste na matriz polimérica. Em vista disso, um excesso de
farmaco é utilizado no processo, porém o piroxicam remanescente no sistema, que nao foi
impregnado no polimero, pode ser recuperado e utilizado novamente sem a necessidade
de evaporacao do solvente (o etanol € arrastado durante a despressurizagao). Para uma
melhor eficiéncia de incorporacdo, pode-se utilizar um namero maior de amostras,
ocupando de forma mais eficaz o espaco livre no reator, mas de forma a nao

comprometer a agitagéo do fluido supercritico.
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Tabela 4.16: Dados obtidos para a incorporagcao de piroxicam por tecnologia supercritica
referentes ao experimento 7 (40°C, 300 bar e 14 h de contato, amostras de 1 x 1 cm?).

Farmaco adicionado  Farmaco retido na Eficiéncia de
Membrana . -
na célula (mg/g) membrana (mg/g) incorporacao (%)
Quitosana Xantana 442,86 5,8131 1,31
Quitosana Pectina 346,81 4,3533 1,26
Quitosana Guar 293,37 1,2612 0,43

4.2.2.4. Analise da cinética de liberacdo de piroxicam

A cinética de liberacdo do farmaco das membranas (Figura 4.35) foi similar a
cinética encontrada para o diclofenaco de sédio, em que o farmaco é liberado quase que
em sua totalidade na primeira hora de contato. Bazzo et al. (2009) também observaram a
rapida liberacdo de piroxicam incorporado em microparticulas de quitosana e poli(3-
hidroxibutirato) e associararam este comportamento a rapida difusdo do farmaco pela
matriz polimérica e a distribuicao preferencial deste na superficie. Foram observadas
modificacdes discretas no formato das curvas de liberacdo de membranas, principalmente
na incorporagdo por adicdo na mistura. Neste caso, a liberagdo ocorreu um pouco mais
lentamente e de forma mais continua do que nas outras metodologias, provavelmente
devido a forma de dispersdo de farmaco no interior da matriz. Observa-se também que a
micronizacdo do farmaco em sua forma agulha na impregnagéo supercritica favorece a
liberagdo mais lenta do que no caso da metodologia de absor¢do, em que o piroxicam

encontra-se na superficie na forma cubica.

104



80

—e&— Incorporacio por adigdo a mistura (a)
70 1 —&— Incorporagdo por absor¢do de solugao
= 60 - —aA— Impregnagdo em condig¢Bes supercriticas
X
£
E I ] ] ] 1
©
8 [ I [ ) I
()]
2
£
S
%
2
=
Tempo (h)
120
(b)
100 - L 0
g 80 -
o)
T
o
o 60
2
£
(0]
s 40 -
_g —&— Incorporacgdo por adigdo a mistura
a.
20 —8— Incorporagdo por absor¢do de solucdo
4 —A— Impregnacdo em condigGes supercriticas
0 T T T
0 0,5 1 1,5 2

Tempo (h)

Figura 4.35: Liberagao de piroxicam incorporado pelas trés metodologias nas membranas
quitosana-xantana em termos de (a) mg de farmaco/g de membrana e de (b)
percentagem: (®) Incorporagao por adicdo de 55 mg a mistura, (®) Incorporagao por
absorcdo de solucdo de 1,2 mg/mL e (A) Impregnacdo em condicdes supercriticas
(experimento 7 com etanol como cossolvente).
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4.2.3. Incorporacao de cetoprofeno nas membranas

O cetoprofeno, assim como o piroxicam, € insolUvel em agua e tanto os estudos
de incorporacao por adicdo na mistura polimérica como por absorcao em solucédo foram
realizadas com o farmaco solubilizado em etanol. Os dados referentes a curva analitica

deste farmaco encontram-se no Anexo 3.

4.2.3.1. Adigdo do farmaco a mistura polimérica

A incorporagéo por adi¢cdo do cetoprofeno foi feita através do uso de uma solugéo
de etanol (10 mL) contendo uma concentracao de farmaco ja estabelecida a fim de se
obter concentragdes finais de 11 e 27 mg de farmaco por grama de membrana QP e 22 e
55 mg por grama das membranas QX e QG. Na Tabela 4.17 estdo apresentados os
resultados obtidos para a eficiéncia de incorporagéao do cetoprofeno.

Tabela 4.17: Dados obtidos para a incorporacao de cetoprofeno por adicdo na mistura

polimérica das membranas.

Membrana Farmaco Perda durante Farmaco retido na  Eficiéncia de
adicionado (mg/g) alavagem (%) membrana (mg/g) incorporagao (%)

Quitosana 22,22 41,63 + 0,85 10,19 £ 0,60 45,89
Xantana 55,56 52,15+ 2,52 26,62 + 1,23 47,90
Quitosana 11,11* 28,51 £ 2,14 7,68 + 0,49 69,16
Pectina 27,78" 26,39 + 0,97 20,33 + 1,87 73,18
Quitosana 22,22 23,13 £ 1,86 0,27 £ 0,03 1,24
Guar 55,56 23,47 +1,78 0,69 0,22 1,24

*A membrana de quitosana e pectina possui duas vezes mais massa polimérica que as outras
membranas, diminuindo a razao farmaco/membrana adicionada.

Observa-se através dos dados apresentados na Tabela 4.17 que este farmaco
apresentou alta liberagdo durante a lavagem das membranas, ndo seguindo o

comportamento dos farmacos anteriores. Era esperado que cetoprofeno fosse capaz de
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interagir com as cadeias de quitosana presentes na membrana devido ao grupo
carboxilico de sua estrutura. Entretanto este apresenta pKa igual a 4,5 e, nas condi¢cdes
em que € adicionado a membrana (pH médio da mistura polimérica é igual a 3,8), nao
apresenta este grupamento ionizado, impedindo qualquer interagcdo com 0s grupos amina
da quitosana. Outro fator que pode ter contribuido para a alta liberacdo em &agua é a
solubilidade do cetoprofeno neste meio, 0,13 g/L (Khaleel et al., 2011), muito superior a
do piroxicam, de 0,02 g/L (Karatas et al., 2005), facilitando assim a solubilizacdo do
farmaco. Esta perda de farmaco durante as imersdes em agua foi mais intensa nas
membranas QX do que nas que continham pectina, provavelmente devido a maior relagao
farmaco/polimero apresentada por estas. Nas membranas QG a eficiéncia foi muito baixa,
neste caso também supostamente relacionada a etapa de neutralizagdo, visto que o
cetoprofeno é sollvel neste meio. Nas Figuras 4.36 a 4.38 estdo apresentadas as
microscopias das membranas preparadas na presenca de cetoprofeno. E possivel
observar o farmaco nestas membranas em concentragdes muito menores do que 0s
anteriores provavelmente devido a alta liberagao durante a lavagem, em que o farmaco

contido nas camadas externas da membrana foi solubilizado, dificultando a visualizagdo.

S 20pm H |
Figura 4.36: Superficie (A) e secgao transversal (B) das membranas de quitosana-xantana

preparadas na presenca de (a) 22 mg/g e (b) 55 mg/g de cetoprofeno.
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Figura 4.37: Superficie (A) e secgao transversal (B) das membranas de quitosana-pectina
preparadas na presencga de (a) 11 mg/g e (b) 27,7 mg/g de cetoprofeno.

Figura 4.38: Superficie (A) e secgao transversal (B) das membranas de quitosana-guar
preparadas na presencga de (a) 22 mg/g e (b) 55 mg/g de cetoprofeno.
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4.2.3.2. Incorporagao por absorgdo do farmaco em solugéo

A incorporacao por absorcao ocorreu apos a preparacao das membranas pelo
contato destas com uma solucéo de cetoprofeno em etanol. Estdo sumarizados na Tabela
4.18 os dados resultantes da andlise de eficiéncia do processo de incorporagao através
da extracdo de cetoprofeno em PBS e nas Figuras 4.39 a 4.41 estdo apresentadas as
microscopias eletrbnicas de varredura das membranas expostas a solucdo de

cetoprofeno.

Os dados apresentados na Tabela 4.18 mostram a baixa eficiéncia de
incorporacdo deste farmaco, mesmo comportamento observado para o piroxicam e
relacionado com o uso de etanol como solvente. Nas Figuras 4.39Ab e 4.39Bb é possivel
observar precipitados na membrana, sugerindo a presenga do farmaco na superficie,
entretanto nas demais membranas isto ndo ¢é observado, provavelmente por

apresentarem menor concentracao de cetoprofeno.

Tabela 4.18: Dados obtidos para a incorporac¢ao de cetoprofeno por absorgcao de solugéo

etandlica pelas membranas.

Concentracao inicial Farmaco Farmaco retidona  Eficiéncia de

Membrana de farmaco no adicionado membrana incorporacao
solvente (mg/mL) (mg/g) (mg/g) (%)
Quitosana 2,0 532,39 2,23 + 0,27 0,47
xantana 5,0 1232,54 7,70 £ 0,60 0,62
Quitosana 2,0 344,63 2,14 £ 0,79 0,62
Pectina 5,0 638,84 4,85 + 1,04 0,76
Quitosana 2,0 269,66 1,28 + 0,26 0,48
Guar 5,0 780,03 3,71 £0,64 0,48
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Figur.39: Superficie (A) e secgao transversal (B) das membranas quitosana-xantana
expostas a solucao de cetoprofeno: (a) 2 mg/mL e (b) 5mg/mL.

Figura 4.40: Superficie (A) e seccao transversal (B) das membranas quitosana-pectina
expostas a solucao de cetoprofeno: (a) 2 mg/mL e (b) 5mg/mL.
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Figura 4.41: Superficie (A) e secgao transversal (B) das membranas quitosana-guar
expostas a solucao de cetoprofeno: (a) 2 mg/mL e (b) 5mg/mL.

4.2.3.3. Impregnacao com CO; supercritico

Nos testes iniciais de impregnagao com cetoprofeno utilizaram-se as membranas
quitosana-xantana testando-se a adicdo do cossolvente etanol a 5% base molar em
relacédo ao CO, conforme utilizado para o farmaco piroxicam. No caso do cetoprofeno nao
foi verificada uma impregnagédo satisfatéria (0,15 mg de cetoprofeno por grama de
membrana nas condigcbes de 40°C e 300 bar), indicando que o cossolvente pode ter
arrastado o farmaco durante a descompressdo. Para os testes seguintes fez-se um
planejamento experimental linear com duas variaveis (2°), sendo elas a temperatura e a
pressdo de operagdo sem cossolvente e com 0,5% molar de etanol. A estratégia de
reducdo da quantidade de cossolvente foi concebida em funcao da andlise de dados

preliminares, que mostraram ser possivel incorporar uma quantidade maior de farmaco
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apenas com o etanol residual nas linhas do equipamento. Os resultados estao

apresentados na Figura 4.42.

E possivel observar que em todas as condigbes do planejamento a adicdo de
0,5% de etanol foi favoravel a incorporacao do cetoprofeno, quando em comparagcao com
0os experimentos realizados na auséncia do cossolvente. Provavelmente o etanol
contribuiu para a solubilizagdo do cetoprofeno sem causar contragdo nas cadeias dos

polimeros e arraste do farmaco durante a descompresséo.

25

mSem etanol O Com etanol (0,5%)

Cetoprofenoincorporado {mg/g)

Experimento

Figura 4.42: Comparacao da incorporacao de cetoprofeno por impregnacao supercritica
nos experimentos com membranas de quitosana-xantana utilizando ou néo etanol como
cossolvente Experimento: 1 (150 bar e 40°C), 2 (150 bar e 50°C), 3 (300 bar e 40°C) e 4
(300 bar e 50°C).

Na Figura 4.43 estdo apresentadas as micrografias do experimento 4 na
auséncia ou presencga de etanol. Observa-se na Figura 4.43Aa um fragmento cristalizado
de cetoprofeno precipitado na superficie da membrana, enquanto que na Figura 4.43Ab o
mesmo nao é visivel. Entretanto nota-se a formacgao de pequenos glébulos (com diametro
entre 1 e 10 ym) na superficie das amostras que foram processadas na presenga do
cossolvente etanol. Tal formagcao pode estar relacionada com a maior incorporagao de
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farmaco neste caso (20 mg/g) em comparacao com o experimento sem cossolvente (8
mg/g). Os polimeros tendem a intumescer na presenca de CO, supercritico e retornar a
sua forma original apés a lenta despressurizacao. Porém, com a presenca de uma
quantidade maior de cetoprofeno no interior da matriz, o retorno dos polimeros a sua
forma inicial pode ter sido comprometido.

Figura 4.43: Superficie (A) e secgao transversal (B) das membranas quitosana-xantana
expostas a impregnacao de piroxicam com CO, supercritico: (a) sem a adigdo de

cossolvente e (b) com etanol como cossolvente.

Para uma melhor compreensdao dos efeitos da pressdo e da temperatura na
incorporacao de cetoprofeno na presenga do cossolvente etanol, foram adicionados ao
planejamento trés pontos centrais, nas condi¢cbes de 225 bar e 45°C. Na Tabela 4.19
estdo apresentados os resultados da incorporacao de cetoprofeno e sua eficiéncia nos

diferentes niveis testados para as membranas de quitosana e xantana.

Fez-se uma analise estatistica dos resultados obtidos para determinar
matematicamente a influéncia das variaveis estudadas e obter o diagrama de pareto dos
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efeitos das condicbes de operacdo na incorporacdo de cetoprofeno (Figura 4.44).
Analisando-se esta Figura, observa-se que as variaveis tiveram efeito positivo na
incorporacao do farmaco. Entretanto apenas a pressao apresentou um efeito significativo
no sistema de acordo com o diagrama de pareto, sendo este trés vezes maior que o efeito
da temperatura. De acordo com Sabegh et al. (2012), ambas as variaveis tem efeito direto
e positivo na solubilidade do cetoprofeno em diéxido de carbono supercritico. Este
comportamento esta associado a maior densidade do diéxido de carbono quando em
maiores pressdes, aumentando a capacidade de solvatacdo no meio e
consequentemente, a solubilidade do farmaco. O aumento da temperatura nas faixas
estudadas ocasiona diminuicdo da densidade do fluido supercritico, entretanto eleva a
pressao de vapor havendo assim competicdo destes dois fatores no efeito da temperatura
na modificagdo da solubilidade do cetoprofeno. Neste caso e nas condigbes testadas
pelos autores, o efeito da temperatura na pressao de vapor é dominante em relagdo a
diminuicao da densidade, elevando a solubilidade do cetoprofeno (Sabegh et al., 2012). A
eficiéncia de incorporagdo nao apresentou variagao expressiva entre os experimentos (4-
5,5%). Cortesi et al. (2000) observaram eficiéncia de incorporacdo de cetoprofeno em
torno de 8% para matrizes de PMMA, aumento este devido a maior capacidade de
intumescimento desta matriz frente ao diéxido de carbono supercritico em comparacao

com as membranas deste trabalho.

Tabela 4.19: Condi¢cdes e resultados do planejamento experimental de incorporacao de

cetoprofeno nas membranas utilizando etanol como cossolvente.

_ Pressao Temperatura Incorporagdo em Eficiéncia de
Experimento . =
(bar) (°C) membrana QX (mg/g) incorporacao (%)
1 150 40 8,28 5,14
2 150 50 9,27 5,26
3 300 40 14,36 3,98
4 300 50 20,00 5,04
5 225 45 10,60 4,27
6 225 45 10,19 4,08
7 225 45 11,96 4,07
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Uma vantagem na utilizagdo desta metodologia € a capacidade de reducao da
contagem microbiana do material ou mesmo a inativacdo de virus patogénicos em

decorréncia do contato do material com o fluido supercritico (Perrut, 2012).

Diagrama de pareto dos efeitos padronizados. Variavel: incorporagédo (mg/g)
Planejamento 2**(2-0); MS Erro puro = 0,8584333
DV: incorporagédo (mg/g)

(2)Pressao 9,07161

(1)Temperatura

1by2 b ,509399

[}
I
:
3,5779
I
]
]
I
I
I
]
]
I
I
]
]
]
]
1

p=,05

Efeito estimado (Valorabsoluto)

Figura 4.44: Diagrama de Pareto dos efeitos da incorporagdo de cetoprofeno em

membranas de quitosana e xantana por impregnagao supercritica.

4.2.3.4. Analise da cinética de liberacdo de cetoprofeno

A cinética de liberagdo do farmaco nas membranas (Figura 4.45) foi similar a
cinética encontrada para o diclofenaco de sédio e para o piroxicam, em que o farmaco é
liberado quase que em sua totalidade na primeira hora de contato. Bazzo et al. (2009)
também observaram este comportamento em microparticulas de quitosana e poli(3-
hidroxibutirato) e relacionaram com a rapida difusdo do farmaco pela matriz polimérica e
com a distribuicao preferencial deste na superficie. Wang et al. (2011) associam a rapida

liberagao inicial de cetoprofeno em filmes microfibrosos de quitosana a capacidade de
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intumescimento do filme no meio de liberacdo e a pouca interacdo entre o farmaco
hidrofébico e o polimero hidrofilico. Nao foram observadas modificagbes na cinética de

liberagéo do cetoprofeno quando este foi incorporado por diferentes metodologias.
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Figura 4.45: Liberacdo de cetoprofeno incorporado pelas trés metodologias nas
membranas quitosana-xantana em termos de (a) mg de farmaco/g de membrana e de (b)
percentagem: (#) Incorporagdo por adicdo de 55 mg a mistura, (®) Incorporagao por
absorcdo de solugcdo de 5 mg/mL e (A) Impregnacdo em condigcdes supercriticas

(experimento 4 com etanol como cossolvente).
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5. CONCLUSOES

A associacao de quitosana com outros polissacarideos visando a producao de
membranas foi alcangcada com sucesso, sendo possivel a producdo de membranas
estaveis com xantana, pectina e goma guar. A associagdo de quitosana com goma
arabica ndo resultou em membranas estaveis, rompendo-se com facilidade quando em

contato com agua.

Os resultados obtidos para as membranas de quitosana-xantana indicaram que
podem ser obtidas membranas com capacidade de absor¢do de 4gua de até 64 g/g de
membrana, com perda de massa maxima (em agua) de até 22%, permeabilidade ao
vapor em torno de 1,5 Kg m®.dia™, resisténcia a tracdo de 6 MPa e alongamento na
ruptura em torno de 2,5%. Através dos espectros de FTIR é possivel supor que houve

interagcao entre os polimeros e formagéao de um complexo polieletrdlito.

As membranas de pectina apresentaram capacidade de absorgéo de solugbes de
até 125 g/g de membrana, comperda de massa maxima (em agua) de até
34%, permeabilidade ao vapor em torno de 1,7 kg m?.dia™, resisténcia a tracdo de 10
MPa e alongamento na ruptura em torno de 3%. Através da analise dos termogramas

verificou-se a complexacdo da quitosana com a pectina.

Os resultados obtidos para as membranas de quitosana-guar indicaram que
membranas com baixa capacidade de absorcao de solugdes (até 2 g de H,O por grama
de membrana), comperda de massa maxima de até 8% (em fluido corpéreo
simulado), permeabilidade ao vapor em torno de 1,2 kg m2.dia”, resisténcia a tragao de
24 MPa e alongamento na ruptura em torno de 3,3% podem ser obtidas.

Todas as formulacées de membranas se mostraram biocompativeis em relacao a
citotoxicidade e hemocompatibilidade. Estas apresentaram boa capacidade de
coagulagao de sangue, caracteristica importante para um curativo. As membranas QX e

QP foram eficazes como barreira para bactérias e ndo promoveram seu crescimento.

A incorporagdo de anti-inflamatérios nas membranas produzidas resultou em
comportamentos distintos para cada farmaco frente as diferentes metodologias. O
diclofenaco de sodio teve boa eficiéncia de incorporacao por adicdo em membranas QX e
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QP (mais de 90%). Em contrapartida, o diclofenaco de sddio, por se tratar de um farmaco
hidrofilico, ndo apresentou as caracteristicas necessdarias para a incorporacao por
tecnologia supercritica. De forma geral, as menores eficiéncias foram alcangcadas com as

membranas QG devido a sua densa estrutura polimérica.

A incorporacao de piroxicam foi conseguida com sucesso utilizando o processo
com fluido supercritico e os resultados foram promissores, demonstrando que a técnica
pode ser utilizada nas membranas biopoliméricas. Todavia, a incorporagéao por absorcao
nao apresentou resultados satisfatérios (eficiéncias menores que 1%), possivelmente
devido ao carater hidrofébico deste farmaco. A incorporacdo por adicdo durante a
preparacao da membrana foi a metodologia com melhores resultados, tanto em relagdo a
eficiéncia, quanto a quantidade final de farmaco presente nas membranas. Também neste
caso ndo se obteve resultados satisfatérios para a membrana QG em comparagéo as

demais formulagoes.

O cetoprofeno apresentou resultados para a incorporagdo semelhantes entre as
técnicas de adicdo a mistura polimérica e impregnacgao supercritica (maximos de 27 e 20
mg/g, respectivamente) e desempenho abaixo do esperado quanto incorporado pela
metodologia de absorcao de solugao (maximo de 7 mg/g).

Nas condicdes testadas, todos os farmacos apresentaram liberacdo na primeira
hora de contato, demonstrando que as membranas produzidas n&o apresentam

capacidade de controle da liberacdo do agente ativo.

5.1. Sugestoes para trabalhos futuros

Para a continuidade deste trabalho, sugere-se:

- Avaliar a adicdo de um agente reticulante na formagédo de membranas de quitosana e

goma arabica para melhorar a estabilidade da mesma em agua;

- Misturar mais de dois polissacarideos entre si a fim de obter propriedades

intermediarias, como no caso quitosana-guar-pectina;
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- Estudar o uso de um polimero sintético como um dos constituintes da membrana para

melhorar suas caracteristicas mecanicas;

- Realizar ensaios in vitro para avaliar a biocompatibilidade das membranas contendo os

farmacos testados;

- Estudar o uso de uma técnica de encapsulacdo dos farmacos em particulas antes de

adiciona-los na mistura polimérica com o intuito de retardar sua liberacao;

- Estudar diferentes proporcées de etanol/CO, na impregnagcdo supercritica a fim de
aumentar a quantidade de farmaco impregnado e melhorar a eficiéncia do processo;

- Estudar o escalonamento do processo de impregnacao supercritica a fim de melhorar o

rendimento do processo;

- Realizar ensaios in vivo para avaliar o efeito da adicdo dos anti-inflamatérios nas

membranas.
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ANEXO |

Tabela Al.1: Perda de massa durante o processo de preparacao das membranas.

Massa inicial Massa Total de Perda de Perda de Perda na Massa final da
Membrana de quitosana inicial de X,  polimero massadurante  massa no lavagem membrana
(9) P ou G (g) inicial (g) o processo (%)  corte (%) (%) (9)
Quitosana-
0,45 0.45 0,9 963+158 17,18+0,36 1,14+0,08 0,65+0,02
xantana
Quitosana-
) 0,9 0.9 1,8 725+0,67 1503+1,12 495+1,18 1,31 0,12
pectina
Quitosana-
0,45 0,45 0,9 9,00 +£0,16 6,09+0,04 542+163 0,72+0,02
guar

Perda de massa durante o processo: material que fica aderido a superficie do reator, impelidor e
kitassato; Perda de massa no corte: corte realizado na membrana para retirada das bordas que
formam durante a secagem na placa.

2,0 -
-
E 16 -
(@]
£ y =1,4132x
£ Re = 0,9994
5 08
2
£ 041
[}
I
= 0,0 ‘ ‘
0,00 0,50 1,00 1,50

Absorbancia

Figura Al.1: Curva de calibracdo da concentragcao de hemoglobina utilizada nos
ensaios de potencial hemolitico.
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ANEXO Il

Figura All.1: Ensaio de formagdo de halo de inibicdo pelas membranas de: (a)
quitosana-xantana, (b) quitosana-pectina e (¢) quitosana-guar utilizando bactérias
Pseudomonas aeruginosas.
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Figura All.2: Ensaio de formagdo de halo de inibicdo pelas membranas de: (a)
quitosana-xantana, (b) quitosana-pectina e (c) quitosana-guar utilizando bactérias
Staphylococcus aureus.
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Figura All.3: Ensaio de permeacédo de bactérias Pseudomonas aeruginosas atraves
das membranas de: (a) quitosana-xantana, (b) quitosana-pectina e (c) quitosana-guar.
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Figura All.4: Ensaio de permeacado de bactérias Staphylococcus aureus através das
membranas de: (a) quitosana-xantana, (b) quitosana-pectina e (c) quitosana-guar.
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ANEXO IlI

Tabela Alll.1: Comprimentos de onda utilizados para a quantificacdo dos farmacos

solubilizados nos diferentes solventes utilizados.

Comprimento de onda (nm)
Farmaco / solvente

Agua Etanol PBS

Diclofenaco de sédio 274 - 275
Piroxicam - 309 335
Cetoprofeno - 254 260

Tabela Alll.2: Relagdes obtidas entre as concentragdes de farmacos solubilizados em
diferentes solventes e as absorbancias das solucdes utilizadas para a quantificacdo dos

farmacos.

Equagao da curva padrdo e R?
Farmaco / solvente

Agua ou Etanol PBS
C=231,088A C =29,483 A
Diclofenaco de sédio

R2=0,9999 R2=0,9999

C=20,378 A C=22122 A
Piroxicam

R?=0,9956 R2=0,9994

C=18,078 A C=13313A
Cetoprofeno
R2=0,9982 R2=0,9999

C - concentragao (ug/ml); A — absorbéancia
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ANEXO IV

2,5
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Ag

—e— 2 bar/min

Diclofenaco Liberado (mg/g)

—&—5 bar/min

0 —a— 10 bar/min
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Figura AIV.1: Liberagcdo em PBS de diclofenaco de sodio incorporado por tecnologia
supercritica nas membranas quitosana-xantana utilizando taxa de despressurizagdo de

(#) 2 bar/min, (®) 5 bar/min e (4) 10 bar/min.
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