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RESUMO

Polimeros biodegraddveis estdo sendo amplamente aplicados na constitui¢do de curativos para o
tratamento de lesdes de pele de diferentes origens, estando a quitosana e o alginato dentre os mais
estudados. A associacdo de alginato e quitosana em curativos pode atuar de maneira positiva na
absor¢do de fluidos das lesdes, além de propiciar a incorporacdo de farmacos. Entretanto, a
flexibilidade do dispositivo é baixa e o processo de obtencdo € lento em funcdo de etapas como a
correcdo do pH para a neutralidade, secagem e reticulacdo. Neste trabalho teve-se por objetivo
melhorar as propriedades mecanicas de membranas de quitosana e alginato pela incorpora¢do de um
gel de silicone comercial (Silpuran® 2130 A/B), avaliar os efeitos da corre¢iio do pH em etapa tnica,
da temperatura de secagem e também da eliminacdo das etapas de reticulacdo nas caracteristicas de
membranas de quitosana e alginato na presenca e auséncia de AlphaSan®RC2000, um agente
microbicida a base de prata. As membranas foram caracterizadas quanto a espessura, a absor¢do de
fluidos, a perda de massa quando expostas a diferentes fluidos fisioldgicos e a resisténcia mecanica.
Andlises complementares de FTIR e EDS também foram realizadas. Os resultados obtidos mostraram
que as membranas secas a 60 °C apresentaram superficie mais lisa que as secas a 37 °C. A espessura
diminuiu com a corre¢io do pH para 7,0 e aumentou na presenca de AlphaSan®RC2000. Para as
formulacdes livres do antimicrobiano, a elevacdo do pH aumentou a absorcao de soro fetal bovino e
solucdo salina e aumentou também a perda de massa nesta tltima solucdo. J4 as amostras obtidas na
presenca de AlphaSan® RC2000 apresentaram aumento na absorcio de dgua. A elevacio da
temperatura reduziu somente a perda de massa apds o contato com a dgua. A reticulagc@o, apos a
secagem, com CaCl, a 2% mostrou-se indispensdvel para a estabilizacdo das membranas, resultando
em materiais com aspecto mais rugoso e maior espessura. A absorcdo de fluidos, a estabilidade em
diferentes fluidos e a resisténcia mecanica diminuiram tanto na presenga quanto na auséncia de prata.
Andlises por EDS e FTIR mostraram que tanto o AlphaSan® RC2000 quanto o Silpuran® 2130 A/B,
ndo sdo removidos apds a etapa de lavagem das membranas. As formulacdes contendo o composto
siliconado, apresentaram-se mais homogéneas, flexiveis e com maior cariter adesivo, assim como
menor espessura. A absorcdo de solucdes por estas formulacdes foi menor e a estabilidade em solucao
foi maior. A resisténcia mecanica aumentou significativamente com a incorporacdo de silicone,
atingindo-se uma tensdo de ruptura méxima de 63 MPa. Dessa forma, € vidvel a diminui¢do do tempo
de processamento das membranas pelo ajuste do pH em etapa unica, pelo uso de temperaturas mais
elevadas de secagem e pela eliminacdo da etapa de reticulagdo primdria. A incorporacdo de
Silpuran®2130 A/B mostrou-se uma boa alternativa para a melhora das propriedades mecanicas dos

curativos de quitosana e alginato.

Palavras-chave: quitosana, alginato, curativos, gel de silicone, lesées de pele, prata.
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ABSTRACT

Biodegradable polymers are widely applied in the constitution of dressings for treating various types
of skin lesions, being chitosan and alginate two of the most studied raw materials. The association
between alginate and chitosan in wound dressings can act positively in the absorption of fluids from
lesions, allowing also the incorporation of drugs. However, the device flexibility is frequently low
and its production is time-consuming due to steps such as adjusting the pH to neutrality, sample
drying and crosslinking. This study aimed to improve the mechanical properties of chitosan-alginate
wound dressings by incorporating a commercial silicone gel (Silpuran® 2130 A/B)and to evaluate the
effects of pH correction in one step, of the drying temperature and also of the elimination of the
crosslinking steps in the characteristics of chitosan-alginate membranes obtained in the presence and
absence of AlphaSan® RC2000, an antimicrobial agent containing silver in its composition. The
membranes were characterized regarding thickness, absorption of fluids, mass loss in different fluids
and mechanical resistance. Complementary analyzes of FTIR and EDS were also performed. The
results showed that membranes dried at 60 °C presented smoother surfaces than when dried at 37 °C.
Membrane thickness decreased with the correction of the pH to 7,0 and increased in the presence of
AlphaSan® RC2000. For formulations free of the antimicrobial agent, the pH adjustment increased
bovine fetal serum and saline solution absorption, increasing also sample mass loss in the latter
solution. Devices containing AlphaSan® RC2000, on the other hand, had increased water absorption.
The increase of drying temperature, however, reduced mass loss due to prolonged contact with water.
The crosslinking with CaCl2 2% after a drying step was shown to be essential for membrane
stabilization, conducting to materials with less smooth surfaces and with greater thickness. The
absorption of fluids decreased for samples prepared both in the presence and absence of silver, as did
membrane stability and mechanical properties. EDS and FTIR analyzes showed that both AlphaSan®
RC2000 and Silpuran® 2130 A/B were not removed from the membranes after the washing step. The
formulations incorporating the silicone compound showed more homogeneous surfaces, greater
flexibility and adhesivity, as well as lower thickness. The solution absorption was lower and
membrane stability was higher for those devices. The mechanical strength increased with the
incorporation of silicone, reaching a maximum of 63 MPa. Thus, it is viable to decrease the
processing time of the membranes by pH adjustment in a single step, through the use of higher
temperatures during drying and by the eliminating of the primary crosslinking step. The incorporation
of Silpuran® 2130 A/B proved to be a good alternative for the improvement of the mechanical

properties of chitosan and alginate dressings.

Keywords: chitosan, alginate, wound dressings, silicone gel, skin lesions, silver.
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1. INTRODUCAO

A procura por maior conforto do paciente vitimado por traumas ou patologias tem
originado a necessidade de alternativas para uma ripida e eficiente cicatrizacdo de lesdes. Com
grande destaque neste contexto estd o uso dos biomateriais, definidos como materiais que por si
s6 ou como parte de um sistema complexo sdo usados para dirigir, por controle das interagdes
com os componentes dos sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou de

diagnéstico (Williams, 2009).

Os biomateriais podem ser de origem sintética ou natural. O uso de materiais sintéticos
pode originar residuos que dificultam a recuperagdo da lesdo. Essa limita¢do pode ser diminuida
pelo uso de dispositivos produzidos a partir de variados tipos de compostos poliméricos naturais,
uma vez que estes geralmente sdo biocompativeis e biodegraddveis (Dallan, 2005; Bueno e
Moraes, 2011; Sionkowska, 2011). A escolha por biopolimeros vem sendo também apontada na
area de curativos por serem estes capazes de manter um microambiente controlado no local da
lesdo. Dentre os biopolimeros, quitosana e alginato sdo amplamente utilizados para este fim

(Costache et al., 2010; Dantas et al., 2011; Arockianathan et al., 2012).

A quitosana consiste de um copolimero catidnico derivado da quitina, um componente do
exoesqueleto de crusticeos, com unidades de N-acetil glicosamina e D-glicosamina. E conhecida
no campo do tratamento de feridas por suas propriedades hemostdticas, por estimular a
proliferacdo celular e por ter propriedades bactericidas e fungicidas (Chen et al., 2012; Paul e
Sharma, 2004). O alginato € um biopolimero anidnico obtido de algas marrons, composto por
blocos de (1,4)B-D-manuronato (M) e a-L-guluronato (G). Seu uso na constituicdo de curativos é
importante devido ao ambiente imido que proporciona ao ferimento, facilitando a re-epitelizacao.
Os ions sédio no fluido da ferida convertem, lentamente, o alginato reticulado do curativo em
uma soluc¢do viscosa de alginato de sodio e aliviando a dor (Lee e Mooney, 2012; Goh et al.,

2012).

Quando misturados em fase aquosa, a quitosana e o alginato combinam-se
espontaneamente por forte atracdo eletrostatica, formando um complexo polieletrélito (PEC)

(Verma et al., 2011). Nesta complexacao, as carboxilas do alginato interagem ionicamente com
1



as aminas protonadas da quitosana, aumentando a tendéncia de intumescimento e melhorando a
resisténcia estrutural e a estabilidade mecanica do material (Li et al., 2009). Rodrigues (2008)
preparou membranas de quitosana e alginato e constatou maior estabilidade a altera¢des de pH,
absor¢do de fluidos mais intensa, além de boa eficicia para a liberacdo controlada de farmacos.
Porém, apesar de existirem boas caracteristicas na utilizacdo de PECs a base de quitosana e
alginato, algumas limitacOes como a baixa resisténcia mecanica e a reduzida flexibilidade podem

consistir em problemas durante o0 manuseio e a estocagem do material, por exemplo.

O uso de agentes antimicrobianos desempenha um papel fundamental no controle e
terapia de infecgdes de pele, uma vez que inibe o crescimento de microrganismos no local da
lesdo, resultando em um microambiente mais adequado para a cura (Luo er al., 2008). O
AlphaSan® RC2000 é um agente antimicrobiano disponivel comercialmente que consiste de
fosfato hidrogenado de zirconio, sodio e prata. A prata € o componente ativo e € eficaz contra um
largo espectro de microrganismos, € sua utilizacdo reduz o risco de infeccdo (Schrijver, et al.,

2007), sendo possivel sua incorporagdo em membranas de quitosana e alginato (Girata, 2011).

Sao observadas varias oportunidades de melhoria do produto que combina membranas de
quitosana e alginato com AlphaSan® RC2000, produto este ja registrado na ANVISA pela
empresa LM Farma Indudstria e Comércio Ltda (Sdo José dos Campos, SP, Brasil) apds
desenvolvimento em parceria com o Laboratério de Engenharia de Biorreacdes e Coldides
(LEBC/Unicamp). Devido ao fato de a quitosana se dissolver em solugdes acidificadas,
membranas consistindo de complexos secos de quitosana e alginato devem ter seu pH
neutralizado antes do uso para ndo causar irritacdo na lesdo. Esta etapa alonga o tempo de
processamento do material, e o mesmo se aplica a etapa de secagem do dispositivo,
costumeiramente efetuada a 37 °C por cerca de 20 horas (Rodrigues, 2008; Bueno e Moraes,
2011; Girata, 2011). Outra etapa que poderia ser suprimida do processamento € a reticulacao
primdria e secunddria das membranas com fons cdlcio, o que pode ser feito com sucesso se 0
agente antimicrobiano adicionado a membrana desempenhar também a fung¢do de agente
reticulante. Além do mais, ha a necessidade de melhorar a resisténcia mecinica das membranas
de quitosana e alginato que é baixa, o que compromete a flexibilidade e a porcentagem de
alongamento na ruptura da mesma. Tendo em vista tais possibilidades de melhoria do produto,

neste trabalho buscou-se alcancar as metas estabelecidas a seguir, destacando-se que para a
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realizacdo deste trabalho contou-se com o apoio técnico da empresa LM Farma Industria e
Comércio Ltda. (situada em Sao José dos Campos, SP), especializada na produ¢do de curativos e

outros produtos de uso clinico.

1.1.  Objetivos

Este projeto teve por objetivo geral contribuir para os trabalhos realizados na drea de
desenvolvimento de membranas para o tratamento de lesdes dérmicas, tendo como objetivos

especificos:

a) Avaliar os efeitos da corre¢do do pH para a neutralidade apds a etapa de complexacao
e do aumento da temperatura de secagem nas caracteristicas de curativos de quitosana
e alginato contendo AlphaSan®RC2()()0, a fim de minimizar o tempo de obtengdo

destes dispositivos;

b) Averiguar se € possivel eliminar do processamento de membranas contendo

AlphaSam® RC2000 uma ou mais etapas de reticulacdo com ions calcio.

c) Aumentar a resisténcia mecanica das membranas de quitosana e alginato a fim de
tornd-las mais flexiveis e, preferencialmente, eldsticas com a incorporacdo de gel de

silicone comercial, Silpuran® 2130 A/B.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lesoes de pele

A pele, 6rgdo mais externo do corpo, é um tecido vivo que possui seu proprio
metabolismo, contribuindo para o bom funcionamento geral do corpo. Atua como um envelope
de retencdo de 4gua no interior do organismo e como uma barreira contra a penetracdo de agentes
externos. A transferéncia de tais agentes estd associada a variadas questdes, tais como:
contamina¢cdo por microrganismos e produtos quimicos, distribuicdo de medicamentos na
superficie da pele (tratamentos dermatoldgicos) e através da pele (adesivos transdérmicos) e

cuidados e protecdo da pele (cosméticos) (Bolzinger et al., 2012).

Descrito como um material compdsito laminado, a pele é constituida por trés camadas
distintas, conforme indicado na Figura 2.1. A epiderme, camada superior, contém queratindcitos
e € a interface final entre o ambiente externo e o corpo humano, atuando como a primeira barreira
de protecdo contra danos mecanicos e contra a entrada de microrganismos, por exemplo. As
diferentes forcas mecanicas que podem ser aplicadas a epiderme sdo transmitidas para a derme,
que € constituida por fibroblastos e coldgeno, este dltimo responsdvel pela rigidez e resisténcia da
pele. A camada mais profunda, hipoderme, é composta principalmente por gordura, atua como
uma reserva de energia, contribui para o isolamento térmico e também tem papel na plasticidade

da pele (Rolin et al., 2012; Metcalfe e Ferguson, 2007).

As lesdes de pele, particularmente as feridas, podem ser causadas por cirurgias, por
traumas (agentes mecanicos, quimicos ou fisicos) ou por tlceras e possuem grande importancia
clinica em fun¢do da morbidade, da alta freqiiéncia em que ocorrem, dos efeitos da proliferacao
de possiveis contaminantes bacterianos e também do alto custo dos tratamentos, principalmente

se ocorrer demora na cicatrizagdao (Wouk et al., 1998).

Um ferimento pode atingir completamente a derme ou mesmo atingir todo o 6rgdo,
chegando ao tecido celular subcutaneo. A abrangéncia do ferimento vai defini-lo como uma
ferida de espessura parcial ou total. Quando ndo atinge toda a derme, a ferida de espessura parcial

resulta em uma cicatriz praticamente imperceptivel. J4 uma ferida de espessura total atinge a
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derme completa ou se estende a hipoderme; nesse caso, a cicatriz € normalmente perceptivel,

uma vez que hd a necessidade de formacao de um novo tecido (Mandelbaum et al., 2003).

Epiderme

Figura 2.1 — Disposicao das trés camadas da pele.

Embora a restauracdo da continuidade do tecido lesado seja um fendmeno natural, a
infeccdo, a qualidade da cura, a velocidade de cicatrizacdo, a perda de fluidos e outras

complicagdes aumentam o tempo de cicatrizagdo, representando um grande desafio clinico (Paul

e Sharma, 2004).

Segundo Gantwerker ¢ Hom (2012), existem quatro fases na cicatrizacdo de feridas:
hemostasia, inflamacdo, proliferagdo e remodelacdo. A hemostasia é a fase inicial e ocorre de
segundos a minutos apds a lesdo inicial; as plaquetas s@o essenciais nesta fase em que ocorre a
formacdo de codgulo sanguineo. A fase inflamatdria é estabelecida pelo influxo de macréfagos e
linfécitos para o local lesado que, por sua vez, removem os detritos e bactérias da ferida. A fase
proliferativa comeca na forma de reepitelizacdo pelo influxo de queratindcitos, envolvendo assim
a producdo da matriz extracelular e brotamento capilar para preencher os defeitos deixados pela
ferida. J4 na remodelagdo, a resisténcia a tracdo da ferida aumenta drasticamente € 0s vasos

sanguineos retraem, devido a presenca do coldgeno. Embora estas fases sejam separadas, na

pratica, se sobrepdem, uma vez que diferentes areas da ferida podem estar em diferentes fases de



cicatrizagdo. Nesse caso, qualquer interrup¢ao na cascata natural de cicatrizacdo pode perturbar

as fases subseqiientes e resultar em cicatrizagdo anormal.

O tratamento de feridas tem cardter dindmico e depende, a cada momento, da fase de
cicatrizagdo. Existem vdarios biomateriais, dentre eles, curativos, que estdo disponiveis no
mercado para o tratamento dos mais diversos tipos de lesdes de pele, mas sua escolha depende de
fatores intrinsecos e extrinsecos a lesdo. Entretanto, um s6 tipo de curativo normalmente ndo
preenche os requisitos para ser aplicado em todos os tipos de feridas cutianeas. Os avancos
tecnoldgicos certamente possibilitam a utilizacdo de produtos que aceleram a cicatrizagdo e
facilitam a vida do paciente (Franco e Gongalves, 2008), mas lastimavelmente, em razio do
custo, nem todos tém acesso a algumas das modalidades de curativos disponiveis. Os

biomateriais da categoria dos curativos serdo mais detalhadamente discutidos a seguir.

2.2. Biomateriais

H4 duas questdes a se considerar quanto ao significado de um biomaterial. A primeira diz
respeito ao prefixo “bio” e a segunda diz respeito ao conceito do que é um material. Este assunto
foi debatido por diversas vezes em conferéncias, havendo uma defini¢do preferencial de que o
ambito de biomateriais seria apenas referente ao dominio dos cuidados da satde (ao invés de
energia, alimentos, produtos quimicos em geral, etc.). Nesse sentido, um biomaterial deve se
dirigir ao curso do tratamento médico, tanto no diagndstico ou na terapia e deve ainda controlar

as interacdes com os componentes bioldgicos do paciente a ser tratado (Williams, 2009).

A utilizacdo segura dos biomateriais s6 entrou em pratica no final do século 19, quando
houve o avango de técnicas cirirgicas assépticas. Independentemente da sua composi¢ao ou
aplicacdo, os materiais utilizados para o reparo do corpo devem atender requisitos quanto a
biofuncionalidade e a biocompatibilidade. A biofuncionalidade diz respeito a capacidade do
material de executar o propdsito para o qual foi designado, estd relacionada com as propriedades
mecanicas, quimicas, fisicas e bioldgicas que permitem o desempenho de sua funcgdo. Ja a
biocompatibilidade é definida como a capacidade de um material de proporcionar uma resposta

adequada ao hospedeiro em uma aplicacido especifica, ou seja, o material ndo pode ser afetado
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pelo meio fisiolégico e o organismo ndo pode sofrer danos pela presenca desse material (Barrere

et al., 2008).

Os biomateriais podem ser de origem sintética ou natural, sendo a primeira classe
constituida por metais, cerdmicas, polimeros ou seus compoésitos. Na segunda classe destacam-se
os biomateriais produzidos a partir de coldgeno purificado, fibras protéicas, polissacarideos e

tecidos tratados (Dallan, 2005).

Limitagdes como resposta inflamatdria associada ao uso de biomateriais sintéticos podem
ser diminuidas pelo uso dos de origem natural, como polissacarideos, por geralmente estes
apresentarem propriedades especificas de biocompatibilidade e biodegradabilidade. Um grande
numero de polissacarideos com diferentes estruturas quimicas e propriedades vem sendo utilizado
no campo biomédico, como por exemplo, na drea de engenharia de tecidos e veiculos para a

liberacdo controlada de drogas (Bueno e Moraes, 2011; Rinaudo, 2008).

Uma importante aplicacdo dos polissacarideos ocorre na 4rea de curativos para o
tratamento de lesdes de pele de diferentes origens. Pesquisas nesse campo vém sendo
desenvolvidas visando qualidade e conforto ao paciente, além de custos competitivos. Os tipos

mais relevantes de curativos e suas principais caracteristicas serdo abordados a seguir.

2.2.1. Curativos

O estudo e tratamento de feridas vém sendo realizados desde o antigo Egito. Naquele
tempo, as bordas da ferida limpa eram unidas com fita adesiva ou pontos e um pedaco de carne
era colocado sobre a lesdo. Pomadas a base de camomila e mel eram também utilizadas e suas
propriedades antibacterianas e anti-sépticas foram mais tarde elucidadas. Assim, curativos e
ungiientos ou pomadas vém sendo utilizados com sucesso ao longo da histéria e o advento da
teoria dos germes, que revolucionou a medicina, trouxe impactos significativos na cirurgia e no
tratamento de feridas (Gantwerker e Hom, 2012). Portanto, o tratamento de lesdes pode ser
efetivado de vdrias formas, mas varia de caso para caso, conforme as necessidades do paciente, as

possibilidades técnicas e a experiéncia da equipe médica responsavel (Dallan, 2005).



Jayakumar er al. (2011) definem trés categorias de curativos: curativos bioldgicos,
curativos sintéticos e curativos sintético-biologicos. A pele de porco é um tipo de curativo
bioldgico utilizado clinicamente, porém possui desvantagens, como suprimento limitado, elevada
antigenicidade, pouca adesividade e risco de contaminacdo cruzada (transferéncia de
microrganismos do curativo bioldgico para a pele do paciente). Os curativos sintéticos possuem
uma vida util longa, porém como ja mencionado neste trabalho, podem originar residuos que
dificultam a recuperacdo da lesdo, uma vez que quando implantados no organismo, podem
ocasionar a liberagdo de subprodutos dcidos e consequentes reacdes inflamatérias quando ha
baixa vascularizacdo e atividade metabdlica na regido tecidual adjacente (Bellini, 2012). J4 os
curativos sintético-bioldgicos consistem simultaneamente de polimeros e materiais biolégicos,
combinando vantagens e limitacdes de ambos. Na Tabela 2.1 sdo mostrados alguns tipos de

curativos e suas indicagdes de uso.

Apesar de possuirem caracteristicas similares, os hidrocoléides e hidrogéis possuem
defini¢des distintas. Os hidrocoldides sdo encontrados na forma sélida e podem ser compostos
por diversas substancias (como 4gua, pectina e gelatina) e, somente em contato com o exsudato
ou com meio liquido, dardo origem a um gel. Os hidrogéis, em termos de composi¢do, contém
dgua e polimeros como, por exemplo, carbopol e propilenoglicol, e se diferenciam dos

hidrocoléides por terem apresentacao na forma de gel propriamente dito.

Abdelrahman e Newton (2011) apontam que além das abordagens baseadas no uso de
curativos mostradas na Tabela 2.1, existem também duas terapias utilizadas no tratamento de
feridas, a terapia larval e a de pressdo tOpica negativa. A terapia larval vem sendo utilizada na
cura de feridas had centenas de anos. As larvas eliminam as bactérias da lesdo através de sua
ingestdo e degradacdo, porém, causam desconforto ao paciente. As larvas mais utilizadas s@o as
necrobiontéfagas, que se alimentam exclusivamente de tecido necrosado. A terapia de pressdao
tépica negativa auxilia no fechamento da ferida através de aplicacdo localizada, inserindo-se, por
exemplo, uma esponja hidrofébica de poliuretano no ferimento conectada a bomba de vicuo por
um tubo pléstico e cobrindo-se hermeticamente a lesdo com um filme transparente. A aplicacao
do véacuo promove a drenagem do excesso de fluidos e a contracdo da lesdo, reduzindo a

populagdo bacteriana e o edema, com melhoria do fluxo sanguineo local e de formacédo do tecido



de granulacdo. Dependendo da lesdo € necessdria uma pressdo negativa entre 80 e 150 mmHg.

Porém, é uma terapia que pode causar sangramento e dor ao paciente.

Tabela 2.1: Tipos de curativos e suas indicac¢des clinicas (adaptado de Abdelrahman e Newton,
2011).

Tipo de produto Indicagoes de uso

Feridas secas e superficiais. Podem ser usados como
Filmes semipermedveis curativos secundarios. Nao podem ser utilizados em feridas

exsudativas.

Feridas com risco de aderéncia. Podem ser usados como
Contato, ndo-aderente

uma camada de transporte de géis ou pomadas.

Feridas com baixo a moderado teor de exsudato.
Hidrocolo6ides Promovem desbridamento de fibrina. Reduzem a dor pela

hidratacdo das terminacdes nervosas.

Feridas com moderado a alto teor de exsudatos. Feridas

Alginato )
com muito sangue.
. . Feridas com moderado a alto teor de exsudato. Usada como
Espuma de hidrofibra ' o .
curativo primdrio ou secundadrio.
Hidrogel Feridas secas, espessas e necrdticas.

o ' Feridas colonizadas e infectadas em nivel critico. Usado
Com agente antimicrobiano ' '
em feridas imidas e secas.

) Utilizados para reduzir o odor. A maioria possui carvao
Com agente antiodor . .
ativo em sua composicao.

' Feridas cronicas. Indicado para reequilibrar o ambiente da
Matriz de protease moduladora '
ferida.

Um curativo ideal deve proteger a ferida, prevenir a infeccdo, promover a cicatrizagao,
deve manter um ambiente imido na interface da les@o, com o ambiente, permitir a troca gasosa,

agir como uma barreira para os microrganismos, remover o excesso de exsudato, além de ser nao
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téxico, ndo alergénico e ndo aderente, propiciando um microambiente 6timo para a cura
(Jayakumar et al., 2011; Singh e Chacharkar, 2011). Os curativos devem também apresentar boa
resisténcia mecanica, facilidade de aplicagdo e remog¢do, além de manter boa flexibilidade

durante o processo de cicatrizacdo (Singh e Pal, 2012; Murakami et al., 2010).

Atualmente, esforcos estdo voltados para a utilizacdo de materiais de origem bioldgica
que, geralmente, sdo capazes de acelerar o processo de cura em niveis moleculares e celulares
(Jayakumar et al., 2011). Os polimeros naturais vém sendo avaliados por promover a cicatrizagao
e regeneracao de tecidos, uma vez que sdo capazes de manter um microambiente controlado no
local da lesdao. O emprego de biopolimeros com diferentes propriedades mecanicas, fisicas e
bioldgicas possui grandes vantagens, tais como: biocompatibilidade e biodegradabilidade

(Costache et al., 2010; Dantas et al., 2011; Bueno e Moraes, 2011).

2.3. Biopolimeros

Os polimeros possuem um papel importante na sociedade moderna, estando presentes na
medicina, no vestidrio, na agricultura e em embalagens, entre outros. O petrdleo foi considerado
uma das fontes principais de matéria-prima para a producao de polimeros, porém com o aumento
do seu preco e com a crescente preocupacdo da sociedade com a poluicdo, fez-se necessdria a
investigacdo de novos tipos de polimeros, os polimeros naturais. Os biopolimeros sdo definidos
como qualquer polimero (proteina, dcido nucléico, polissacarideos) produzido por um organismo

vivo (Borshiver et al., 2008).

Diversos polissacarideos com diferentes estruturas quimicas e propriedades fisicas
constituem-se em fontes para aplicacdes na engenharia de tecidos, medicina regenerativa e em
dispositivos médicos. Todos esses campos tomam partido das propriedades especificas desses
polimeros naturais, tais como: renovabilidade, biodegradabilidade e atividade bioldgica, o que os
tornam elementos-chave em processos bioldgicos. Além do mais, os polissacarideos sao muito
importantes devido a sua solubilidade e propriedades tecnoldgicas, como gelificagdo,

emulsificagdo e propriedades de hidratacdo, dentre outras (Rinaudo, 2008). Os polissacarideos
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sdo geralmente obtidos a partir de fontes microbianas, animais ou vegetais (Malafaya et al.,

2007). A Tabela 2.2 lista alguns polissacarideos e suas fontes usuais.

Tabela 2.2: Fontes usuais de alguns polissacarideos (adaptada de Bueno, 2010).

Polissacarideo Fonte

Alginato Algas marrons

Carragena Algas vermelhas

Goma Guar Semente de Cyamopis tetragonolobus

Acido Hialurdnico Humor vitreo de bovinos e intestinos de porcos
Quitosana Carapacas de crustiaceos

Xantana Bactérias da espécie Xanthomonas SSP

Os biopolimeros representam uma alternativa de materiais para aplicacdo em avancadas
terapias no combate de feridas de pele, tanto agudas como cronicas. A quitosana e o alginato sao
polissacarideos que vém ganhando bastante atencdo por seu uso ja estabelecido em vdrias
aplicacdes, inclusive como curativo (Metcalfe e Ferguson, 2007; Girata, 2011); ambos s@ao mais

detalhadamente descritos a seguir.

2.3.1 Quitosana

7z

A quitosana € o principal derivado da quitina, que é um polimero normalmente
encontrado na natureza. A quitosana € um co-polimero constituido de unidades de N-acetil-
glicosamina e N-glicosamina distribuidas aleatoriamente ao longo da cadeia, sendo o nimero de
unidades de N-acetil-glicosamina inferior a 50%. Inversamente, quando o nimero de unidades
de N-glicosamina € mais elevado, entao o biopolimero ¢ denominado quitosana. A quitosana vem

sendo a forma molecular mais pesquisada devido a sua solubilidade em 4cidos, o que torna este
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biopolimero mais acessivel para utilizacdo e modificacdes via reacdes quimicas (Khor e Lim,

2003). As estruturas quimicas da quitina e da quitosana estdo indicadas na Figura 2.2.

CH20H CH20H
H (e
H i H
OH H OH H
H H
H NHCOCH 3 H NHCOC 3"
Quiti Quitosana

R= — COCH; > 50% — Quitina
R= —H < 50% —> Quitosana

Figura 2.2 — Estruturas quimicas da quitina e da quitosana (Azevedo et al., 2007; Khor e Lim,

2003).

Para a obtencdo da quitosana, a quitina, principal biopolimero constituinte de carapacgas de
crustidceos, € separada dos outros componentes da carapaga por um processo quimico que
envolve as etapas de desmineralizacdo, desproteinizacdo e descoloracdo. A quitina obtida contém
grupos acecil, os quais sdo removidos com solucdo concentrada de NaOH, resultando na

quitosana (Rodrigues, 2008).

A quitosana ¢ um dos poucos polimeros catidénicos de origem natural e tem recebido
bastante atencao devido a suas atraentes propriedades intrinsecas, tais como biocompatibilidade,
ndo toxicidade, biodegradabilidade, bioadesividade, capacidade de formacdo de filmes e

atividade contra fungos, bactérias e virus (Avila etal., 2012).

Dada a presenca dos grupos amino na estrutura da quitosana, o pH do meio pode alterar o
estado de ionizacdo e outras caracteristicas da quitosana. A transi¢cdo solivel-insolivel da
quitosana ocorre em torno de pH 6,0 e 6,5. Assim, a quitosana é solivel em condi¢des 4cidas,

pela protonacdo do grupo amino, e insolivel em valores de pH acima de seu pKa (6,3), pela
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desprotonacdo da amina, como ilustra a Figura 2.3. Seu pKa é altamente dependente do grau de
desacetilacdo, que por sua vez influencia as propriedades estruturais fisico-quimicas (massa
molar, alongamento na ruptura e resisténcia a tracdo) e bioldgicas (principalmente as
propriedades cicatrizantes da quitosana) (Dash et al., 2011; Zhang et al., 2010; Chatelet et al.,
2001).

- [ A
o) Qo0
C NHs H  NH,
pHbaixo >  pHalto
Boisvel Fasolitvel

Figura 2.3 — Em condi¢des de baixo pH (menor que 6,0) ocorre a protonacdo dos grupamento
amino, conferindo a molécula comportamento de policdtion. Em pH alto (acima de 6,5) o grupo

amino € desprotonado, ocasionando a insolubilidade da quitosana (Dash et al., 2011).

O grau de desacetilacdo € definido em termos do percentual de grupos amino primérios
existentes na cadeia de quitosana. O grau de desacetilacio da quitosana comercialmente

disponivel varia entre 70 € 95% e sua massa molar, entre 10 a 1000 kDa (Malafaya et al., 2007).

Segundo Regiel et al. (2013) a atividade anti-microbiana da quitosana € proporcional ao
seu grau de desacetilacdo. Um alto grau de desacetilacdo indica que ha um maior nimero de
grupos protonados, os quais interagem com as paredes negativamente carregadas dos micro-
organismos. Assim, a atividade anti-microbiana da quitosana é fortemente afetada pelo pH, sendo

mais elevada em condi¢des de baixo pH.

Uma vez que, em meio 4cido, a quitosana, se comporta como um polieletrdlito, por

apresentar uma alta densidade de cargas positivas (uma por unidade de glicosamina), pode
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interagir com biomoléculas que apresentam cargas negativas, tais como proteinas, polissacarideos

anidnicos, dcidos nucléicos e 4cidos graxos (Dallan, 2005).

Economicamente, as fontes mais vidveis de quitina e quitosana sdo os descartes industriais
do processamento de crustdceos, destacando-se os caranguejos, camardes e lagostas. No
exoesqueleto desses invertebrados a porcentagem de quitina pode variar de 10 a 80%. Nos
dltimos anos, devido ao aumento na demanda da quitina e quitosana para diferentes utilizacdes,
outras fontes desses biopolimeros estdo sendo avaliadas, como por exemplo, a extragdo de quitina
do fungo Aspergillus niger utilizado na producdo do &cido citrico. Porém, para produzir
quitosana, essa metodologia é mais cara que sua obtencdo a partir de crusticeos, tornando-se
invidvel economicamente. Apesar disso, a quitosana pode ser isolada, sem a necessidade de um
tratamento muito danoso ao biopolimero com solucdes alcalinas e isso pode apresentar grande
importancia futuramente (Almeida, 2009). E provével que futuras fontes de quitina e quitosana
surjam de inovagdes biotecnoldgicas, especialmente considerando-se suas crescentes aplicagcdes

médicas (Khor e Lim, 2003).

Diferentes campos utilizam a quitosana, tanto da drea industrial (cosméticos, agricola,
alimenticia e tratamento de dgua), quanto nutricional e da satude (biofarmacéutica e biomédica).

A Tabela 2.3 resume as principais aplicacdes da quitosana nessas areas.

Dentre todas as dreas que empregam a quitosana, € na biomédica sua maior aplicacio
(Azevedo et al., 2007). Nesse campo vem sendo amplamente estudadas as interagdes especificas
da quitosana com componentes da matriz extra celular, o que tem levado ao aumento de sua
utilizacdo na 4rea de engenharia de tecidos, como no reparo da pele, ossos e cartilagens. Testes
clinicos mostram que biomateriais baseados em quitosana ndo resultam em reagdes alérgicas no

corpo humano apds implantacdo, injecdo, aplicacao tépica ou ingestao (Khor e Lim, 2003).

7z

A quitosana é um importante constituinte de biomateriais uteis para o tratamento de
feridas, uma vez que € capaz de acelerar a cicatrizagdo de lesdes e a sintese de coldgeno pelos
fibroblastos na fase inicial de cicatrizacdo, caracterizando-se como um polimero bioativo (Chen

etal.,2012).
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Apesar de a quitosana possibilitar a obtencdo de membranas e filmes adequados, sua

resisténcia mecanica € baixa, assim como sua capacidade de absorver fluidos corpéreos. Uma

alternativa que vem chamando a atencdo para auxiliar nessa limitacdo € a combinacdo de

quitosana com outros materiais (Avila et al., 2012), tais como: heparina (He et al., 2007), xantana

(Veiga e Moraes, 2011; Bellini et al., 2012) e alginato (Rodrigues, 2008; Bueno e Moraes, 2011;

Meng et al.,2010), dentre outros.

Tabela 2.3: Os ramos de aplicacdo e utilizacdo da quitosana (adaptada de Azevedo et al., 2007;

Dallan, 2005 e Ong et al., 2008).

Ramo de aplicagao

Uso

Industrial

Tratamento de 4gua, meio de troca idnica

Agricultura

Adubo para plantas, protecio de sementes contra

bactérias

Industria de alimentos

Conservante para molhos, estabilizante de aromas,
de gorduras em alimentos e de frutas e verduras

pereciveis.

Industria de cosméticos e produtos de

higiene pessoal

Esfoliante para a pele, tratamento de acne,

hidratante capilar, creme dental

Sadde humana

Agente absorvedor de gorduras, redutor de
colesterol, inibidor de placa dentdria,
bactericida/antiviral, lentes de contato, sutura
cirtirgica, reconstituicdo Ossea, regeneracao da pele,
curativos hemostéticos, liberacdo controlada de

farmacos, curativos.
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2.3.2 Alginato

O alginato é um polissacarideo natural linear que, na presenga de cdtions multivalentes,
tem a capacidade de formar gel. E composto por duas diferentes unidades de repeticio, (1,4)-a-L-
guluronato (unidade G) e (1,4)-B-D-manuronato (unidade M), em variadas propor¢des e arranjos

seqiienciais (Rodrigues, 2008), como ilustrado na Figura 2.4.

Cﬁfﬁg ’ HOOG\\\‘fH

J\J\» L on
éH

Bloco M Bloco G

Blocos M DBlocos M-G Blocos G

Figura 2.4 — Férmula estrutural do alginato (adaptado Rodrigues, 2008).

A razido entre as unidades M e G e a quantidade relativa dos segmentos poliméricos varia
com a fonte de obten¢cdo. Uma diferenca importante é observada na caracteristica dos géis, uma
vez que alginatos com maior porcentagem de blocos G formam géis mais rigidos e quebradigos,
que podem sofrer sinérese (perda de dgua para o meio externo). J4 os géis com maior
porcentagem de blocos M sdo mais eldsticos e dificilmente sofrem senérese (Segato, 2007). O
alginato é quimicamente estavel a valores de pH entre 5 e 10 e os valores de pKa dos residuos M

e G sao de 3,38 e 4,4, respectivamente (Meng et al., 2010).
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Os alginatos comerciais podem ser extraidos de diversos tipos de algas, principalmente de
trés espécies de algas marrons, Laminaria hyperborean, Ascophyllum nodosum e Macrocystis
pyrifera, nas quais o alginato compreende até 40% do seu peso seco. As algas da espécie
Macrocystis pyrifera sdo tidas como as principais produtoras desse polimero natural (Rodrigues,
2008). Além disso, o alginato pode ser produzido como um polimero exocelular por bactérias

como Azotobacter vinelandii e vérias espécies de Pseudomonas (Maurstad et al., 2008).

O processo bésico de obtencao do alginato e seus sais comeca com sua extracao alcalina
(com carbonato de sédio) da massa de algas, obtendo-se um extrato composto de alginato de
s6dio soldvel e residuos insoliveis de algas, que sdo separados por filtragdo. A solucdo de
alginato de sédio pode ser adicionado cloreto de cdlcio ou &cido cloridrico, precipitando o

polimero na forma de alginato de cdlcio ou 4cido alginico, respectivamente (Segato, 2007).

A estrutura quimica e as propriedades fisicas do alginato proporcionam muitas aplicagdes
comerciais, como na indudstria de alimentos e bebidas, inddstrias farmacéuticas entre outras. A

Tabela 2.4 resume o papel funcional do alginato em algumas aplicagdes comuns.

Curativos baseados em alginato s@o bem conhecidos tanto na literatura quanto do ponto de
vista comercial (Goh et al., 2012), por possuirem muitas caracteristicas vantajosas. Os curativos
de alginato atuam tipicamente por troca idnica entre os ions cdlcio da solu¢do de alginato e os
ions de sédio do exsudato, formando um gel. O gel formado mantém um microambiente imido
na lesdo, o que facilita a cicatrizacdo e minimiza a infec¢do bacteriana no local. Estas funcdes
podem promover a formacdo de tecido de granulacdo, epitelizagdo rdpida e a cura (Lee e
Mooney, 2012). Além do mais, o meio umido contribui para a manutencdo da temperatura
corpérea em niveis adequados, promove a diminui¢do da dor do paciente, evitando traumas na

troca do curativo.

De acordo com Paul e Sharma (2004), a capacidade de gelificacdo dos alginatos auxilia na
remog¢do das coberturas preparadas a partir deste composto, uma vez que estas nao aderem ao
leito da les@o, o que diminui a dor e o trauma associados as trocas de curativo. Em pacientes
queimados, o uso de curativos contendo alginato pode promover redu¢do da dor pelo bloqueio
dos terminais nervosos e acelerar o processo de cicatrizagdo dos sitios doadores de pele para

enxertos.
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Tabela 2.4 — Func¢ao do alginato em algumas aplicagdes comuns (adaptado de Goh et al., 2012).

Aplicagado Funcgdo

Bebidas Estabilizantes e espessantes

Sorvetes Estabilizantes e espessantes

Geléia Estabilizantes e espessantes
Producao de etanol Material de encapsulacdo de células de levedura
Cultura de células e transplantes Material de encapsulacdo

Material odontoldgico Molde

Comprimidos Agente adesivo, liberacdo sustentada
Curativos Agente hemostético e absorvente
Papel Agente adesivo e de preenchimento
Tintas Estabilizador e agente de suspensao
Creme dental Estabilizador e espessantes

Quando em solucdo e em determinadas condi¢des de pH (geralmente acima de 3,7), o
alginato possui residuos carboxilicos (-COQO") livres, ou seja, carga liquida negativa, sendo capaz
de interagir ionicamente com outros polimeros com carga liquida positiva, como por exemplo a
quitosana, e formar complexos polieletrdlitos (PEC) com propriedades adequadas visando a
producdo de curativos e de outros dispositivos biocompativeis e biodegradaveis (Girata, 2011), os

quais serdo brevemente discutidos a seguir.

2.3.3 Complexo de polieletrolitos de quitosana e alginato

Os complexos polieletrdlitos sdo obtidos por mistura de solucdes aquosas de dois
polimeros que apresentam cargas opostas. A formacdo destes complexos ¢é conduzida,
principalmente, por um mecanismo eletrostatico mediado por um contra-ion multivalente que
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induz atracdo entre os segmentos separados e os polieletrélitos. Um grande nimero desses
compostos tém sido estudados e caracterizados devido sua ampla variedade de aplicagdes em

medicina, tecnologia, entre outras (Mar6n et al., 2004; Sankalia et al., 2007).

A formagao dos complexos polieletrdlitos depende diretamente do pH, da for¢a idnica das
solugdes, da densidade de cargas dos polimeros, das concentracdes e do meio reacional (II’ina e
Varlamov, 2005). Segundo Chellat et al. (2000), a interagdo idnica proveniente da complexacao
polimérica possibilita variar as caracteristicas relativas a sensibilidade ao pH, permitindo a

imobilizacao de células, agentes terapéuticos e enzimas.

A formacdo deste tipo de complexo reduz a tendéncia de intumescimento em solucdes
aquosas, além de melhorar a resisténcia estrutural e a estabilidade mecanica. Diante destas
caracteristicas, tem crescido um interesse considerdvel nos PECs de quitosana e alginato, que sdao
utilizados sob diversas formas, tais como em suportes tridimensionais para o cultivo celular
(scaffolds) (Li et al., 2009), membranas (Bueno e Moraes, 2011), fibras (Jayakumar et al., 2011)

e microcédpsulas (Goh et al., 2012).

Os PECs baseados em quitosana e alginato sdo de grande valor pratico e amplamente
utilizados na investigagdo cientifica. A principal interacdo desse complexo € a atragcdo
eletrostdtica. Os grupos carboxilicos desprotonados do alginato podem interagir com os grupos
amino protonados da quitosana, formando o PEC. Podem também estar envolvidas ligagdes de

hidrogénio e intera¢des hidrofébicas (Krayukhina et al., 2008; Bueno e Moraes, 2011).

Em condi¢des de elevado pH, a interagcdo entre o alginato e a quitosana é comprometida,
assim como em baixo pH, como mostra a Figura 2.5. Isso ocorre porque hd preponderancia de
ionizacdo do alginato e da quitosana isolados, respectivamente, nestas condi¢cdes (Girata, 2011).
Nesse sentido, para promover a formacdo de um PEC estdvel, a quitosana e o alginato devem
estar parcialmente protonados e isso ocorre em valores intermedidrios aos valores de pKa da

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

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

através da adi¢do de fons multivalentes que interagem com grupos nao complexados, induzindo a
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formacgio de sistemas ligados ionicamente, como por exemplo, pelo fon Ca™, que pode ser

adicionado em complexos de quitosana misturada a alginato e pectina (Berger et al., 2004).

Meio basico

1O

Quitosana —»

1.0

Aumento do pH

Préximo a neutralidade

Figura 2.5 — Efeito do pH na distribuicio de cargas de polieletrélitos de quitosana e alginato. As
elipses representam as interacdes iOnicas entre as cargas negativas do alginato e as cargas

positivas da quitosana (adaptado de Rodrigues, 2008).

20



Nesse sentido, Bueno (2010) analisou a influéncia de diferentes tipos de agentes i0nicos
reticulantes (ions célcio e sulfato isolados e em conjunto) nas caracteristicas de membranas de
quitosana e alginato. A reticulagdo i6nica demonstrou ser uma estratégia eficiente, requerendo
baixas concentracdes de ions cdlcio e sulfato isolados, uma vez que o aumento das mesmas levou
a membranas com menor resisténcia a tragdo e alongamento na ruptura. A autora testou também a
reticulagc@o covalente de grupos amino livres com glutaraldeido, mas neste caso, as membranas se
mostraram muito quebradicas, confirmando a adi¢do de fons como a melhor estratégia de reforco

as membranas de quitosana e alginato dentre as testadas.

Os PECs formados por quitosana e alginato sdo geralmente redes biocompativeis que
exibem caracteristicas de intumescimento particulares. A rede polimérica pode ser caracterizada
como um micro ambiente hidrofilico com alta quantidade de dgua e alta densidade de cargas
elétricas (Rodrigues, 2008). De acordo com Yan et al. (2000), esse complexo quitosana-alginato
¢ insolivel em &4gua e apresenta maior efetividade em controlar a liberacdo de materiais

incorporados a ele, quando comparado aos incorporados nos mesmos polimeros isolados.

Segundo Bueno (2010), o PEC de quitosana-alginato € biocompativel, estavel e apresenta
degradacao relativamente lenta no organismo. Este complexo pode ser processado de diversas
formas, como na confec¢do de membranas com uma ou mais camadas (Jayakumar et al., 2011;
Cook et al., 2013) ou na forma de esponjas (Murakami et al., 2010; Dai et al., 2009) para
aplicacdo no tratamento de lesdes de pele de dificil cicatrizacdo e também na producdo de

particulas (Sankalia et al., 2007; Goycoolea et al., 2009).

No tratamento de lesdes de pele, o complexo de quitosana e alginato pode ser empregado
para a producdo de membranas flexiveis, finas, transparentes e mais eficientes do que os
curativos convencionais (Paul e Sharma, 2004). Assim, a incorporacdo de compostos com
atividade antimicrobiana, como a prata, em membranas de quitosana e alginato consiste em uma

estratégia relevante para aplicagdes como curativos em feridas infectadas (Girata, 2011).
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2.4  Uso de agentes antimicrobianos em lesées dérmicas

O tratamento de feridas e queimaduras é importante, especialmente nos casos em que a
lesdo € dolorosa e pode desfigurar ou mesmo ameacar a vida do paciente. A infeccdo é uma das
principais complicagcdes de feridas cutaneas, uma vez que qualquer lesdo de pele tem grande
potencial de invasdo por microrganismos. Nesse sentido, hd a necessidade de um tratamento
adequado da ferida para prevenir ou controlar contaminagdes. Para tratar uma infeccdo, agentes
antimicrobianos e antibidticos vém sendo incorporados em curativos. Na pratica clinica o
antibidtico € normalmente administrado por via oral ou parenteral, no entanto, esses farmacos

podem resultar em toxicidade sistémica e resisténcia ao farmaco (Liu et al., 2012).

Devido ao aumento da resisténcia a antibidticos, a utilizacdo de antimicrobianos em
feridas vem sendo avaliada, uma vez que estes possuem acao menos especifica, minimizando o
desenvolvimento de resisténcia (Green, 2012). A Tabela 2.5 lista os antimicrobianos topicos mais

comuns utilizados no tratamento de feridas e suas formas de apresentacao tipicas.

Quando em contato direto com a lesdo, alguns antimicrobianos sao rapidamente
inativados na presenca de exsudato. Assim, € preferivel sua incorporacdo em curativos que
permitam sua liberacdo lenta e continua. Neste ponto de vista, o uso de polimeros para
incorporagdo e dispersdo destes compdsitos € uma boa alternativa devido a sua natureza quimica,
morfologia e estrutura especifica com cadeias poliméricas longas (Green, 2012; Dallas et al.,
2011), que possibilitam ndo s6 a protecdo do agente antimicrobiano, mas eventualmente o

controle de sua liberacao.

Com freqiiéncia, produtos bioativos sdo incorporados em matrizes poliméricas.
Numerosos sistemas de liberacdo de drogas estdo ja descritos na literatura, nos quais o principio
ativo a ser incorporado pode estar ligado, disperso ou dissolvido na estrutura dos filmes (Wang et
al., 2000). A incorporacdo em matrizes poliméricas pode ser feita em diversas etapas do processo
de produgdo, tais como: impregnac¢do a umido (técnica de absor¢do do solvente contendo o
agente ativo), mediada por fluidos supercriticos e adicdo durante a complexacdo dos polimeros

(Grassi e Grassi, 2005; Duarte ef al., 2009; Girata, 2011).
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Tabela 2.5: Exemplos de agentes antimicrobianos topicos comumente utilizados no tratamento

de lesdes, suas principais caracteristicas e formas de apresentacao (adaptado de Green, 2012).

Antimicrobiano tépico | Formulagdo Caracteristicas

. . Efeito contra Pseudomonas
Acido acético Soluc¢do
aeruginosa.

Pode ser usado como alternativa no
Solugdo, pé e curativos
Clorexidina tratamento de pacientes alérgicos a
impregnados .
10do.

Deve haver precaucdo quando
. . . utilizado na forma de solugdo, casos
Peroxido de hidrogénio | Solugdo e creme _ '
de embolia gasosa tém sido

descritos.

Produtos modernos liberam

Tod Solucgio, creme, spray, po, lentamente niveis baixos de iodo,
odo
curativos impregnados reduzindo a probabilidade de

toxicidade e coloragdo do tecido.
Polihexametileno Solucdo e curativos Utilizado principalmente para
biguanida (PHMB) impregnados queimaduras.

) Curativos funcionam como

, Creme e curativos ' '
Ions prata depdsitos de prata e a liberam

impregnados .
quando em contato com a ferida.

O uso da prata tem conquistado importancia como um eficaz agente antimicrobiano por
ndo resultar em resisténcia das bactérias, uma vez que € um dos elementos mais toxicos para os
micro-organismos. Devido a atividade antimicrobiana, existem diferentes produtos incorporados
com prata no mercado e estes podem ser genericamente classificados em dois grupos: ions prata e
prata metdlica. Enquanto a prata metdlica é relativamente inativa, os fons prata sdo eficazes
contra uma grande variedade de bactérias. Quando em baixas concentracdes, os fons prata se
acumulam no interior das células e podem se ligar a componentes negativamente carregados das

proteinas e 4cidos nucléicos, efetuando assim alteracdes estruturais nas paredes celulares,
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membranas e dcidos nucleicos de bactérias, que afetam seriamente a atividade microbiana (Qin et

al., 2006; Regiel et al., 2013).

Por apresentar atividade microbicida em baixas concentragdes, a prata € descrita como
oligodinamica. A ac¢do inibitdria da prata pode ser atribuida a sua forte interagdo com grupos tiol,
presentes nas enzimas respiratdrias das bactérias. Sua interacdo com grupos sulfidrila livres pode,
também, levar a inativagdo da enzima fosfomanose isomerase (Kirsner et al., 2001; Atiyeh et al.,

2007).

Para que seja biologicamente ativa, a prata deve estar na sua forma soliivel como Ag ¥ ou
aglomerados de Ag’. Para uma melhor eficdcia das propriedades da prata, esta deve estar bem
dispersa sobre a superficie do polimero em que foi incorporada, sem que forme grandes
agregados, pois isto pode reduzir drasticamente o efeito antimicrobiano da prata (Dunn e

Edwards-Jones, 2004; Dallas et al., 2011).

z

Na medicina, a prata € amplamente empregada por seus efeitos profiléticos,
antibacterianos e antiinflamatdrios, por ajudar na regeneracao tecidual e por controlar granulomas

e sangramento nasal. Na Figura 2.6 sdo apontados alguns empregos da prata na area médica.

A liberacdo da prata nos curativos quando em contato com os exsudatos das lesdes pode
ocorrer por meio de trés mecanismos: pela troca dos fons prata com os fons sddio e cdlcio
encontrados no exsudato, pela quelacao dos fons prata com moléculas de proteinas presentes no
exsudato, e pela migrac@o das particulas de prata, que podem se destacar da matriz do curativo e

serem transportados para o exsudato (Qin, 2005).

Visto que dispositivos formados por quitosana e alginato podem ser eficientemente
utilizados na liberacdo controlada de variados agentes bioativos, Meng et al. (2010) investigaram
as caracteristicas e propriedades de membranas com diferentes concentragdes de quitosana e
alginato incorporando sulfadiazina de prata durante o processo de mistura dos polimeros. Os
autores perceberam que a taxa de liberacao de sulfadiazina de prata foi maior quando a propor¢ao
de alginato foi de 50% em relacdo a quitosana, no entanto, na propor¢ao de 1:1 foi observada
maior viscosidade da solu¢do de complexacdo de quitosana e alginato. As propriedades fisicas

requeridas, a cinética de liberagdo, a absorcdo de &4gua, a facilidade de formulagdo e a
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biodegradabilidade mostraram que o uso do polieletrdlito quitosana-alginato € possivel para

aplicagdo como curativos para o tratamento de lesdes e na liberagdo controlada de farmacos.

Efeito profildtico:
Prata em ossos e outros implantes.
Prata como revestimento de catéteres

VENnosos. s g

s gy

P Efeito antibacteriano:

Tratamento de infec¢des oculares.

Efeitosregenerativos: . \ Cauterizagdo:

3 . Nitrato de prata para cessar
Creme de sulfadiazina de prata ¢é sangramento nasal e
utilizado em curativos para queimaduras (= granuloma.
e ulceras. -

~a Protegdo contrainfecgdes:
‘ Prata impregnadaem curativos
parapreven¢do de infecgdoe |-
aceleragdo da cicatrizagdo.

Efeitos anti-inflamatérios:
Utilizagdo da prata em infeccdes
% pulmonares.

Figura 2.6 — Exemplos do uso da prata na medicina (adaptado de Cioffi e Rai, 2012).

7

A sulfadiazina de prata ¢ um dos agentes topicos mais utilizados no tratamento de
queimaduras, sendo recomendada em lesdes de segundo e terceiro grau. E facilmente aplicada e
removida e ndo provoca dor. Porém, o uso desse antimicrobiano pode causar efeitos colaterais,
tais como episddios de discreta leucopenia (diminui¢ao de glébulos brancos no sangue) depois de
poucos dias de uso e alergia em menos de 5% dos pacientes. Além disso, pode ser toxica para

queratindcitos e fibroblastos (Ferreira et al., 2003).

Alternativamente ao emprego da sulfadiazina de prata, Girata (2011) desenvolveu
membranas de quitosana e alginato contendo diferentes concentracdes de prata estabilizada na
forma do antimicrobiano comercialmente conhecido como AlphaSan® RC2000. A eficiéncia de
incorporagdo foi de até 99%. As membranas apresentaram eficdcia contra Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococus aureus, citotoxicidade in vitro moderada a fibroblastos e foram
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classificadas como nao irritantes e ndo sensibilizantes. Além do mais, as membranas foram
capazes de liberar até 100% de prata presente em sua estrutura em sete dias, dependendo da
concentracdo inicial de agente antimicrobiano incorporado. A autora aponta que o produto é
seguro e apresenta elevado potencial para o uso em curativos e por estas razdes tais dispositivos
foram selecionados para este trabalho, visando-se melhorar algumas de suas defici€éncias.

Algumas caracteristicas relevantes do AlphaSan® RC2000 serdo apresentadas a seguir.

2.4.1 AlphaSan® RC2000

O AlphaSan® é um aditivo antimicrobiano baseado em fosfato hidrogenado de zirconio
de sédio, NaZr,(POy)3, contendo prata. A prata é o componente ativo e € eficaz contra um largo
espectro de microorganismos que provocam problemas na cicatrizacdo (Schrijver et al., 2007).
Comercialmente, é encontrado como AlphaSan® RC5000, AlphaSan® RC7000 e AlphaSan®
RC2000, dependendo da quantidade de prata. A Tabela 2.6 indica a composicdo de cada um dos

tipos de AlphaSan mencionados.

Tabela 2.6: Formas de AlphaSan® comercialmente encontrados e suas composi¢des (adaptado de

Milliken Chemical, 2002; Girata, 2011).

AlphaSan® Composicdo
® 3,8% de prata.
AlphaSan™ RC5000
Formula molecular: Ago,18Na0,57H0,252r2(PO4)3
® Blenda de 31% de AlphaSan® RC2000 e 69% de
AlphaSan™ RC7000
oxido de zinco.
o 10% de prata.
AlphaSan™ RC2000
Formula molecular: Ago,46Na0,29H0,252r2(PO4)3

26



Por apresentar alta concentracdo de prata, o AlphaSan® RC2000 € um dos candidatos de
maior interesse para a incorporagdo em curativos. Este antimicrobiano pode permanecer em
suspensdo em misturas viscosas, nao sendo observada incompatibilidade deste com outros
materiais. Foi registrado para ser usado em materiais poliméricos em contato com alimentos,
dgua e em outros tipos de dispositivos poliméricos, no entanto sua faixa de concentracdo deve

estar entre 0,1 e 2,0% em peso (Milliken Chemical, 2002).

A prata € liberada desse composto por meio de troca idnica com os fons s6dio. Em contato
s 1 . ® q- . P
com o sddio presente no exsudato de feridas, o AlphaSan™ libera de forma continua ions prata,

provendo protecdo contra um amplo espectro de bactérias e fungos.

O AlphaSan® RC2000 é um composto em p6, de coloracdo esbranquicada, inodoro,
estdvel a temperatura ambiente, praticamente insolivel em agua (2,6 x 10 g/L a 20 °C) e com
99% de pureza. Assemelha-se a cristais em forma de cubo, com tamanho médio de particula de
cerca de um micrometro. Nas Figuras 2.7 e 2.8 estdo indicadas a micrografia do composto em p6

e a estrutura tridimensional do AlphaSan® RC2000, respectivamente.

Figura 2.7 — Micrografia do composto AlphaSan® RC2000 em po.
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Figura 2.8 — Estrutura tridimensional do AlphaSan® RC2000, onde M representa os fons

metélicos sddio, prata e hidrogénio (NICNAS, 2004).

Diversos curativos possuem AlphaSan® em sua composi¢do, como por exemplo, os
curativos MaxSorb® Extra Ag (Medline Industries, Inc), Select Silver (Milliken & Medical), a
espuma de poliureano Comfeel (Coloplast Co.) e as fibras de alginato com prata Invacare
(Invacare Co.). Estes materiais, no entanto, sdo formulados na forma de fibras, muitas vezes
requerendo o uso de curativos secunddrios (como € o caso das fibras compactadas dos

absorventes MaxSorb® Extra Ag e Invacare) para possibilitar sua fixacdo na regido lesada.

O AlphaSan® RC5000 pode atuar como um reservatério de prata quando se visa a
liberacdo sustentada de fons de prata, permitindo sua aplicacdo por periodos prolongados.
Quando em contato com a solucdo salina normal ou soro humano, o composto libera fons prata
por meio de troca idnica com os fons sédio presentes no exsudato da lesdo, provendo protecdao

contra um amplo espectro de bactérias e fungos (Qin et al., 2006; Qin, 2005).

Girata (2011) incorporou o AlphaSan® RC2000 em membranas de quitosana e alginato e
observou que as membranas constituidas na auséncia do antimicrobiano ndo apresentaram

atividade antimicrobiana. Em contrapartida, a membrana preparada na presencga de 1,1% de prata
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apresentou eficicia antimicrobiana satisfatdria contra as cepas testadas, com adequacgdo potencial
de uso na aplicacdo em feridas infectadas por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
Porém, a autora observou que houve uma distribui¢do heterogénea do composto ao longo da
espessura das membranas, com aglomeracdo de particulas na estrutura, o que, entre outros
problemas, prejudica o comportamento do dispositivo com relagdo as propriedades mecanicas,

tornando-o mais susceptivel a ruptura quando de sua exposicao a tensdes cisalhantes.

2.5  Alternativas para reforco nas propriedades mecanicas de curativos polissacaridicos

Muitas alternativas vém sendo analisadas para melhorar a resisténcia mecanica e a
flexibilidade de membranas polissacaridicas, uma vez que o baixo desempenho neste quesito gera
limita¢des, que podem consistir em problemas, por exemplo, durante 0 manuseio e a estocagem

do material.

Dentre essas alternativas tem-se a adicao de plastificantes. Plastificantes agem através da
reducdo das forgas intermoleculares, reduzindo a rigidez da estrutura do filme e aumentando a
mobilidade das cadeias poliméricas, melhorando assim as propriedades mecanicas. Os agentes
plastificantes mais utilizados sdo glicerol, sorbitol, eritrol, 4cido ldtico e polietilenoglicol (Veiga,

2009).

Rodrigues (2008) incorporou glicerol durante o preparo de coacervados de quitosana-
alginato, como mostra o fluxograma do processamento na Figura 2.9. Porém o uso deste agente
plastificante ndo se mostrou eficiente para melhorar tal propriedade, uma vez que houve remocao
do glicerol nas etapas de lavagem das membranas. Tem-se como estratégia mais promissora o
emprego do glicerol no meio de estocagem dos curativos, minimizando assim problemas com

ruptura precoce e indesejada e reduzindo seu encolhimento (Rodrigues, 2008; Dallan, 2005).
p p ) g
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Adicdo da solugdo de Quitosana 1% em acido acético 2% e acetona (v/v) a solugdo de
Alginato 0,5% (100 rpm, 40mL/h)
v
| Alteragdo das condiges de reagdo (1000 rpm, 10 min) |
v
| Adigdode glicerol |
v
| Ajustedo pH — pH 5,3 (10min) |
v
| Adigio de CaCl, 2% (10 min) |
v
| Desaeragdo (120 min) |
v
| Secagem a 37 °C |
v
Reticulagdoidnica com CaCl, 2% (60 min) e lavagem (60 min) |
v

| Secagem (temperatura ambiente) |

Figura 2.9 — Fluxograma da producio das membranas de quitosana e alginato contendo glicerol

(adaptado de Rodrigues, 2008).

Nessa mesma perspectiva, Bueno (2010) testou a adicao de agentes reticulantes i0nicos e
covalentes com o intuito de promover interacdes em maior nimero ou mais intensas entre as
cadeias poliméricas da membrana de quitosana e alginato. Baixas concentracOes de reticulantes
ionicos mostraram ser estratégias mais efetivas e promissoras, uma vez que o aumento da
concentracdo levou a membranas com menor resisténcia a tragdo e alongamento na ruptura. Uma
segunda alternativa utilizada pela autora foi o uso de surfatantes, tais como Tween 80 e Pluronic
F68, para obtencao de melhor dispersdo dos agregados poliméricos. As membranas se mostraram
satisfatérias do ponto de vista do seu aspecto e maleabilidade, porém sua resisténcia mecanica e

alongamento na ruptura também foram baixos.

Uma alternativa proposta neste trabalho € a utilizacdo de um agente siliconado na
confeccdo de curativos de quitosana e alginato. As propriedades e caracteristicas de polimeros

desta categoria serdo discutidas a seguir.
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2.5.1 Elastomeros de silicone

Silicones representam uma categoria de polimeros sintéticos cuja cadeia principal é
caracterizada por repetidas ligagdes de silicio-oxigénio (Si-O). O dtomo de silicio pode ainda se
ligar a grupos orgéanicos, como por exemplo, metil, fenil, vinil e trifluoropropil. Quando se liga
ao grupamento metila, ¢ denominado polidimetilsiloxano (PDMS), que ¢ um elastomero de
silicone muito utilizado em diversas aplicagdes (Hassler et al., 2011), a Figura 2.10 mostra a

estrutura do PDMS.

CHj3; CHj3 CHj3
CHj; — S|i -0- S|1 -0 - S|1 — CH3
CI|—I3 CI|r{3 ; CI|—I3
(n=0,1,...)

Figura 2.10 — Férmula estrutural do polidimetilsiloxano (Ratner et al., 2004).

O PDMS ¢ conhecido como um dos polimeros mais flexiveis devido as caracteristicas
estruturais das ligacOes Si-O, uma vez que hd um comprimento de ligacdo maior e,
consequentemente, um maior angulo de contato (Mani, 2011). Além disso, é caracterizado por
possuir ligacdes quimicas fortes e somente dcidos fortes e bases fortes sdo capazes de
despolimerizar a cadeia siloxano. Assim, devido a baixa rigidez, este polimero permite que os
grupamentos metila fiquem expostos na regido externa da cadeia, e, como resultado, os
polidimetilsiloxanos sdo caracterizados por baixas interacdes intermoleculares (Colas e Corning,

2001).

Segundo Ratner et al. (2004), polimeros de silicone podem ser facilmente transformados
em uma rede tridimensional por meio de uma reacao de reticulagdo, o que permite a formacdo de
ligacdes quimicas entre cadeias adjacentes. A maior parte dos elastomeros de silicone podem ser

reticulados das seguintes formas: reticulacdo com radicais (efetiva somente com a presenca de
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grupos vinil na cadeia polimérica), reticulagdo por condensacdo (mistura de dois componentes,
como por exemplo, hidroxi terminal e um tetra-n-propoxissilano) e reticulacdo por adicdo
(combinagao de dois componentes, com reticulagdo através dos carbonos terminais dos polimeros

catalisada pela platina ou outros complexos metalicos presentes na mistura).

0] Silpumn® 2130 A/B, por exemplo, ¢ um polidimetilsiloxano que possui grupos
funcionais e agentes auxiliares para reticulacdo aditiva nos dois componentes da mistura (A e B),
e € no Silpuran® 2130 A que sdo encontrados os catalisadores de platina. Este € um produto
siliconado que se caracteriza por baixa viscosidade, alta adesividade, biocompatibilidade e

transparéncia, sendo comercializado pela Wacker Chemie S.A. para aplicacdes em lesdes.

Os elastomeros de silicone vém sendo utilizados hd anos em aplicacdes biomédicas, como
na fabricacdo de proteses, Orgdos artificiais, materiais dentdrios, dispositivos cirdrgicos € em
matrizes para transporte de drogas. Estas aplicacdes sdo devidas as suas propriedades, tais como:
bioestabilidade, biocompatibilidade, alta adesividade, ndo-irritabilidade, nao-toxicidade,

permeabilidade a gés e hidrofobicidade (Borde et al., 2012; Gao et al., 2005; Kim et al., 2010).

Para confeccdo de curativos para lesdes de pele, os compostos siliconados vém sendo
bastante utilizados devido a propriedade adesiva, caracteristica esta requerida de curativos para
uso por tempo prolongado. No entanto, o curativo ndo deve causar danos a pele durante sua
utilizacdo e remocdo. Assim a adesividade, juntamente com a hidrofobicidade dos agentes
siliconados, permitem que o curativo a base deste composto adira a pele, mas ndo a ferida,

gerando maior alivio ao paciente (Fawcett et al., 2010; Borde et al., 2012).

Segundo Colas e Corning (2001), quando hd incorporacdo de farmacos em matrizes
compostas por PDMS, o agente ativo pode ser homogeneamente distribuido em toda matriz e
lentamente liberado por difus@o a partir da superficie externa do dispositivo, ou seja, a superficie
que estard em contato com a lesdo. Além do mais, os curativos a base de silicone sdo muito

confortdveis para o paciente e ndo resultam em maceragdo da pele.

Nao foram localizados relatos na literatura da adicdo de agentes siliconados em
membranas polissacaridicas visando a melhora da resisténcia mecanica e flexibilidade, o que

confere um carater de ineditismo ao presente trabalho.
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Visto que além da limitacdo quanto as propriedades mecanicas dos curativos de
quitosana-alginato, o longo tempo de processamento verificado em escala de bancada consistiria
em um entrave a producdo das membranas em escala industrial, alguns aspectos estratégicos

quanto a ampliacio de escala serdo abordados a seguir.

2.6  Aspectos relevantes na ampliacao de escala da producio de curativos de quitosana e

alginato

O nudmero de etapas de processamento de curativos de quitosana e alginato é grande,
assim como o tempo de obtencdo das membranas €é longo, o que ndo estimula propriamente sua
producdo industrial. Para tanto, o desenvolvimento de metodologias reprodutiveis e mais

facilmente escalondveis na produ¢do das mesmas € de grande importancia.

Nos trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Engenharia de Biorreacdes e Coldides (LEBC) (Rodrigues, 2008; Bueno, 2010; Girata, 2011)
foram produzidas membranas de quitosana e alginato em um tempo de processo relativamente
alto, a comecar pelo ajuste do pH necessdrio para a aplicacdo dos curativos, feito em duas etapas
independentes (durante a complexacao dos polimeros e apds a secagem das membranas). A etapa
de secagem também € longa, uma vez que a temperatura de 37°C, o tempo usual para a secagem

total das membranas € cerca de 20 horas.

Nos protocolos de preparo das membranas dos trabalhos do grupo de pesquisa
mencionados acima foi utilizada a acetona como cossolvente da quitosana no intuito de fazer com
que este polimero assumisse uma conformagdo menos estendida, restringindo a taxa de reacdo
entre os dois polieletrdlitos, obtendo-se assim coacervados mais homogéneos (Yan, et al., 2000).
Bueno (2012), no desenvolvimento de sua tese de doutorado na FEQ/UNICAMP em tema
correlato ao deste trabalho, propds, com base nos trabalhos de Veiga e Moraes (2011) e Bellini et
al. (2012), a eliminacdo da adicdo da acetona. As membranas obtidas na auséncia desse solvente
apresentaram aspecto melhorado em relacdo as obtidas na sua presenca em termos de
homogeneidade. Além disso, com a retirada da acetona do processo conseguiu-se reduzir a
quantidade de material empregado na produ¢cdao das membranas, contribuindo conseqiientemente

para a reducdo do custo de produgdo, assim como do tempo de secagem pela diminuicdo da
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quantidade de solvente empregado. Por esta razdo, tal procedimento foi adotado na conducdo do

presente trabalho.

Outro aspecto importante a ressaltar sao as etapas de reticulagdo iOnica que, nos mesmos
protocolos de preparo dos curativos de quitosana e alginato citados acima, sdo feitas em duas
etapas independentes (durante a complexagdo dos polimeros e apds a secagem das membranas).
Além de alongar o tempo de processamento, o processo de reticulagdo dificulta a liberacdao de
farmaco e aumenta drasticamente a massa molar do complexo polimérico, o que reduz ainda mais
a sua solubilidade em 4gua e retarda o processo de hidratacdo (Aiedeh et al., 2007). Assim,

estudos enfocando tais aspectos sdo de aprecidvel relevancia.

2.7 Analise conclusiva da literatura consultada

Tendo em vista os tépicos abordados nesta revisdo bibliografica, verifica-se a necessidade
do desenvolvimento de novos curativos com boas propriedades cicatrizantes e cujas matérias-
primas sejam de fécil acesso e baixo custo. Membranas de quitosana e alginato incorporando o
agente antimicrobiano AlphaSam® RC2000 representam uma boa alternativa para aplicacdo no
tratamento de lesdes de pele com alta producdo de exsudato. Porém, ha a necessidade de estudos
para melhorar suas propriedades mecanicas e facilitar o processo de producdo, de forma a

diminuir o tempo de processamento do produto e obté-lo em larga escala.

Virias alternativas vém sendo estudadas para melhorar as propriedades mecénicas dos
curativos de modo que estes possam ser empregados em regides do corpo humano que requeiram
esforco mecanico considerdvel. Segundo a literatura consultada, o uso de alguns tipos de
plastificantes e agentes reticulantes podem n@o consistir em estratégias muito promissoras para
contornar esta limitacdo. No entanto, nenhum estudo incorporando compostos siliconados em
matrizes polissacaridicas foi localizado, constituindo assim um trabalho inédito e que apresenta

grande potencial para a obten¢do de membranas com melhor aspecto e propriedades mecanicas.

34



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Para a obtencdo das membranas flexiveis e neutralizadas de quitosana-alginato na
presenca e auséncia do agente antimicrobiano, foram utilizados os seguintes reagentes: quitosana
(Sigma-Aldrich, lote nimero 109K0043V, com grau de desacetilacdo de 96%), alginato de s6dio
de baixa viscosidade obtido de algas marrons do tipo Macrocystis pyrifera (Sigma-Aldrich Co.,
lote nimero 090MO0092V), AlphaSan® RC2000 (Milliken & Company), Silpuran® 2130 A/B
(Wacker Chemie AG), acido acético glacial, cloreto de cdlcio dihidratado e hidréxido de sddio
(Merck KGaA). A dgua utilizada em todo o trabalho foi destilada e deionizada em sistema Milli-
Q da Millipore. O liner (suporte de tecido ndo-tecido ou ndo tramado, TNT), o AlphaSan®
RC2000 e o Silpuran® 2130 A/B foram gentilmente doados pela empresa LM Farma Industria e

Comércio Ltda. de Sao José dos Campos —SP.

3.2. Metodologia
3.2.1. Preparacao das membranas de quitosana-alginato

A preparacdo das membranas de quitosana-alginato foi realizada de acordo com os
procedimentos propostos por Rodrigues et al. (2008), Bueno e Moraes (2010) e adaptados por
Girata (2011), com modificagdes visando a neutralizacdo dos dispositivos em etapa Unica e o
aumento da temperatura de secagem, a eliminacdo das etapas de reticulagdo e a melhoria das

propriedades mecanicas, divididas em trés etapas, respectivamente, conforme descrito a seguir.

3.2.1.1. Avaliagdo da neutralizacdo em etapa vinica e aumento da temperatura de secagem

Nestes estudos, as membranas de quitosana-alginato foram preparadas na presenca e

auséncia de AlphaSan® RC2000 em diferentes condicdes de pH imediatamente apés a
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complexacdo dos polissacarideos e temperatura, totalizando 6 formulagdes, conforme

apresentado na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Formulacdes e condi¢des de preparacdo das membranas de quitosana-alginato

visando a avaliacdo dos efeitos da neutralizacdo em etapa Unica e do aumento da temperatura de

secagem.
Formulacdo  AlphaSan® pH Secagem
Temperatura (°C) Tempo (h)
A 0% 53 37 20
B 0% 7,0 37 20
C 0% 7,0 60 6
D 1,1% 5,3 37 20
E 1,1% 7,0 37 20
F 1,1% 7,0 60 6

Para a obtencdo das membranas, foram adicionados 90 mL de solug@o de quitosana a 1%
(m/v) em acido acético a 2% (v/v), com auxilio de uma bomba peristaltica (modelo Minipuls 3,
Gilson), a 180 mL de solugdo aquosa de alginato 0,5% (m/v) em um reator de aco inoxidavel
encamisado com didmetro interno de 10 cm e altura de 20 cm, a uma vazao de 200 mL/h.
Durante a adicdo, o sistema foi mantido a 25 °C utilizando-se um banho ultratermostético (214
M2, Quimis) e sob agitagdo constante de 500 rpm empregando-se um agitador mecanico (251 D,
Quimis) provido de uma hélice do tipo pds inclinadas de raio 2,1 cm. Ao término da adi¢dao da
solucdo de quitosana, aumentou-se a taxa de agitacdo para 1000 rpm, agitando-se a mistura por
mais 10 minutos. Em seguida o pH foi corrigido para 5,3 ou 7,0 adicionando-se 16,8 mL de
NaOH a 1M ou 13,0 mL de NaOH a 2M, respectivamente. A agitacdo e a temperatura foram
mantidas constantes por mais 10 minutos. Apds a etapa de corre¢do do pH, foram adicionados ao
sistema 3,6 mL de solu¢@o aquosa de CaCl, 2% (m/v) para a reticulacdo priméria do alginato ndo
complexado com a quitosana, permanecendo-se nas mesmas condi¢des de agitacdo e temperatura
por 10 minutos mais. O sistema utilizado para a produ¢do do complexo polimérico encontra-se

ilustrado na Figura 3.1.
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Figura 3.1 — Sistema de producdo do complexo polimérico.

Para as formulagdes contendo AlphaSan® RC2000 (formulacdes D, E e F), sua
incorporacdo foi feita pela adicdo de 0,2 g do composto em pd a mistura apds a etapa de
reticulagdo priméria (proporcao de 11% de AlphaSan® RC2000 na mistura final), resultando em
uma concentracdo de 1,1% de prata em relacdo a massa total de polimeros na mistura (Girata,
2011). O sistema foi, entdo, mantido sob agitacdo constante de 500 rpm a 20 °C durante 5
minutos. Destaca-se que nas formulagdes preparadas por Girata (2011) houve adicao de acetona a
solucdo de partida de quitosana em &cido acético a 2%, procedimento este que foi eliminado no

presente trabalho.

As misturas poliméricas obtidas de todas as formulagdes foram desaeradas em bomba de
vicuo (Q-355B2, Quimis) por 120 minutos. Em seguida, o material resultante de cada
formulacdo foi dividido igualmente em termos massicos em duas placas de Petri de poliestireno
de 15 cm de didmetro e levado a estufa de circulagio de ar (modelo 410D, Nova Etica) para
secagem por 6 a 20 horas, a 60 ou 37 °C, respectivamente. Para maior homogeneidade da
secagem, as formulacdes foram mantidas em uma plataforma giratéria com didmetro de 25 cm

(Autoart) a 3 rpm.

Apos a secagem, todas as amostras foram imersas em 150 mL de solu¢do aquosa de CaCl,

a 2% (m/v) por uma hora e, para a remog¢ao dos ions livres, foram feitas mais duas imersoes de
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uma hora em 200 mL de dgua deionizada. A secagem final de todas as formulagdes foi feita a
temperatura ambiente por 24 h. Destaca-se que todas as membranas formuladas na presenca de

prata foram preparadas sob luz indireta para evitar o escurecimento das mesmas.

Todas as amostras foram esterilizadas com 6xido de etileno (OE) por exposi¢do a
Oxyfume-30 (30% de OE e 70% de diéxido de carbono) na empresa Acecil Central de
Esterilizacdo Comércio e Indistria Ltda (Campinas, SP) sob as seguintes condi¢des: vacuo inicial
de 0,4 a 0,6 kgf/cmZ, temperatura de 50 °C, umidade relativa de 30 a 80%, pressdao de 0,5
kgf/cm2, 3,5 horas de exposi¢do ao géds. Apds a exposicao, o vicuo foi restabelecido (0,4 a 0,6
kgf/cm®) e as amostras foram expostas a ar filtrado por 10 minutos. O OE residual foi removido
mantendo as amostras sob aeracdo por 48h. Na Figura 3.2 mostra-se o fluxograma do

processamento utilizado.

Adicao da solucdo de Quitosana a 1% em acido acético 2% a solucéo de
Alginato a 0,5% (500 rpm, 25 °C, 200mL/h)

v

I Alteracao das condicdes de reacéo (7000 rpm, 10 min) |
v

| Ajuste do pH — pH 7,0 ou 5,3 (10min) |

12

| Reticulagao primaria com 3,6 mL de CaCl, a 2% (10 min) |
2

[ Adicao de 0,29 de AlphaSan®RC2000 (500 rpm, 20 °C, 5 min) |
2
| Desaeracao (720 min) |

v

| Secagem a 37 ou 60 °C |
v

Reticulacao secundaria com imersao em solucdo de CaCl, a 2% (60 min) e
lavagem (60 min)
v

| Secagem (temperatura ambiente) |
v

| Esterilizacao |

Figura 3.2 — Fluxograma da producdo das membranas de quitosana e alginato visando avaliar a

viabilidade de neutralizacdo em etapa Unica e o aumento da temperatura de secagem.
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3.2.1.2. Avaliacdo da eliminagdo das etapas de reticulacdo

Nos estudos visando a eliminag@o das etapas de reticulagdo com CaCl, a 2% (m/v), as
membranas de quitosana-alginato foram preparadas segundo descrito no tdpico anterior, na
presenca e auséncia de AlphaSan® RC2000, com pH corrigido para 7,0 em Unica etapa, e secas na
primeira etapa a temperatura de 60 °C por 6 horas. Apds a secagem, foram feitas duas imersoes
de uma hora em 200 mL de dgua deionizada, sendo expostas a diferentes procedimentos de

reticulagdo, totalizando 6 formulacdes, conforme apresentado na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Membranas de quitosana-alginato preparadas em distintas formas de reticulacdo.

Formulag¢do AlphaSan® Reticulagdo primdria Reticulagdo secunddria
G 0% ndo realizada nao realizada
H 0% realizada ndo realizada
I 0% nao realizada realizada
J 11% nao realizada nao realizada
L 11% realizada nao realizada
M 11% nao realizada realizada

3.2.1.3. Avaliacdo de estratégias de aumento da resisténcia mecdanica e flexibilidade

Nesta etapa do trabalho foram empregadas duas distintas formas de abordagens para a
preparacio de curativos 2 base de quitosana e alginato em combinacdo com Silpuran® 2130 A/B,

visando o aumento na resisténcia mecanica e na flexibilidade. As metodologias utilizadas sdao

descritas a seguir.

3.2.1.3.1. Utilizacdo de liner revestido com Silpuran® 2130 A/B como suporte da membrana de

quitosana e alginato contendo AlphaSan®RC2000

As membranas de quitosana e alginato contendo prata foram preparadas como descrito no
item 3.2.1.1, em pH 7,0. Estas foram colocadas de duas formas distintas sobre a superficie de um
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liner poroso revestido homogeneamente em sua superficie com 5 mL de Silpuran® 2130 A e
5mL de de Silpuran® 2130 B previamente misturados (gel sem cura). Na primeira forma,
depositou-se o complexo quitosana-alginato desaerado preparado com reticulacdo primdria e
contendo 1,1% de prata sobre o liner revestido e, em seguida, o conjunto foi levado a estufa a
60 °C por 6 horas para a secagem do PEC com prata e a cura do gel de silicone. J4 na segunda
forma de procedimento, a membrana ji seca de quitosana e alginato contendo 1,1% de prata
submetida as duas etapas de reticulacao e foi colocada sobre a superficie do liner revestido pelo
composto siliconado (gel sem cura) e o dispositivo foi levado a estufa a 60 °C por 3 horas. A

Figura 3.3 ilustra a disposi¢ao das camadas do dispositivo.

membrana polissacaridica

/

liner

l

Silpuran®2130 A/B

Figura 3.3 — Ilustracdo da disposi¢do da membrana sobre a superficie do liner revestido na face

inferior com silicone.

Visto que a reticulacio do gel de silicone se dd pela exposicdo do material a alta
temperatura, em ambos os procedimentos se esperava que tal composto atuasse também como um

elemento de adesdo entre as varias partes do dispositivo em desenvolvimento.
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3.2.1.3.2. Incorporagdo de Silpuran® 2130 A/B durante o processamento das membranas de

quitosana e alginato

As membranas foram preparadas segundo descrito no tépico 3.2.1.1, com pH corrigido
para 7,0 em dunica etapa. Com base em ensaios preliminares, a incorporacdo de
Silpuran®2130A/B foi feita pela adicio de 90 upL de Silpuran® 2130 A e 90 pL de
Silpuran®2130 B a mistura de polissacarideos apds a etapa de correcdo do pH, resultando em
uma concentracdo de 10% em relacdo a massa total de polissacarideos na mistura, com um
intervalo de 5 minutos entre a adi¢do do silicone A e B a 1000 rpm. Apds esta etapa, os
procedimentos seguintes, como a incorpora¢do ou nao de AlphaSan®RC2000, a secagem a 60 °C

e a lavagem foram feitas como descrito anteriormente.

Visou-se também nesta parte do estudo verificar se o composto siliconado possuia

. . . . . . ~ ’ ++
propriedades reticulantes suficientes para que se dispensasse as reticulacdes com fons Ca™.
Assim, foram preparadas membranas na auséncia das etapas de reticulagdo, assim como na
presenca de reticulacdo priméria e secunddria e, somente, de reticulacio secunddria. As
formulacdes preparadas segundo as distintas formas de reticulagdo estdo apresentadas na

Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Formulacdo das membranas de quitosana e alginato preparadas na presenca ou

auséncia de Silpuran® 2130 A/B e da etapa de reticulacdo primdria.

Formulacdo AlphaSan®  Silpuran®  Reticulacdo primdria  Reticulagdo secunddria

N 0% 10% realizada realizada
0] 0% 10% nao realizada realizada
P 11% 10% realizada realizada
Q 11% 10% nao realizada realizada

*porcentagens expressas em base seca
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A Figura 3.4 mostra o fluxograma das formulacdes preparadas com Silpuran® 2130 A/B,

na presenca ou auséncia de prata e na presenca e/ou auséncia da etapa de reticulacdo primdria.

Adicéo da solucdo de Quitosana a 1% em acido acético 2% a solucédo de
Alginato a 0,5% (500 rpm, 25 °C, 200mL/h)

v
| Alteracdo das condicGes de reacdo (7000 rpm, 10 min) |
v
| Ajuste do pH para 7,0 (170min) |
v
[ Adicao de 10% de Silpuran® 2130 A/B |
v

| Presenca e/ou auséncia de CaCl, 2% (70 min) |

Presenca ou auséncia de 0,2g de AlphaSan® RC2000 (500 rpm, 20°C, 5 min) |
v
| Desaeracao (720 min) |
v
| Secagem a 60 °C |
v
Reticulacdo secundaria com imersdo em solucdo de CaCl, a 2% (60 min) e
lavagem (60 min)
v
| Secagem (temperatura ambiente) |
¥

| Esterilizacao |

Figura 3.4 — Fluxograma da producdo das membranas de quitosana e alginato contendo

Silpuran® 2130 A/B.

3.2.2. Caracterizacao das membranas

A caracterizacdo das membranas de quitosana-alginato foi realizada de acordo com os
procedimentos propostos por Rodrigues et al. (2008), Bueno e Moraes (2010) e Girata (2011),
conforme descrito a seguir, apds armazenamento prévio por pelo menos 24 horas em dessecador

contendo silica-gel ativada.
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3.2.2.1. Aspecto das membranas

As membranas foram examinadas quanto ao aspecto a olho nu e fotografadas com camera

digital Canon, modelo Power Shot A410.

3.2.2.2. Morfologia da superficie e da secgdo transversal

A morfologia das membranas foi avaliada através de microscopia eletronica de varredura
(MEV) em microscopio modelo LEO 440, Leica disponivel no Laboratério de Recursos

Analiticos e de Calibragdo (LRAC da FEQ/Unicamp).

Amostras de 2 cm x 1 cm foram fixadas em um suporte adequado e metalizadas (Sputter
coater Polaron modelo SC 7620, Microtech) através da deposi¢do de uma fina camada de ouro
(espessura de 92 A) em suas superficies. Para a avaliacdo da secgdo transversal, as amostras

foram criofraturadas em nitrogénio liquido antes de sua metalizagdo.

3.2.2.3. Avaliagdo da espessura das membranas

As espessuras das membranas secas foram medidas com micrometro Digimess através de

nove medi¢des em diferentes posi¢des ao longo da extensdo de cada membrana.

Para medir a espessura das membranas umidas, estas foram previamente hidratadas por 24
horas em &4gua deionizada a 37 °C e levemente secas com papel filtro antes da realizacdo das

medidas.
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3.2.2.4. Capacidade de absorcdo de solucoes fisiologicas

A capacidade de absorcio das membranas foi determinada por meio do grau de
intumescimento paulatino das membranas secas em dgua (pH 4,9), fluido corpéreo simulado (pH
7,4), soro fetal bovino (pH 7,2) e solucao aquosa de NaCl a 0,9% (m/v) (pH 5,5). A utilizagcdo da
dgua foi realizada a fim de se analisar o efeito deste solvente no comportamento das membranas,
o fluido corpéreo simulado (FCS) foi empregado visando expor as membranas a uma solucdo
com composicdo e concentracao de sais mais proximas a do corpo humano, enquanto o soro fetal
bovino (SFB) tem sua importincia por simular um ambiente mais complexo e mais préximo ao
sangue animal, e a solucdo de NaCl por ser usualmente utilizada para a limpeza e hidratacdao das
lesdes. O FCS foi preparado de acordo com Kokubo et al. (1990), tendo a composi¢do descrita na
Tabela 3.4, na qual se apresenta também a composi¢io média do plasma humano para fins

comparativos.

Tabela 3.4: Composicao idnica do FCS e do plasma humano (Kokubo et al., 1990).

Concentragdo (mM)

iOI’l
FCS Plasma Humano

Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg 1,5 1,5
Ca* 2,5 2,5
CI 148,8 103,5
HCO* 4,2 27,0
HPO,* 1,0 1,0
SO~ 0,5 0,5

Foram cortados corpos de prova, em triplicata, de 6 cm x 1 cm com massa inicial (M;)
determinada em balanca analitica modelo TE214S (Quimis). As amostras foram entdao imersas
em 10 mL das referidas solucdes por 24 horas a 37 °C. Apds este periodo, o excesso de solvente

foi levemente removido com papel de filtro e as amostras foram novamente pesadas em balanga
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analitica para a determinacdo das massas umidas finais (M,). A capacidade de absorcdo (A) de

cada solucdo foi calculada através da Equagao 1:

(Mu - Mr)
- (Equacgao 1)
M;

3.2.2.5. Perda de massa em solucoes aquosas

Neste ensaio visou-se analisar a estabilidade estrutural das membranas apds exposicao

prolongada a dgua, solucao salina (SS), FCS e soro fetal bovino (SFB).

Corpos de prova de 6 cm x 1 cm, em triplicata, foram pesados em balanga analitica para a
determinac¢do de sua massa inicial (M;), sendo entdo imersos em 10 mL das referidas solu¢des por
sete dias a 37 °C. Apds este periodo, cada amostra foi imersa em 20 mL de dgua deionizada por 5
minutos por 5 vezes para a remog¢ao de sais, proteinas e outras moléculas adsorvidas diferentes da
dgua. Em seguida, as amostras foram secas em estufa a 37 °C até atingirem massa seca constante
(My), sendo em seguida armazenadas em dessecador com silica-gel por pelo menos 24 horas.. Ao
final desse periodo, a perda de massa (P) foi determinada por meio da Equacao 2, ressaltando-se
que mesmo apds prolongado armazenamento no dessecador, pode ainda haver dgua residual

firmemente ligada as amostras.

M -M
=L___-’)x10

i

P 0 (Equacao 2)

3.2.2.6. Avaliagdo das propriedades mecanicas

A resisténcia a tensdo e o alongamento na ruptura das membranas foram avaliados
segundo o método ASTM D882-95a, utilizando-se um texturdmetro TA.XT2 (Stable
Microsystems SMD) disponivel no Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em
Biorrecursos. Dez corpos de prova de 8 cm x 1 cm de cada formulacdo foram fixados por garras
pneumadticas com mordentes de borracha do equipamento, distantes 5,0 cm entre si, uma das
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quais foi afastada a uma velocidade de 0,1 cm/s empregando-se uma célula de carga de 5,098 kgf.
A resisténcia a tragdo (RT) e o alongamento (Al) na ruptura foram calculados através das

Equagdes 3 e 4, respectivamente:

RT= o (Equagio 3)
A;
dr—di N
Al= — x100 (Equagao 4)
di

onde: F, € a forca mdxima de rompimento, A, € a drea da se¢do transversal inicial da amostra, d;
¢ o afastamento inicial das garras do equipamento (5 cm) e d, é o afastamento das garras no

momento da ruptura.

3.2.2.7. Andlise por espectrometria de energia dispersiva de Raios-X (EDS)

A espectrometria de energia dispersiva de Raios-X baseia-se na identificacdo dos Raios-X
emitidos pela amostra quando da interagdo da mesma com o feixe eletronico. Trata-se de uma
técnica ndo destrutiva, que permite detectar a presenca de elementos presentes na amostra. Outra
caracteristica importante desta microandlise € a possibilidade de se obter o mapa de composi¢ao

quimica na regido observada.

Andlises de EDS foram realizadas no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragao
(LRAC) para detectar a presenca de ions célcio, prata e silicio nas amostras. As membranas
foram previamente cortadas em corpos de prova de 2 cm x 1 cm e armazenadas por 24 horas em
dessecador. Apds este periodo, as amostras foram fixadas em um suporte adequado e suas

composi¢oes foram analisadas no microscopio eletronico de varredura modelo LEO 440, Leica.
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3.2.2.8. Andlise por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR)

As andlises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier no modo
ATR foram realizadas no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC) para as
amostras preparadas somente com reticulacdo secunddria, na presenca ou auséncia de AlphaSan®
RC2000 e Silpuran® 2130 A/B. As amostras foram previamente cortadas em dimensdes de 2cm x
Icm e mantidas em dessecador por 24 horas. Os espectros foram obtidos em um
espectrofotometro FTIR Nicolet 6700 da marca ThermoScientific. A varredura de absor¢do foi

realizada de 4000 a 675 cm‘l, com resolucdo de 4 cm’! e 64 varreduras acumuladas.

3.2.2.9. Andlise estatistica

O software Statistica 7° foi utilizado para analisar os resultados numéricos referentes s
propriedades das membranas, empregando-se o teste de comparacdo de médias de Tukey com

nivel de significancia de 5%.

Todos os resultados sdo expressos como a média das medidas experimentais, calculadas
com, no minimo, trés amostras independentes. Cada valor médio € acompanhado de seu
respectivo erro padrdo, indicado para viabilizar comparacdes entre médias de diferentes

populagoes (Paes, 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer deste
trabalho referentes a diminuicdo do tempo de processamento de membranas de quitosana-alginato
na presenca ou auséncia de AlphaSan® RC2000, visando avaliar a neutralizacdo em etapa tnica e
os efeitos do aumento da temperatura de secagem, e avaliar também a elimina¢do das etapas de
reticulagdo do processamento. Além disso, serdo também mostrados os resultados referentes as
formulacdes contendo Silpuran® 2130 A/B, obtidas através de distintas estratégias, visando 2

melhora nas propriedades mecanicas e na flexibilidade das mesmas.

4.1. Avaliacido da neutralizacao em etapa tinica e aumento da temperatura de secagem

Neste topico sdo discutidos os resultados pertinentes aos estudos sobre neutralizagdo em
etapa unica durante o processamento das membranas e com relagdo ao aumento da temperatura
de secagem para 60 °C, visando a diminuicdo do tempo de processamento. As caracteristicas dos

dispositivos formulados para este objetivo sdo descritas a seguir.

4.1.1. Aspecto das membranas

As membranas produzidas apresentaram os aspectos tipicos mostrados na Figura 4.1.
Verificou-se que a superficie das formulacdes C e F obtidas a pH 7,0 e secas a 60 °C por 6 horas
(Figuras 4.1c e 4.1f, respectivamente) € aparentemente mais lisa que a das outras formulagdes.
Todas as formulacdes desenvolvidas na auséncia de prata apresentaram didmetro médio de
12 cm, ja as formulagOes na presenca do antimicrobiano alcangaram didmetro menor, em média
10 cm. Essa diminuicdo é consegiiéncia da incorporacdo do AlphaSan® RC2000, que pode ter
atuado como um agente reticulante, aproximando as cadeias de polissacarideos, o que explicaria a

reducdo do didmetro das membranas.
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Figura 4.1 — Aspecto visual das formulagdes preparadas em diferentes condi¢des de pH e
temperatura de secagem, sem adi¢do de AlphaSan® RC2000: (a) pH 5,3 € 37 °C; (b) pH 7,0 e
37 °C; (¢) pH 7,0 e 60 °C; ou com adi¢ao do mesmo: (d) pH 5,3 e 37 °C; (e) pH 7,0 e 37 °C; (f)
pH 7,0 e 60 °C.

Neste trabalho ndo foram feitos testes para elucidar se ocorre a reticulacio do
antimicrobiano AlphaSan® RC2000 com a matriz polimérica. Supde-se que possa haver ligacdo
de coordenacdo com a quitosana, uma vez que este polissacarideo possui a capacidade de atuar
como quelante de fons metdlicos (Mathur e Narang, 1990). Verma et al. (2008), avaliaram
através de FTIR (Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier) o efeito da
interacdo da quitosana na estrutura da hidroxiapatita e constataram que o grupo amino da
quitosana forma um complexo com o grupo fosfato (PO4); da hidroxiapatita. Isto também pode
ter ocorrido nas formulagdes contendo o agente antimicrobiano, uma vez que O
AlphaSan® RC2000 é composto por fosfato hidrogenado de zirconio, sédio e prata, NaZr,(POy);.
Assim, esta complexacdo entre o grupamento amino da quitosana e o grupamento fosfato do
AlphaSan® RC2000 pode ter contribuido para a contragio da estrutura do PEC e,

consequentemente para a reducio do diametro dos dispositivos contendo o antimicrobiano.
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As membranas de quitosana-alginato desenvolvidas anteriormente por Girata (2011) na
presenca de diferentes proporg¢des de AlphaSan® RC2000, apresentaram aspecto esbranquicado e
homogéneo a olho nu e, ao aumentar a concentracdo de prata, as membranas tornaram-se mais
opacas e sensiveis a luz. De acordo com a autora, a sensibilidade e conseqiientemente o
escurecimento das membranas quando em contato com a luz ocorre pela formagao de cloreto de
prata, produto da reacdo da prata presente na estrutura do AlphaSan® RC2000 com a solucao de
cloreto de calcio utilizada na etapa de reticulacdo i6nica. O mesmo foi observado no presente

trabalho para as formulagdes que incluiram esse composto em sua preparacao.

4.1.2. Morfologia da superficie e da seccdo transversal

Na Figura 4.2 estdo apresentadas as morfologias de superficie tipicas das membranas de
quitosana e alginato preparadas na presenga ou auséncia de AlphaSan® RC2000, com pH a 5,3 e

corrigido para 7,0 e temperatura de secagem de 37 ou 60°C

Foi observado que as membranas secas a 37°C (Figuras 4.2a, 4.2b, 4.2d e 4.2e)
apresentaram superficie ondulada, com elevacdes e fibras distribuidas ao longo de sua extensdo, o
que ndo foi observado nas membranas secas a 60°C (Figura 4.2c e 4.2f), que se mostraram
praticamente sem rugosidades. Nao foi observada a presenca de poros em aumentos de até
5000 vezes em nenhuma das formulacoes. Essas caracteristicas também foram observadas a olho
nu, tendo as formulagdes C e F (Figura 4.1c e 4.1f, respectivamente) superficies mais lisas. O
aspecto rugoso de membranas secas a 37°C também foi notado por Rodrigues (2008), que
observou maior rugosidade quando as membranas sao preparadas em uma condicdo de agitacao
menos intensa, situagdo em que ha menor compactacdo das fibras poliméricas. O ajuste do pH

para 7,0 ndo alterou a superficie das membranas, que permaneceu com aspecto rugoso.

O antimicrobiano incorporado nas formulagdes D, E e F (Figuras 4.2d, 4.2e, 4.2f,
respectivamente) mostrou-se distribuido uniformemente pela superficie das membranas. Segundo
Regiel et al. (2013), uma boa dispersdo de fons prata na superficie de filmes usados como

curativos € necessdria para alcancar adequado efeito antimicrobiano, promovendo o contato
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direto entre os fons prata dispersos na superficie do dispositivo € 0s micro-organismos situados

na lesdo.

Destaca-se que tais observagdes sdo fruto da andlise de &reas de amostragem
significativamente maiores do que as mostradas nas micrografias aqui apresentadas, e que podem
ndo estar claramente visiveis nas imagens mencionadas em fun¢do destas representarem fracdes

limitadas das amostras. O mesmo se aplica a micrografias que se seguem.

Figura 4.2 — Morfologia da superficie das formulacdes preparadas em diferentes condi¢des de
pH e temperatura, sem adi¢do de AlphaSan® RC2000: (a) pH 5,3 ¢ 37 °C; (b) pH 7,0 e 37 °C; (¢)
pH 7,0 e 60 °C; ou com adicao do mesmo: (d) pH 5,3 e 37 °C; (e) pH 7,0 e 37 °C; (f) pH 7,0 e
60°C.

Para verificar a ocorréncia de possiveis alteracdes no empacotamento das fibras de
polissacarideos decorrentes da variagdo do pH e da temperatura, as amostras também foram
avaliadas quanto ao aspecto dos cortes transversais. Os resultados sdo apresentados na Figura 4.3,
notando-se que a corre¢do do pH para a neutralidade logo apds a complexacdo da quitosana com

o alginato ndo resultou em alteracdes na secc¢do transversal quando comparada a situacdo de
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ajuste do pH para 5,3. Amostras processadas na temperatura de secagem de 60°C apresentam
lamelas aparentemente mais compactas quando livres do AlphaSan® RC2000. Bueno (2012), no
desenvolvimento de sua tese de doutorado na FEQ/UNICAMP em tema correlato ao deste
trabalho, supds que o aumento da temperatura contribui para a diminuicdo da solubilidade dos
gases no interior da mistura polimérica, diminuindo consequentemente a quantidade de bolhas de
ar e a espessura das membranas formadas apds a secagem da mistura, discutida em maiores

detalhes no préximo item.

Figura 4.3 — Corte transversal das formulagdes preparadas em diferentes condi¢des de pH e
temperatura, sem adi¢do de AlphaSan® RC2000: (a) pH 5,3 e 37 °C; (b) pH 7,0 e 37 °C; (c) pH
7,0 e 60 °C; ou com adi¢do do mesmo: (d) pH 5,3 e 37 °C; (e) pH 7,0 e 37 °C; (f) pH 7,0 e 60 °C.

As amostras contendo AlphaSan® RC2000 mostraram lamelas mais espagadas, uma vez
que o agente antimicrobiano se localiza disperso na forma de s6lido na estrutura, inclusive na
formulacdo seca a 60 °C. Assim como observado por Girata (2011), constatou-se pontos de
aglomeracdo das particulas de AlphaSan® RC2000, indicando que o antimicrobiano ndo foi
homogeneamente distribuido na matriz quitosana-alginato. Segundo a autora, tal aglomeragdao

pode ser decorrente da segregacdo de fases durante o processo de secagem das membranas, que é
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bastante lento, e também da baixa solubilidade deste composto na mistura (a titulo de
comparacdo, a maxima solubilidade do AlphaSan® RC2000 em dgua a 20 °C € de 2,6 x 10 g/L
segundo NICNAS, 2004). Porém, com o aumento da temperatura de secagem e,
consequentemente, com a diminuicdo do tempo de secagem, o material permaneceu aglomerado
possivelmente porque o processo de secagem, apesar de ser mais rdpido, ainda pode ser

considerado como lento (6 horas).

Segundo Lankoff ef al. (2012), nanoparticulas, inclusive as de prata, ttm um forte
potencial para aglomerar tanto no ar ambiente quanto em solucdes liquidas e em fluidos
corporeos. O estado de aglomeracdo pode influenciar seu potencial de absor¢do através da pele,
podendo contribuir para o aumento da citotoxicidade, contudo, a taxa de dissolucdo da prata
depende do tamanho da particula, do meio utilizado, da temperatura e da cristalinidade das
particulas. Mesmo ndo se tratando de nanoparticulas de prata no presente trabalho, o tamanho das
particulas de AlphaSan® RC2000 é bastante pequeno, de forma que certa similaridade de
comportamento seria esperada. No presente trabalho utilizou-se uma concentracdo de 1,1% de
prata e, de acordo com Girata (2011), as membranas de quitosana e alginato contendo AlphaSan®
RC2000 na propor¢ao empregada apresentam moderada citotoxicidade a fibroblastos, supondo-se
que os beneficios da utilizacdo de curativos com a quantidade adicionada de agente bioativo
superem a desvantagem de seu efeito citotoxico, mesmo que O composto se apresente

parcialmente aglomerado.

4.1.3. Avaliacdo da espessura das membranas

A Tabela 4.1 mostra os resultados obtidos na medida da espessura das amostras em seu
estado seco e em seu estado umido. Para as membranas preparadas na auséncia do agente
antimicrobiano, a espessura variou de 51 a 78 um no estado seco e de 157 a 277 um no estado
umido, quando expostas por 24 horas a dgua deionizada a 37 °C. Observa-se que houve uma
diferenca nesta caracteristica da membrana quando se alterou o pH de processamento,
verificando-se diminuicdo da espessura ao se corrigir o pH para 7,0, tanto para amostras no

estado seco quanto no estado umido. Nota-se que alteragdes na etapa de secagem nao resultaram
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em mudancas significativas na espessura das amostras neutralizadas apds a complexacdao do
alginato com a quitosana, exceto para as formulagdes E e F no estado imido. Rodrigues et al.
(2008) obtiveram variagao de espessura de 65 a 80 um no estado seco, enquanto Yan et al.
(2000) verificaram variacdo de 17,6 a 48,2 um para membranas preparadas em condigdes

similares.

Tabela 4.1: Espessura das membranas de quitosana-alginato preparadas em diferentes condi¢des
de pH e temperatura, sem adicao de AlphaSam® RC2000: (A) pH 5,3 ¢ 37 °C; (B) pH 7,0 € 37 °C;
(C) pH 7,0 e 60 °C; ou com adi¢cdao do mesmo: (D) pH 5,3 e 37 °C; (E) pH 7,0 e 37 °C; (F) pH
7,0 e 60 °C.

Espessura (um)

Formulacoes
Amostras secas Amostras umidas
A 77,78+5,47 * 276,67+40,96
B 51,11+3,09° 160,00+2,36 °
C 56,67+4,08 ° 156,67+5,00 °
D 128,00+8,60 * 158,00+9,13 *
E 127,78+11,52 * 163,33+10,80 *
F 94,40+3,90 ® 128,20+3,63 ®

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05). Letras minisculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitsculas
referem-se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

As amostras contendo AlphaSan® RC2000 alcancaram espessura de 94 a 128 pm no
estado seco e, da mesma forma, a espessura diminuiu com a correcao do pH para a neutralidade
logo em seguida a complexagdo do alginato e da quitosana. Quando umidas, houve uma variacao
de 128 a 163 um, sendo a amostra F a que apresentou a menor espessura. Esses valores sao
menores do que os reportados por Girata (2011), que encontrou uma média de 420 um no estado
seco para membranas com 1,1% de prata e 1710 um no estado imido, provavelmente decorrente

da utilizacdo da acetona durante a complexagdo dos polissacarideos por parte de Girata (2011).
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Este solvente faz com que a quitosana assuma uma conformagdo menos estendida, restringindo a
taxa de reagdo com o alginato (Yan et al., 2000) e, possivelmente, levando a formacdo de

coacervados mais volumosos.

Porém, pode-se notar que, em geral, as amostras que possuem prata incorporada sdo as
que tém maior espessura tanto no estado seco quanto no estado imido (exceto para a formulacdo
A). Uma vez que a solubilidade do AlphaSan® RC2000 em solugdes aquosas € muito reduzida, ao
ser incorporado nas membranas tal composto se localiza disperso na forma de s6lido na estrutura,

0 que contribui significativamente para o aumento da espessura do material obtido.

Segundo Ma et al. (2001), substitutos artificiais da pele sdo geralmente mais finos do que
a derme humana, cuja espessura varia de 0,5 mm a 2 mm, dependendo da idade, sexo e area do
corpo. Nesse sentido, todas as membranas preparadas nesta etapa do estudo possuem potencial

para uso como curativos de pele.

Os altos desvios padrdo observados em alguns ensaios devem-se a heterogeneidade das
membranas, uma vez que durante a etapa de secagem, a distribuicio dos complexos
polieletrélitos ndo € totalmente homogénea, ocorrendo acimulo de cadeias poliméricas em

algumas regides da matriz.

4.1.4. Capacidade de absorcdo de dgua e solugoes fisiologicas

N

Os valores listados na Tabela 4.2 correspondem a capacidade de absorcdo das seis

formulac¢des quando expostas a dgua, NaCl 0,9%, fluido corpéreo simulado e soro fetal bovino.

Comparando-se os valores obtidos, nota-se que, de forma geral, o fluido melhor absorvido
pelas membranas em 24 horas foi a solucdo salina (SS), com uma variacao de 8 a 12 g/g, seguido
do SFB, FCS e agua. Estes resultados contrastam com os de outros autores (Rodrigues et al.,

2008; Girata, 2011; Bueno e Moraes, 2011), que observaram maior absorcao de dgua.

Ao avaliar a capacidade de absorcdo de diferentes fluidos, Girata (2011) obteve valores
para amostras de quitosana-alginato livres do agente antimicrobiano de 13,9 g/g, 13,0 g/g, 9,2 g/g
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e 8,4 g/g em agua, SS, FCS e SFB, respectivamente. Para as amostras na presenca de 1,1% de
prata a autora obteve 39,5 g/g, 23 g/g, 15 g/g e 14 g/g respectivamente para solucdes
mencionadas. Todas as amostras foram processadas em pH de 5,3 e secas a 37°C. A diferenca
dos valores em relacdo aos obtidos no presente trabalho pode ser atribuida ao fato de que a autora
incorporou acetona a solu¢do de quitosana. Como ja mencionado, por ser um solvente de baixa
polaridade a acetona faz com que os polissacarideos assumam uma conformac¢@o menos estendida
(Yan et al., 2000), o que pode promover a forma¢do de complexos com diferentes geometrias e
empacotamentos. Além disso, a adicdo da acetona pode resultar em menor nimero de pontos de
ligacdo i0nica entre o alginato e a quitosana, o que poderia contribuir para o aumento da absor¢ao

de solugdes aquosas.

Tabela 4.2: Valores para a capacidade de absor¢do de solu¢cdes pelas membranas de quitosana-
alginato preparadas em diferentes condi¢des de pH e temperatura, sem adi¢do de AlphaSan®
RC2000: (A) pH 5,3 e 37 °C; (B) pH 7,0 e 37 °C; (C) pH 7,0 e 60 °C; ou com adi¢do do mesmo:
(D)pH 5,3e37 °C; (E) pH7,0e 37 °C; (F) pH 7,0 e 60 °C.

Capacidade de Absorcdo (g/g)

Formulacoes
Agua Ass Arcs Asrp
A 9,08+3,20 ¢ 8,11x025° 5,83+0,37 ° 8,63+0,64 *
B 6,60+2,65 * 10,79+0,71° 9,07+0,28 ° 9,5842,09 *
C 4,19+0,24 * 11,91+0,48 ° 9,85+0,42° 9,66+0,33 *
D 1,74+0,07 & 8,23+0,97 A 9,29+0,83 & 7.82+0,85 2
E 5,65+0,13 8 9,94+1,19 A 6,81+0,31 8 7,610,072
F 6,48+1,07 8 8,33+0,86 * 5,73+0,20 B 7,77+0,44 4

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de

Tukey, p<0,05). Letras miniisculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitsculas

referem-se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

Para amostras com e sem AlphaSan® RC2000, o teste de Tukey revelou que nido houve

diferencas significativas na capacidade de absorcdo de solu¢des com relacdo a variacdo de
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temperatura de secagem entre 37°C e 60°C. J4 para a corre¢do do pH, houve uma pequena
diferenca quanto a absorcdo de SS e FCS pelas amostras livres de AlphaSan® RC2000, uma vez
que essas solucdes sao melhor absorvidas pelas amostras preparadas em pH 7,0 (formulacdo B)

do que em pH 5,3 (formulagdo A).

No entanto, houve um aumento na absor¢do de 4gua e uma diminui¢do no intumescimento
quando na presenca de FCS para amostras contendo o agente antimicrobiano e com pH corrigido
para 7,0 (formulacdes E e F). Nao se verificou diferenca significativa na absor¢do de SS ou SFB
pelo material com pH ajustado em 7,0. Segundo Veiga (2009), na presenga de solventes
apresentando alta forca idnica, como o fluido corpéreo simulado, pode ocorrer competicao dos
ions do solvente com as hidroxilas presentes nas cadeias poliméricas pela dgua, diminuindo sua

disponibilidade para hidratagdo da membrana.

4.1.5. Perda de massa em solucdes aquosas

A avaliacdo da estabilidade das membranas é importante para o conhecimento da cinética
de degradacdo do biomaterial quando em contato com a lesdo. A degradagdo de polieletrolitos de
quitosana e alginato é dependente da extensdo da interacao dos polimeros, ou seja, a estabilidade
¢ uma funcdo do nimero de pontos de ligacdo entre as moléculas de quitosana e alginato (Yan et

al., 2000; Li et al., 2009).

A estabilidade das membranas foi avaliada nos quatro fluidos ja testados quanto a
capacidade de absor¢do: dgua, solucdo salina, fluido corpéreo simulado e soro fetal bovino. Os

valores obtidos estdo apontados na Tabela 4.3.

Nota-se que a médxima perda de massa encontrada foi de 27% em soro fetal bovino. O pH
somente afetou de forma estatisticamente significativa o comportamento das amostras livres de
AlphaSan® RC2000 em contato com solucdo salina, observando-se um aumento na perda de
massa quando o pH foi corrigido para 7,0. Como observado anteriormente, o fluido melhor
absorvido pelas membranas livres do agente antimicrobiano foi a SS. Isto faz com que ocorra

maior afastamento entre as cadeias poliméricas, o que diminui a intensidade de interacio entre as
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mesmas, promovendo menor estabilidade das mesmas (Bueno, 2009). O aumento da temperatura
de secagem afetou somente a estabilidade da formulagcdo sem AlphaSan® RC2000 em 4gua, tendo
o material seco a 60 °C menor perda de massa. Este resultado corrobora com os obtidos na

capacidade de absor¢do, uma vez que em dgua obteve-se menor intumescimento das membranas.

Tabela 4.3: Valores para a perda de massa das membranas de quitosana-alginato preparadas em
diferentes condicdes de pH e temperatura, sem adicdo de AlphaSan® RC2000: (A) pH 5,3 e
37°C; (B) pH 7,0 e 37 °C; (C) pH 7,0 e 60 °C; ou com adi¢ao do mesmo: (D) pH 5,3 e 37 °C; (E)
pH 7,0e 37 °C; (F) pH 7,0 e 60 °C.

Perda de massa (%)
Formulagoes
Agua Pss Prcs Psrp
A 16,82+1,58*  10,70£1,45* 16,61+1,72° 21,55+7,23 "
B 16,55+0,27*  15,44+0,50 ° 15,59+0,79 * 26,79+5,18 *
C 10,57+0,19°  15,34+1,03° 13,28+0,95 * 13,99+11,7 °
D 9,06+0,14 *  10,48+0,76 * 10,32+0,86 * 9,77+5,32 %
E 10,59+0,31 %  11,27+0,67 * 10,40+0,64 * 15,96+4,54 *
F 15344592 11,53+0,95* 12,40+0,72 * 6,37+3,58 *

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05). Letras mindsculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maidsculas
referem-se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

Segundo Krayukhina er al. (2008), quanto maior o grau de desacetilagcdo da quitosana,
melhor € a estabilidade do complexo quitosana e alginato. J& com a diminui¢do do grau de
desacetilacdo, a formacdo dos complexos ¢é dificultada, diminuindo sua estabilidade. Neste
trabalho foi empregada quitosana com grau de desacetilacdo de 96%. Neste sentido, supde-se que

o complexo quitosana-alginato apresenta boa estabilidade, o que é confirmado pelas baixas

perdas de massa verificadas.

Yan et al. (2000) sugerem que a perda de massa ¢é relativamente independente da natureza

dos meios aquosos e essa perda pode ser atribuida a remoc¢do de moléculas que ndo reagiram
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durante o processamento, apontando que o PEC, quando estdvel, ndo se solubiliza nestes meios.
Entretanto, visto que o PEC de quitosana e alginato € estabilizado primordialmente por interagdes
eletrostéticas e tendo por base os resultados obtidos pela exposicao das membranas as diferentes
solucdes aquosas, supde-se que as espécies em solucdo possam, sim, exercer algum efeito na

estrutura das membranas.

4.1.6. Anadlise das propriedades mecdnicas

Um curativo deve possuir caracteristicas mecanicas adequadas para sua aplicacdo, além
de possibilitar seu facil manuseio e armazenamento. Nesse sentido, foram avaliadas a tensdo de
ruptura e a porcentagem de deformacgdo apds o alongamento das membranas de quitosana-

alginato. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Propriedades mecanicas das membranas de quitosana-alginato preparadas em
diferentes condi¢des de pH e temperatura, sem adicao de AlphaSan® RC2000: (A) pH 5,3 e 37
°C; (B) pH 7,0 e 37 °C; (C) pH 7,0 e 60 °C; ou com adicao do mesmo: (D) pH 5,3 e 37 °C; (E)
pH 7,0 e 37 °C; (F) pH 7,0 e 60 °C.

Resisténcia Mecdnica

Formulacoes
Tensdo na ruptura (MPa) Alongamento na ruptura (%)
A 2,33+0,58 * 2,15+0,32°
B 12,19+2,13° 3,04+0,39 *
C 20,45+1,38 ¢ 2,78+0,31*
D 4,71+0,93 * 3,28+0,41 *
E 3,58+0,79 * 3,06+0,52 *
F 4,94+0,83 * 3,6620,28

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05). Letras minisculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitdsculas
referem-se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

59



No caso de amostras livres de prata, o teste estatistico revelou que as formulagdes A, B e
C diferiram significativamente na tensdo de ruptura. As amostras com pH corrigido para 7,0 e
secas a temperatura de 60 °C alcangaram maiores tensdes de ruptura. Nao foram verificadas
diferengas para estas membranas quanto ao alongamento na ruptura. Como ja discutido no item
4.2, o aumento da temperatura de secagem contribui para a diminui¢do da solubilidade dos gases
no interior da mistura polimérica, diminuindo a quantidade de bolhas de ar (Bueno, 2009) e, isto
pode ter contribuido para melhores resultados quanto a tensdo na ruptura, uma vez que a presenga
de bolhas desfavorece as pontes i0nicas entre os polissacarideos e, consequentemente, diminui a

tensdo na ruptura das membranas.

Para as amostras contendo prata, notou-se que as diferencas nas condi¢des de secagem e
pH de processamento ndo conduziram a variacdes na tensdo de ruptura ou no alongamento da
amostra. Considerando-se estes resultados e também os obtidos para os dispositivos livres de
AlphaSan® RC2000, nota-se que o uso de maiores temperaturas de secagem e da correcio do pH

para 7,0 pode ser realizado sem prejuizos para o desempenho mecanico dos curativos.

Foram verificados neste trabalho valores de resisténcia a tragdo entre 2 ¢ 20 MPa e de
alongamento na ruptura entre 2 € 3%. Girata (2011) examinou membranas de quitosana e alginato
preparadas com diferentes propor¢des de AlphaSan® RC2000, encontrando valores de resisténcia
a tragdo menores que os verificados neste trabalho, entre 2 e 10 MPa e alongamento na ruptura na
mesma faixa, entre 2 e 4%. Os melhores desempenhos encontrados para resisténcia a tracdo e
alongamento na ruptura foram verificados nas amostras livres de AlphaSan® RC2000 e com 0,2%
de prata, respectivamente. A autora constatou que a concentragdo, composi¢do polimérica, o
tempo de reacdo entre os complexos e o estado fisico do agente antimicrobiano sao fatores que
influenciam a resisténcia a tra¢do e a flexibilidade das membranas, e que, de fato, membranas
contendo alta concentracido de AlphaSan® RC2000 apresentam baixa resisténcia mecanica de
forma geral. A diferenca entre os resultados de Girata (2011) e os relatados no presente trabalho
podem ser fruto da ndo utilizagdo da acetona na etapa de solubilizacdo a quitosana, que, por esta
razdo, apresentaria conformacao mais compactada, reagindo menos intensamente com o alginato.
Isto implicaria em coacervados potencialmente menos estabilizados pelas ligagdes idnicas e,

portanto, capazes de suportar menores tensdes no momento de sua ruptura.
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No entanto, como a resisténcia a tragdo da pele normal varia de 2,5 a 16 MPa (Wang et
al., 2002), considerando-se este aspecto especifico, todas as membranas obtidas nesta etapa do

estudo podem ser consideradas como adequadas para aplicagdo como curativos poliméricos.

Tendo em vista os resultados obtidos das caracterizacdes de membranas de quitosana-
alginato na presencga ou auséncia de prata, pode-se constatar que sdo vidveis o ajuste de pH para
7,0 em etapa dnica e o aumento da temperatura de secagem para 60 °C. Assim, nos préximos

itens sdo descritas formulagdes preparadas nessas novas condi¢des de obtencao.

Apesar da diminui¢do do tempo de processamento, 0 mesmo continua longo, assim, na
etapa seguinte objetivou averiguar se seria possivel suspender do processamento as etapas de
reticulacdo com fons cdlcio, o que poderia diminuir ainda mais o tempo de producdo dos

curativos de quitosana e alginato na presenga ou auséncia de AlphaSan® RC2000.

4.2. Avaliacao da eliminacio das etapas de reticulacao

Nos trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo grupo de pesquisa (Rodrigues, 2008;
Bueno, 2010; Girata, 2011) foram produzidas membranas de quitosana e alginato com duas
etapas independentes de reticulacdo com ions cdlcio: durante a complexagdo dos polissacarideos
(reticulagdo primdria) e apds a secagem das membranas (reticulacdo secunddria). Uma vez que
estas etapas prolongam o tempo de processamento, neste trabalho procurou-se verificar se as
membranas seriam estdveis na auséncia das mesmas. Foram preparadas membranas de quitosana-

alginato na presenca ou auséncia de AlphaSan®

RC2000 sujeitas a distintas formas de
reticulacdo: auséncia das duas etapas independentes de reticulacdo, somente com reticulacdo
primdria e somente com reticulacdao secundaria. Os dispositivos produzidos foram caracterizados

e os resultados obtidos s@o mostrados e discutidos a seguir.
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4.2.1. Aspecto das membranas reticuladas por distintas formas

As formulagdes preparadas na auséncia das duas etapas de reticulacdo e na presenca ou
auséncia de AlphaSan® RC2000 (formulagdes G e J respectivamente) ndo se mantiveram estaveis
ap6s a secagem. Apesar de se notar um encolhimento das formulacdes reticuladas com Ca™" pela
adicdo do AlphaSan® RC2000, discutido no item 4.1.1., o aparente efeito de aproximacdo das
cadeias por este composto nao se mostra suficiente para a estabilizacdo da estrutura sem a adi¢ao
concomitante dos fons calcio. Ao se adicionar fons Ca'™ 2 mistura polimérica ocorre uma
interacdo destes fons com grupos carboxila do alginato ndo complexados com a quitosana,
promovendo um refor¢o a matriz polimérica (Berger et al., 2004). Como tais ligacdes de reforco
nao ocorreram em decorréncia da auséncia dos fons cdlcio e por estas terem se mostrado
fundamentais para a estabiliza¢do final da estrutura, ndo se deu mais sequéncia a andlise de
formulacdes ndo reticuladas com cdlcio no presente estudo, focando-se as avaliagdes

subsequentes nas amostras mais promissoras.

A Figura 4.4 mostra o aspecto tipico, avaliado a olho nu, das membranas preparadas na
presenca ou auséncia do agente antimicrobiano e apds passarem pela reticulacdo primdria ou

secundaria.

Percebe-se que as membranas contendo ou ndo AlphaSan® RC2000 com reticulacdao
somente na primeira etapa (Figura 4.4a e 4.4c respectivamente) ndo se mantiveram estiveis
durante a etapa de lavagem com 4gua deionizada, mostrando aprecidvel perda de massa em sua
estrutura. No entanto, as amostras com reticulacdo somente na segunda etapa (Figura 4.4b e 4.4d)

mostraram-se homogéneas e permaneceram integras.

Verificou-se, portanto, que a reticula¢do secundéria com fons Ca*™* é imprescindivel para a
estabilizacdo do PEC de quitosana e alginato. Por ser uma etapa de reticulacdo com imersao das
membranas secas em solucdo contendo os fons multivalentes, supde-se que os fons difundem-se
homogeneamente por toda matriz, aumentando a estabilidade das mesmas. Isso, provavelmente,
nido ocorre com a reticulacdo priméria que pode estar exercendo um efeito mais localizado.
Assim, nos proximos itens somente as formulagdes preparadas com reticulacdo secunddria serdo

discutidas, sendo entdo suas caracteristicas comparadas com as de amostras submetidas a dupla
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reticulagdo nas condigdes determinadas anteriormente como as mais adequadas com relagdo a pH

e temperatura de secagem, na auséncia ou presenca de prata, formulagdes C e F respectivamente.

Figura 4.4 — Aspecto visual das formulagdes preparadas com diferentes etapas de reticulacio,
sem adicdo de AlphaSan® RC2000: (a) somente reticulacdo primadria; (b) somente reticulacio
secundéria; ou com adi¢do do mesmo: (c) somente reticulagdo primdria; (d) somente reticulacao

secundaria.

4.2.2. Morfologia da superficie e da sec¢do transversal das membranas submetidas somente a

reticulacdo secunddria

Na Figura 4.5 mostra-se as morfologias de superficie das membranas de quitosana e

alginato contendo ou ndo AlphaSan® RC2000 e preparadas somente com reticulacdo secundaria.

Através da comparagdo com as formulagdes submetidas a ambas as etapas de reticulagio,
contendo ou ndo AlphaSan® RC2000 (Figuras 4.2c e 4.2f, respectivamente), nota-se grande

diferenca entre as rugosidades das superficies das membranas. As membranas reticuladas
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somente com a segunda etapa (Figuras 4.5a e 4.5b) apresentaram superficies onduladas, com
elevagdes distribuidas uniformemente ao longo de sua extensdo, tanto na presenca quanto na
auséncia de prata. De acordo com Rodrigues (2008), a maior rugosidade observada pode ser

resultado de menor compactagdo das fibras poliméricas.

Figura 4.5 — Morfologia da superficie das formulacdes preparadas somente com reticulagdo

secunddria: (a) sem adi¢do de AlphaSan® RC2000 ou (b) com adi¢do do mesmo.

Karakecili et al. (2007), produziram membranas de quitosana reticuladas ou ndo com ions
sulfato e relataram que tais fons exerceram forte influéncia sobre a topografia da superficie,
tornando-a mais homogénea e relativamente plana. Os autores explicam que as rugosidades nas
membranas ndo reticuladas poderiam ser terminacdes de fibras de quitosana desniveladas e que,
apos a reticulagdo, teria ocorrido a formacgdo de feixes de fibras, aplanando a superficie. Estes
resultados também foram observados no presente trabalho, o que explica o aumento da
rugosidade das membranas e a visualizagdo mais clara das fibras poliméricas nas formulagcdes

preparadas na auséncia de reticulacio primaria.

Na Figura 4.6 sdo apresentadas as imagens obtidas por microscopia eletronica de
varredura das sec¢des transversais das membranas. Os cortes transversais mostraram diferencas
significativas na compactaciao dos polimeros ao longo da espessura das membranas, sendo que as
amostras preparadas com reticulagdo primdria e secunddria (Figuras 4.3c e 4.3f) apresentaram
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lamelas menos espagadas do que as formulagdes submetidas somente a reticulacdo secunddria
(Figuras 4.6a e 4.6b). O Ca"™, quando adicionado ao complexo polimérico, liga-se aos grupos
remanescentes do alginato que ndo interagiram com a quitosana. Este comportamento pode
favorecer uma maior compactagdo da estrutura, uma vez que diminui o nimero de carboxilas
livres e, consequentemente, resultaria em menores espessuras. A andlise detalhada a respeito das

espessuras das membranas com menor quantidade de fons célcio serd apresentada mais adiante.

Figura 4.6 — Corte transversal das formulacdes preparadas somente com reticulacdo secundéria:

(a) sem adicdo de AlphaSan® RC2000 ou (b) com adi¢do do mesmo.

Nota-se que na amostra contendo prata uma fracdo significativa do AlphaSan®RC2000
parece estar depositada na parte inferior da membrana. Segundo o National Industrial Chemicals
Notification and Assessment Scheme (2004), a densidade do AlphaSan® RC2000 a 20 °C € de
2914 kg/m3, ou seja, cerca de 3 vezes maior que a da dgua. Assim, supde-se que durante a etapa
de secagem o composto a base de prata tenha migrado devido a gravidade. O depdsito formado
pode ser avaliado com maior nivel de detalhamento na Figura 4.7, que mostra a formulagao
contendo AlphaSan® RC2000 e submetida somente a reticulagdo secunddria com maior

aproximacao.
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topn  ——

Figura 4.7 — Corte transversal da formulacdo contendo AlphaSan® RC2000 e submetida somente

a reticulacdo secundaria.

4.2.3. Andalise do efeito da reticulagdo secunddria na espessura das membranas

A Tabela 4.5 aponta a média das espessuras obtidas das membranas de quitosana e
alginato preparadas com reticulacdo primdria e secunddria ou somente com reticulacdo

secunddria, na presenca ou auséncia de AlphaSan® RC2000.

Verifica-se que houve um aumento na espessura das formulacdes preparadas somente pela
reticulac@o secundéria em relagdo as amostras com reticulacdo dupla, tanto na presenga quanto na

auséncia de AlphaSan® RC2000, variando de 1,1 a 1,5 vezes.

Uma possivel explicagdo para este comportamento € que, os fons cdlcio, quando
adicionados durante a complexacdo de quitosana-alginato (reticulacdo primadria), reagem
fortemente com os grupos carboxila remanescentes do alginato (Bueno, 2010), gerando estruturas
com maior empacotamento das cadeias polissacardidicas, portanto, mais finos (formulacdes C e

F), cuja estrutura mais compacta se preserva mesmo apds a reticulaciao secunddria e a hidratacao.
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Tabela 4.5: Espessura das membranas de quitosana-alginato preparadas sem adi¢do de
AlphaSan® RC2000: (C) amostras com reticulacao dupla; (I) amostras somente com reticulagdao
secundéria; ou com adi¢do do mesmo: (F) amostras com reticulagdo dupla; (M) amostras somente

com reticulacdo secunddria.

Espessura (um)

Formulacoes
Amostras secas Amostras umidas
C 56,67+4,08 * 156,67+5,00 °
I 85,00+5,62 ° 171,66+4,01 °
F 94,40+3,90 * 128,20+3,63 *
M 125,00+6,70 ® 190,00+6,32 ®

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05). Letras mintisculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitsculas
referem-se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

Bueno (2010) estudou o comportamento de reticulantes i0nicos na complexacdo das
membranas de quitosana-alginato e observou que os ions célcio, quando adicionados a suspensdo
de agregados polissacaridicos, reagem fortemente com os grupos carboxila remanescentes,
reduzindo a mobilidade das cadeias poliméricas que ndo se aproximaram durante a secagem das
membranas e, consequentemente, resultando em maiores espessuras. No entanto, esta teoria
corrobora em parte com o presente estudo visto que, quando submetidas somente a reticulagdo
secunddria, as formulagdes testadas apresentaram maiores espessuras. Ainda, segundo a autora, a
menor mobilidade das cadeias poliméricas pode resultar em menor intumescimento das mesmas
A diminui¢ido do intumescimento também foi observada nas amostras preparadas somente com

reticulagcdo secunddria, como apresentado e discutido a seguir.

4.2.4. Influéncia do método de reticulacdo na capacidade de absorcdo das membranas

expostas a diferentes solugoes aquosas

A Tabela 4.6 mostra os valores correspondentes a capacidade de absor¢do dos curativos

na presenca ou auséncia de AlphaSan® RC2000 e preparados com reticulacdo primdria e
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secundéria ou somente com reticulacdo secunddria, quando expostas por 24 horas nas diferentes

solugdes.

Tabela 4.6: Valores para a capacidade de absor¢do das membranas de quitosana-alginato
preparadas sem adicdo de AlphaSan® RC2000: (C) amostras com reticulagdao dupla; (I) amostras
somente com reticulacdo secunddria; ou com adicdo do mesmo: (F) amostras com reticulagio

dupla; (M) amostras somente com reticulagdo secunddria.

Capacidade de Absorcdo (g/g)

Formulacoes
AAgua A Y A FCS ASFB
C 4,19+0,24 * 11,91+0,48 * 9,85+0,42 % 9,66+0,33 *
I 4,94+0,29 7.81+1,46° 5,30+£0,07 ° 7,36+0,97 °
F 6,48+1,07 2 8,33+0,86 * 5,730,220 & 7,77+0,44 &
M 42040215 5,82+0,21 8 4,98+032 4 5,92+0,20 A

Mesma letra na mesma coluna indica que nido hd diferenga significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05). Letras mindsculas referem-se a formulacdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitdsculas
referem-se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

O fluido melhor absorvido pelos dispositivos preparados somente com reticulagdao
secundéria (formulacdes I e M) foi a solugdo salina (SS), com 8 g/g para as amostras na presenca
de AlphaSan® RC2000 e 6 g/g para as formulagdes livres do mesmo, seguido de soro fetal bovino

(SFB), fluido corpéreo simulado (FCS) e dgua.

Ao comparar os dados das formulagdes na presenca da reticulacdo primadria e secundéria
(formulagdes C e F), nota-se que para as amostras livres de antimicrobiano nao houve diferencas
significativas pela exposi¢ao a dgua, porém a formulagdo C absorveu maiores quantidades de SS,
FCS e SFB do que a formulag@o I. Para as formulagdes na presenca de AlphaSan® RC2000, as

diferencas significativas foram detectadas com relacdo a absorcdo de dgua e SS.

Segundo Da Silva (2009), a diminui¢do do grau de intumescimento dos filmes de alginato

e quitosana-alginato € consequéncia do aumento da concentracdo de célcio adicionado ao
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sistema. Esta teoria contrasta com o presente estudo, uma vez que a absorcao de fluidos é menor
quando os dispositivos sdo preparados com menores quantidades de cdlcio, ou seja, quando
submetidos somente a reticulagdo secundaria. Como jé discutido anteriormente, a intera¢do entre
os fons Ca™ e o0 alginato parecem ocorrer em maior nimero na etapa secundaria de reticula¢do, o
que gera menor mobilidade das cadeias polissacaridicas e, consequentemente, menor
intumescimento das mesmas. Nestas condi¢des, a reducdo da mobilidade resulta em uma menor

interagdo com os solventes.

4.2.5. Perda de massa das membranas preparadas por diferentes métodos de reticulacdao apos

exposicdo a diferentes solucoes aquosas

Na Tabela 4.7 sdo apresentados os valores referentes a estabilidade das amostras
preparadas com reticulacao primadria e secunddria ou somente com reticulagdo secundaria quando

expostas a diferentes fluidos fisioldgicos.

A partir das andlises dos dados, nota-se que os dispositivos que foram preparados com as
duas etapas de reticulagdo (C e F) apresentaram maior perda de massa média, tanto na presenca
quanto na auséncia de AlphaSan® RC2000, exceto no caso da amostra exposta a SFB. Como ja
discutido no tépico anterior, as formulacdes preparadas somente com reticulacdo secunddria
absorveram menores quantidades das solugdes fisioldgicas, e esse comportamento pode ter
influenciado a perda de massa. De acordo com Bueno (2010), os maiores valores de absorcao
implicam em maiores valores de perda de massa. Assim, quanto maior a quantidade de fluidos
que a membrana absorve, maior o afastamento entre as cadeias poliméricas, o que diminui a

intensidade de interacdo entre as mesmas, promovendo maior solubilizacdo da membrana.

Com relac@o a formulagdo I para a qual se obteve cerca de 53% de perda de massa em
soro fetal bovino (SFB), de acordo com Qin (2005) as proteinas do soro fetal podem formar
quelatos com a prata do AlphaSan®, o que reduziria sua perda de massa. Assim, pode-se supor
que a auséncia do antimicrobiano na formulacdo I pode ter favorecido o rompimento das

interacdes quitosana e alginato nas amostras submetidas apenas a reticulacdo secundaria, sendo,
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esta hipétese confirmada no presente estudo pelas baixas porcentagens de perda de massa

encontradas para as formulagdes contendo prata (F e M).

Tabela 4.7: Valores para a perda de massa das membranas de quitosana-alginato preparadas sem
adicao de AlphaSan® RC2000: (C) amostras com reticulacao dupla; (I) amostras somente com
reticulagdo secunddria; ou com adicdo do mesmo: (F) amostras com reticulagdo dupla; (M)

amostras somente com reticulagio secunddria.

Perda de Massa (%)

Formulagoes
PAgua Py Prcs Psrp
C 10,57+0,19 ° 15.34+1,03 ° 13.28+0.95 * 13,99+11,7 °
I 1,8940,95° 7.98+1,87° 7.10+0,55° 53,01+£2,07°
F 15344592 4 11,53+0,95 2 12,40+0,72 2 6,37+3,58 &
M 1,100,218 9,12+0,27 ® 8,83+0,31 B 1,55+0,66 °

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de Tukey,
p<0,05). Letras miniisculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitisculas referem-se a
membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

Como o SFB simula um ambiente complexo e mais préximo do sangue animal, a amostra
I ndo seria indicada para utilizacdo por longos periodos em feridas de espessura total, ou seja,
daquelas que atinge toda a derme completa e/ou a hipoderme (Mandelbaum ez al., 2003), uma

vez que essa formulagdo ndo permanece estavel nestas condicoes.

4.2.6. Andlise das propriedades mecdnicas das membranas reticuladas por diferentes métodos

Na Tabela 4.8 sdo apresentados os valores referentes as propriedades mecénicas das
amostras preparadas com reticulagdo primdria e secunddria ou somente com reticulacdo

secundaria.
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Tabela 4.8: Andlise das propriedades mecanicas das membranas de quitosana-alginato
preparadas sem adicdo de AlphaSan® RC2000: (C) amostras com reticulagdo dupla; (I) amostras
somente com reticulacdo secunddria; ou com adicdo do mesmo: (F) amostras com reticulagio

dupla; (M) amostras somente com reticulagao secunddria.

Resisténcia Mecanica

Formulacoes
Tensdo na ruptura (MPa) Alongamento na ruptura (%)
C 20,45+1,38" 2,78+0,31°
I 3,70+0,28 ° 5,63£0,29 °
F 4,94+0,83 * 3,66+0,28 *
M 2,480,39 3,8+0,38 4

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de Tukey,
p<0,05). Letras miniisculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitsculas referem-se a
membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

As membranas preparadas somente com reticulacio secunddria (formulagdes I e M)
apresentaram valores de tensao na ruptura significativamente mais baixos do que aquelas que
passaram por ambas as etapas de reticulagdo. O contrdrio aconteceu com o alongamento na
ruptura, que foi mais elevado para as formulacdes preparadas somente com reticulagdo
secundéria. Estes resultados coincidem apenas parcialmente com os relatados por Wang et al.
(2001, 2002) que verificaram que o aumento da quantidade de CaCl, na reticulag@o de filmes de
quitosana-alginato levou a um aumento tanto da resisténcia a tracdo quanto do alongamento na
ruptura. O uso de menores quantidades de cdlcio reduz o nimero de pontes idnicas ligando

carboxilas livres das cadeias de alginato, contribuindo para a diminuicao da resisténcia a tragao.

Tendo em vista os resultados obtidos nas caracterizacdes discutidas neste item, pode-se
constatar a viabilidade da preparacio de membranas somente com reticulagdo secunddria, tanto
na presenca quanto na auséncia de AlphaSan® RC2000, o que permite assim uma diminuicdo
ainda maior no tempo de processamento das mesmas. Entretanto, notam-se nestes dispositivos
duas limitacdes. Quando na auséncia de prata, nota-se baixa estabilidade quando os dispositivos
sdo expostos por longos periodos em SFB. Outra implicacdo € quanto as propriedades mecanicas

das membranas, que diminuiram ainda mais com a supressao da etapa de reticulagcdo primaria.
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Nesta perspectiva, no proximo item sdo analisadas estratégias de aumento da resisténcia
mecanica das membranas utilizando Silpuran® 2130 A/B, comparando-se amostras também

reticuladas com Ca™ em uma e duas etapas.

4.3. Avaliacao de estratégias de aumento da resisténcia mecanica e flexibilidade

Adequadas propriedades mecénicas (compativeis com as do tecido lesado), sdo requisitos
importantes e esperados para materiais destinados a regeneracio tecidual. Como ja mencionado
anteriormente, membranas de quitosana e alginato na presenca ou auséncia de AlphaSan®
RC2000 possuem razoadvel fragilidade, o que dificulta tanto sua aplicacio quanto seu

armazenamento.

No intuito de contornar essa limitacdo, nesta etapa objetivou-se avaliar duas estratégias

utilizando o composto siliconado Silpuran® 2130 A/B nesses dispositivos.

Inicialmente, foram realizados ensaios preliminares visando selecionar a propor¢dao mais
adequada de Silpuran® 2130 A/B em relacio ao complexo polimérico (resultados ndo mostrados),
observando-se que a propor¢do mais promissora dentre as testadas era de 10% em relacdo a
massa total de polissacarideos na mistura, visto que se desejava manter no material final
propriedades mais diretamente associadas aos biopolimeros, como alta capacidade de absor¢do e
potencial para biorreabsorcdo. Os resultados das estratégias testadas e a discussdao das mesmas

estdo descritos a seguir.

4.3.1. Utilizagdo de “liner” revestido com Silpuran® 2130 A/B para suporte da membrana de

quitosana e alginato contendo AlphaSan ®RC2000

Foram utilizadas duas metodologias utilizando [liner como suporte da membrana. Na
primeira, o complexo constituido da suspensdo de quitosana e alginato, neutralizado em unica
etapa, contendo 1,1% de prata e preparado com reticulacdo primdria, foi depositado na superficie

do liner a qual foi previamente adicionado o composto siliconado. Apés exposi¢ao a 60 °C por
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6 horas houve a formagdo da membrana sobre o liner. Tal dispositivo mostrou-se bastante
flexivel. Na segunda metodologia, a membrana seca de quitosana e alginato contendo prata e
submetida as duas etapas de reticulagao foi pré-formada e fixada no liner revestido com silicone
e, apés exposicdo a 60 °C por 3 horas, o dispositivo caracterizou-se também por alta

flexibilidade.

No entanto, apds o intumescimento de ambos os dispositivos em &dgua deionizada e
solucdo de PBS verificou-se solubilizacdo da fase constituida pela membrana, no primeiro caso, e

descolamento da membrana do liner no segundo caso.

Assim, a utilizacdo de liner revestido com 10 mL de Silpuran® 2130 A/B, nas metodologias
testadas no presente estudo ndo foi satisfatoria para a utilizacdo como curativos para o tratamento

de lesoes de pele.

4.3.2. Incorporagdo de Silpuran® 2130 A/B no processamento das membranas de quitosana e

alginato

Nesta estratégia, pretendeu-se avaliar as caracteristicas das membranas de quitosana e
alginato contendo 10% de Silpuran® 2130 A/B, na presenga ou auséncia de 10% de
AlphaSan® RC2000. Visou-se verificar também se o composto siliconado atuaria como um
agente reticulante, possibilitando descartar uma ou ambas as etapas de reticulagdo com fons Ca™".
Deste modo, serdo apresentados e discutido os resultados relacionados as membranas preparadas

com reticulacdo primdria e secunddria ou somente submetidas a reticulagdo secunddria.

4.3.3. Aspecto das membranas contendo Silpuran®21 30 A/B

Na Figura 4.8 mostra-se o aspecto da membrana de quitosana e alginato preparada com
incorporagdo de 10% do composto siliconado, na auséncia das etapas de reticulacdo e livre de

AlphaSan® RC2000.
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A membrana se caracterizou por alta flexibilidade e adesividade, porém sua estrutura nao

se mostrou continua. A adicdo apenas de Silpuran® 2130 A/B ndo foi suficiente para estabilizar a
sz . . . . ~ z ++ z 2.0

membrana. Como j4 discutido anteriormente, a reticulagdo com fons Ca"" € necessdria para a

formacdo de um filme homogéneo, uma vez que a auséncia desses fons impossibilita reforco da

matriz polimérica. Portanto, esta amostra ndo foi adicionalmente caracterizada no presente

trabalho.

Figura 4.8 — Aspecto visual da formulacdo preparada com 10% de Silpuran® 2130 A/B e na

auséncia das etapas independentes de reticulacao.

Na Figura 4.9 estd ilustrado o aspecto tipico das membranas de quitosana e alginato com
incorporagdo do gel de silicone na presenga ou auséncia do antimicrobiano a base de prata,

preparadas com reticulag@o primdria e secunddria ou somente com reticulacio secundaria.

N

Verificou-se que as membranas submetidas somente a reticulacdo secunddria
apresentaram aspecto mais rugoso do que aquelas preparadas na presenca das duas etapas
independentes de reticulacdo. Nota-se também em todas as formulagdes a presenga de pequenas
bolhas esbranquicadas, que podem ser fruto da baixa miscibilidade do gel de silicone com a
suspensdo do PEC. Mas, ao comparar as formulacdes contendo Silpuran®2130 A/B expostas as

duas etapas de reticulacdo (Figuras 4.9a e 4.9c) com as formulacdes livres do composto
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siliconado (Figuras 4.1c e 4.1f), pode-se notar que os dispositivos contendo o gel de silicone
apresentaram aspecto mais homogéneo, além de alta flexibilidade e adesividade, como indicado

na Figura 4.10.

Figura 4.9 — Aspecto visual das formulacdes preparadas com 10% de Silpuran® 2130 A/B, sem
adicao de AlphaSan® RC2000: (a) com reticulacao primdria e secunddria; (b) somente reticulacao
secundéria; ou com adi¢do do mesmo: (c) com reticulagdo primdria e secunddria; (d) somente

reticulac@o secundéria.

Segundo Ratner et al. (2004), elastdmeros de silicone podem ser facilmente transformados
em uma rede tridimensional devido a sua facilidade de reticulagdio no ambiente ou em
temperaturas elevadas. Além do mais, os agentes siliconados permitem a formacao de filmes com
superficies bastante homogéneas. No caso do Silpuran® 2130 A/B, a reticulagdo ocorre em
temperatura elevada. De acordo com o fabricante (Wacker), a vulcanizacdo do composto

siliconado ocorre rapidamente acima de 100 °C. No presente trabalho, foi observada a formacao
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de uma pelicula de silicone apds exposicao a 100 °C por 30 minutos, assim como a formagao do

mesmo tipo de pelicula a 60 °C por 6 horas.

Figura 4.10 — Flexibilidade das formulacdes preparadas com 10% de Silpuran® 2130 A/B com
adicao de 11% de AlphaSan® RC2000.

4.3.4. Morfologia da superficie e da seccdo transversal das membranas contendo Silpuran®

2130 A/B

Na Figura 4.11 estdo apresentadas as morfologias de superficie tipicas das membranas de
quitosana e alginato contendo Silpuran® 2130 A/B preparadas na presenca ou auséncia de
AlphaSan® RC2000 e expostas aos processos de reticulagdo primadria e secunddria ou somente de

reticulacdo secunddria.

Nota-se ainda mais claramente a formacdo de bolhas na superficie das amostras
siliconadas. De acordo com Fawcett et al. (2012), superficies de filmes contendo elastomeros de
silicone podem conter bolhas que sdo geradas durante a desaeracdo e, adicionalmente, pela
producdo de hidrogénio a partir de polimeros contendo Si-H na presenca de catalisadores a base
de platina, como é o caso do Silpuran® 2130 A/B. Os autores relataram que as bolhas se formam
rapidamente e sua retirada da matriz polimérica ndo € simples. Uma alternativa citada pelos
mesmos autores € a utilizacdo de agentes tensoativos para a possivel estabilizacdo das bolhas

formadas, estratégia esta que ndo foi testada no presente trabalho. Conforme também ja
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mencionado, estas bolhas podem também ser resultado da dispersao ineficiente do gel de silicone

na suspensdo do PEC de alginato e quitosana.

Figura 4.11 — Morfologia da superficie das formulages contendo 10 % Silpuran® 2130 A/B,
sem adicdo de AlphaSan® RC2000: (a) amostras com reticulacdo dupla; (b) amostras somente
com reticulacdo secundéria; ou com adi¢do do mesmo: (c¢) amostras com reticulagdo dupla;

(d) amostras somente com reticula¢io secundaria.

Ainda, segundo Estarlich et al. (2011), elastdmeros de silicone podem apresentar esta
separacdo devido a viscosidade dos mesmos. No entanto, tendo-se em vista que as solugdes de
quitosana e alginato também sdo viscosas, todas as membranas contendo estes polissacarideos
estdo sujeitas a problemas quanto a mistura inadequada e possivel separacio de fases. De acordo
com Rodrigues (2008), falhas ao longo da superficie dos dispositivos de quitosana e alginato

podem ser decorrentes da solubilizagdo de moléculas de alginato livres na matriz da membrana
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sem a ocorréncia de formagcdo do PEC (regides interfasicas), ou podem ainda resultar do

enclausuramento de bolhas de ar no meio viscoso antes da conclusdo do processo de secagem.

Como ja esperado, as amostras preparadas somente com reticulacdo secunddria (Figuras
4.11b e 4.11d) apresentaram menor compactacao das fibras poliméricas e, consequentemente,
maior rugosidade na superficie. O antimicrobiano exibiu dispersdo relativamente homogénea na

superficie das matrizes poliméricas contendo silicone (Figuras 4.11c e 4.11d).

Para verificar a influéncia da adi¢cdo de Silpuran® 2130 A/B nas membranas de quitosana
e alginato contendo ou ndo AlphaSan® RC2000, as amostras também foram avaliadas quanto ao
aspecto dos cortes transversais. Os resultados sdao mostrados na Figura 4.12, notando-se que as
bolhas decorrentes da utilizacdo do gel de silicone se formaram também entre as lamelas das
membranas. Aparentemente, as formulagdes siliconadas apresentaram lamelas mais justapostas
do que as amostras na auséncia do agente siliconado (Figuras 4.3c, 4.3f, 4.6a e 4.6b), o que
possivelmente pode ter contribuido para a reducao da espessura das mesmas. Assim, estudos mais
detalhados sobre a espessura das membranas contendo o gel de silicone serdo apresentados e

discutidos mais adiante.

As formulagdes submetidas as duas etapas de reticulacdo (Figuras 4.12a e 4.12c)
apresentaram lamelas mais compactas do que as amostras preparadas somente com reticulacdao

secundéria (Figuras 4.12b e 4.12d), o que também foi observado no item 4.2.2.

O antimicrobiano a base de prata mostrou-se localizado de forma dispersa nas amostras e
também entre as lamelas das amostras siliconadas, proporcionando maior compactacdo lamelar
nas formulacdes preparadas somente com reticulacdo secunddaria (Figura 4.12d) do que naquela
na auséncia de prata (Figura 4.12b). Devido a baixa solubilidade do AlphaSan® RC2000, o

mesmo supriu os espagos entre as lamelas decorrentes da reticulacdo secunddria.
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Figura 4.12 — Corte transversal das formulacdes contendo 10 % Silpuran® 2130 A/B, sem adigdo
de AlphaSan® RC2000: (a) amostras com reticulacdo dupla; (b) amostras somente com
reticulacdo secunddria; ou com adicdo do mesmo: (c) amostras com reticulacdo dupla;

(d) amostras somente com reticula¢io secundaria.

4.3.5. Andlise elementar das membranas contendo Silpuran® 2130 A/B por EDS

Esta andlise foi realizada para verificar a presenca e a forma de distribui¢io dos ions
célcio, da prata presente no agente antimicrobiano e do silicio proveniente do agente siliconado,
com o intuito de verificar se estes compostos ndo teriam sido removidos apds a lavagem das
membranas com dgua. Na Figura 4.13 sdo mostrados os aspectos tipicos dos espectros obtidos
para as formulacdes contendo Silpuran® 2130 A/B, enquanto nas Figuras 4.14 e 4.15 indica-se a
distribuicdo do agente siliconado e de AlphaSan® RC2000 nas membranas, por meio de

mapeamento quimico de silicio e prata.
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Figura 4.13 — Espectros de EDS tipico das formulacdes contendo 10 % Silpuran® 2130 A/B, sem
adicdo de AlphaSan® RC2000: (a) amostras com reticulacio dupla; (b) amostras somente com
reticulagdo secunddria; ou com adicdo do mesmo: (c) amostras com reticulagdo dupla;
(d) amostras somente com reticulacdo secundaria. Os picos de silicio, calcio e prata de maior

intensidade estdo evidenciados por meio de circulos nos elementos a eles referentes.

Observa-se nas Figuras 4.13 e 4.14 que os trés elementos de interesse foram detectados
nas amostras avaliadas. Nota-se que apesar da eliminacdo da primeira etapa de reticulacdo
(Figuras 4.13b e 4.13d), os ions cdlcio permaneceram em porcentagem similar a verificada nas
formulacdes submetidas as duas etapas de reticulacdo (Figuras 4.13a e 4.13c). Assim, pode-se
supor que durante a lavagem das membranas com dgua, os fons cdlcio referentes a reticulagio
primdria podem ser parcialmente removidos, prevalecendo os fons adicionados durante a segunda

etapa de reticulacdo, ou ainda que aproximadamente a mesma quantidade de ligacdes entre os
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grupos carboxila disponiveis do alginato e os fons cdlcio sdo formadas, independentemente do

nimero de vezes a que as amostras sdo submetidas aos processos de reticulagao.

O silicio foi detectado em todas as amostras contendo Silpuran® 2130 A/B. Nota-se nas
Figuras 4.14a a 4.14f regides onde hé aglomeracdo de Si. Como j4 discutido anteriormente, estes
agregados podem ser resultado das bolhas formadas durante a reticulagdo do gel de silicone, ou
em decorréncia de dispersdao pouco efetiva no meio, com segregacdo de fases nas membranas. No
entanto, observa-se que, assim como a prata, o silicio ndo foi removido apds a etapa de lavagem

com 4gua deionizada.

A porcentagem madssica de prata encontrada nas membranas (Figuras 4.13c e 4.13d) foi
baixa, porém isto ja era esperado, uma vez que sdo incorporados 1,1% de prata nos dispositivos
deste trabalho. Na Figura 4.15 tem-se o mapeamento quimico com fundo branco para melhor
visualizacdo da prata (em roxo) e silicio (em verde). Por esta andlise verificou-se que a prata nao
foi removida apds as duas etapas consecutivas de lavagem com dgua. Como ndo se verifica a
presenca exclusiva deste composto nas regides nas quais se localiza o AlphaSan® RC2000
(evidenciadas pelos pequenos cubos na Figura 4.15a a 4.15f), mas nota-se que este elemento se
encontra disperso por toda a extensdo da amostra, supde-se que parte da prata possa ter se
dissociado do agente antimicrobiano. Destaca-se que as andlises de mapeamento quimico de prata
na superficie das amostras ndo resultaram em dados tdo claros como os verificados para o silicio,
possivelmente devido a baixa propor¢do de agente antimicrobiano incorporada na amostra,

notando-se uma limitagc@o na técnica quanto a sensibilidade para a identificacdo destes fons.

4.3.6. Andlise do efeito da adi¢io de Silpuran®2130 A/B por espectroscopia de infravermelho
(FTIR-ATR)

Através deste método pode-se verificar a interacdo entre os compostos presentes na
amostra. As ligacdes quimicas sdo identificadas pela comparacdo dos valores de energia de
radiacdo infravermelha absorvida, uma vez que cada ligacdo possui um espectro de vibracdo

caracteristico.
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Figura 4.14 — Mapeamento de silicio nas formulacdes contendo 10 % Silpuran® 2130 A/B. As
imagens a direita sdo correspondentes as da esquerda, reduzindo-se a direita o contraste da
superficie das membranas (fundo negro) para evidenciar a localizacdo do silicio (em verde).
Amostras sem adi¢do de AlphaSan® RC2000.: (a) e (b) amostra com reticulagao dupla; (c) e (d)
amostra somente com reticulagdo secunddria; ou com adi¢cdo do mesmo: (e) e (f) amostra com

reticulac@o dupla; (g) e (h) amostra somente com reticulagdo secunddria.
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Figura 4.15 — Mapeamento de silicio nas formulagdes contendo 10 % Silpuran® 2130 A/B com
adicao de AlphaSan® RC2000: (a), (b) e (c) amostras com reticulagdo dupla e (d), (e) e (f)
amostras somente com reticulacdo secunddria. As imagens (a), (b) e (c) sdo correspondentes entre
si, assim como as imagens (d), (e) e (f), reduzindo-se o contraste da superficie das membranas

(fundo negro ou branco) para evidenciar a localizagdo do silicio (em verde) e da prata (em roxo).

Segundo Jaeger e Gleria (2007), a espectroscopia de infravermelhos com transformada de
Fourier (FTIR) € uma das técnicas mais eficientes para detectar a presenga de silicones em uma
amostra, assim como para obter informagdes sobre sua estrutura. De acordo com os autores,

niveis muito baixos de polidimetilsiloxano (PDMS) podem ser detectados.

Nas Figuras 4.16 e 4.17 sdo mostrados os espectros de absor¢@o no infravermelho (FTIR-
ATR) das membranas de quitosana e alginato preparadas somente com reticulacdo secundadria,

na presenca ou auséncia de AlphaSan® RC2000 e Silpuran® 2130 A/B.
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Figura 4.16 - Espectro de absor¢do (FTIR-ATR) das membranas de quitosana-alginato livres de

AlphaSan® RC2000, preparadas somente com reticulagdo secunddria e na presenca de

Silpuran® 2130 A/B (formulagdo O) ou na auséncia do mesmo (formulagdo I).
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Figura 4.17 - Espectro de absor¢ao (FTIR-ATR) das membranas de quitosana-alginato contendo

AlphaSan® RC2000, preparadas somente com reticulagdo secunddria e na presenca de

Silpuran® 2130 A/B (formulacao Q) ou na auséncia do mesmo (formulagao M).
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Na Tabela 4.9 encontram-se os picos de absor¢do caracteristicos, que podem ser utilizados
para identificar os compostos presentes nas membranas. Como pode ser observado através das
Figuras 4.16 e 4.17, ambos os espectros de absor¢do das membranas de quitosana e alginato
mostram uma banda larga na regido de 3600-3000 cm™, aproximadamente. De acordo com
Lawrie et al. (2007), esta banda pode ser atribuida ao estiramento dos grupos —OH, presentes
tanto na quitosana como no alginato. Neste caso, para as formulacdes livres de AlphaSan®
RC2000 (Figura 4.16) e na presenca do mesmo (Figura 4.17), foram observados picos entre 3374
e 3355.

Tabela 4.9: Picos caracteristicos observados nos espectros de absorcao dos compostos analisados

e suas respectivas atribuicoes.

Pico (cm™) Grupo Composto
799 -Si-CHj3; PDMS
1018 -Si-O-Si PDMS
1039 -P-O AlphaSan®
1262 -Si-CHj3 PDMS
1405 -COOH Alginato
1560 -NH Quitosana
1580 -NH, Quitosana
1600 -COOH Alginato
1650 -C=0 do grupo amida Quitosana

Referéncias: Liu et al. (2001), Nicnas (2004), Sankalia et al. (2007),
Lawrie et al. (2007), Kleinuibing, 2009.

Nota-se que os picos referentes aos grupos amino da quitosana e carboxila do alginato
(1580 e 1600 cm™, respectivamente) ndo sdo nitidos, havendo sobreposic¢io destes. De acordo
com Lawrie et al. (2007) e Sankalia et al. (2007), os grupos carboxila e amina absorvem a

radiagdo em comprimentos de onda semelhantes, na regido de 1560 a 1640 cm™. Desta forma, ¢
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dificil identificar a presenga de um ou outro composto livre, assim como seu estado de

protonacdo ou a ocorréncia de interacdo entre as cadeias.

Observa-se também que as bandas caracteristicas da quitosana e alginato (1560 a
1640 cm™) mostraram-se mais pronunciadas quando na presenca do agente antimicrobiano
(Figura 4.16). De acordo como observado por Kleinubing (2009), a banda de 1612 cm’! refere-se
a ligacio COO- M, onde M pode ser Na*, K*, Ca™ ou Mg*™. Uma vez que o AlphaSan® RC2000
possui Na“ em sua composi¢do e tendo em vista a sobreposicdo dessa banda com as bandas
referentes ao PEC quitosana-alginato, pode-se supor que houve uma interacao entre o ions sédio
do agente antimicrobiano com a carboxila do alginato. Ainda, os fons Ca'™ da solu¢do de

reticulac@o (CaCl,), também podem ter interagido com a carboxila do alginato.

Segundo a National Industrial Chemicals Notification And Assessment Scheme
(NICNAS, 2004), o AlphaSan® RC2000 possui um pico de absorcdo em 1039 cm™ referente 2
ligacdo P-O. O mesmo pico foi também observado nas amostras contendo o agente

antimicrobiano, na Figura 4.17 (formulag¢des M e Q).

Ao analisar a incorporac¢io de Silpuran® 2130 A/B nas amostras O e Q (Figuras 4.16 e
4.17, respectivamente), pode-se notar que houve picos mais pronunciados nas bandas por volta de
1019, 1260 e 800 cm™. Liu et al. (2001) observou que o PDMS apresenta picos agudos a
1262 cm’', os quais sdo caracteristicos para ligacdes Si-CHj e picos duplos e largos em 1098 e

1018 cm™ que sdo caracteristicos para ligacdes Si-O-Si.

Observa-se, portanto, que a incorporacdo de AlphaSan® RC2000 e Silpuran® 2130 A/B
nos curativos de quitosana-alginato pode ser realizada com sucesso, uma vez que 0s mesmos nao

sdo removidos do dispositivo apds as etapas de lavagem.

4.3.7. Avaliacdo da espessura das membranas contendo Silpuran®2130 A/B

Na Tabela 4.10 sdo apresentados os resultados obtidos na medida da espessura referentes

as membranas contendo Silpuran® 2130 A/B preparadas na presenca ou auséncia de
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AlphaSan® RC2000 expostas aos processos de reticulagdo primdria e secundaria ou somente de

reticulagc@o secunddria, para amostras tanto no estado seco quanto timido.

Tabela 4.10: Espessura das membranas de quitosana-alginato preparadas com 10% de Silpuran®
2130 A/B, sem adi¢do de AlphaSan® RC2000: (N) amostras com reticulacao dupla; (O) amostras
somente com reticulacdo secunddria; ou com adicdo do mesmo: (P) amostras com reticulacio

dupla; (Q) amostras somente com reticulacdo secundaria.

Espessura (um)

Formulagoes
Amostras secas Amostras umidas
N 11,66+0,21 * 143,33£2,10*
O 19,83+0,70 ° 245,00+5,62 °
P 16,83+0,40 * 343,33+4,94 %
Q 16,33+0,80 * 210,00+7,30 ®

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05). Letras mindsculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maidsculas
referem-se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

Comparando-se os valores de espessura obtidos nas formulagdes contendo
Silpuran®2130 A/B (formulacdes N a Q) e livres do mesmo (formulacdes C, F, I e M), Tabela
4.10 e 4.5, respectivamente, nota-se uma grande diminui¢do na espessura das amostras contendo
o composto siliconado. Essa diminuicdo, apés a adi¢do do silicone em curativos, também foi
observada por Losi ef al. (2012), que compararam gaze com poliéster revestido com silicone,
obtendo diminui¢do de 15 até 12 mm de espessura e observando também uma aparéncia mais

homogénea. Tal reducdo de espessura pode trazer vantagens, como o aumento do conforto do

paciente.

Para as amostras livres do agente antimicrobiano, a membrana preparada somente com
reticulacdo secunddria (formulagdo O) apresentou maior espessura do que a amostra preparada
com as duas etapas de reticulacdo (formulagdo N), tanto no estado seco quanto no estado imido,

com valores de 20 e 245 um respectivamente. O mesmo foi observado para as amostras livres de
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Silpuran® 2130 A/B, no item 4.2.2 e, como ja discutido neste trabalho, as formulac¢des preparadas
somente com reticulacio secunddria possuem menor mobilidade das cadeias poliméricas, as quais

ndo se aproximaram suficientemente durante a etapa de secagem, resultando em maior espessura.

Porém, o mesmo ndo foi observado para os dispositivos obtidos na presenca de
AlphaSan® RC2000 (formulacdes P e Q), uma vez que ndao houve diferenca significativa quando
se comparou a ocorréncia ou nio da reticulagdo secunddria nas amostras secas. As ligacdes de
coordenagdo entre o grupamento fosfato do agente antimicrobiano e o grupamento amino da
quitosana podem ter substituido numericamente as ligacOes remanescentes do alginato que nao
foram reticuladas primariamente com fons Ca*", acarretando na similaridade dos valores obtidos.
Ja para as amostras imidas, a formulacdo com reticulaciao dupla (formulagdo P) apresentou maior
espessura; a maior mobilidade das cadeias pode ter contribuido para esse comportamento, uma
vez que estas podem ter absorvido maior quantidade de dgua, apresentando, por esta razao, maior

espacamento entre as lamelas quando dmidas.

4.3.8. Capacidade de absor¢do das membranas contendo Silpuran® 2130 A/B quando expostas

a solucaes fisiologicas

N

Os valores listados na Tabela 4.11 correspondem a capacidade de absorcdo das
formulacdes preparadas na presenca ou auséncia de AlphaSan® RC2000 e na presenca de 10% de
Silpuran® 2130 A/B quando expostas A dgua, solucdo salina (SS), fluido corpéreo simulado

(FCS) e soro fetal bovino (SFB) ap06s reticulagao simples ou dupla.

Nota-se pela comparacdo dos dados das Tabelas 4.6 e 4.11 que a adigdo de
Silpuran®2130 A/B na amostra submetida 2 reticulacdo dupla (formula¢io N) provocou uma
diminui¢do na absorcdo de todos os fluidos. Porém, ao se adicionar AlphaSan® RC2000 a
amostra siliconada (formulacdo P) absorveu maior quantidade de SS, FCS e SFB. Este
comportamento pode ser devido a diferenca entre os valores de pH destas solu¢des. Em meios
acidos como a solugdo salina (pH 5,5), a protonacdo seguida do afastamento dos grupos amino
residuais do complexo polieletrélito pode causar uma expansdo da estrutura polimérica,

facilitando a penetragcdo e a absorcdo de dgua. J4 em condi¢des de pH préximas a neutralidade,
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como o fluido corpéreo simulado (pH 7,4) e o soro fetal bovino (pH 7,2), os grupos amino da
quitosana, encontram-se, em sua maioria, desprotonados, portanto, ndo interagem com 0s grupos
carboxila do alginato, negativamente carregados. Desta forma, as ligagdes idnicas entre o0s
polissacarideos seriam desfavorecidas, aumentando o espagamento entre as lamelas e,

consequentemente, promovendo a absorc¢ao das solucdes (Girata, 2011; Bueno, 2010).

Tabela 4.11: Valores para a capacidade de absor¢do das membranas de quitosana-alginato
preparadas com 10% de Silpuran® 2130 A/B, sem adicao de AlphaSan® RC2000: (N) amostras
com reticulagdo dupla; (O) amostras somente com reticulagdo secunddria; ou com adi¢do do

mesmo: (P) amostras com reticulagdo dupla; (Q) amostras somente com reticulacio secunddria.

Capacidade de Absorcdo (g/g)

Formulacoes
AAgua Agg Arcs Asrp
N 3,09+0,19 % 8,06+0,43 ? 6,32+0,38 * 6,52+0,35 %
0 4,9240,35* 5,90+0,20 ° 4,9240,08 ° 6,87+0,93 *
P 5,46+0,90 A 13,91+1,64 2 8,59+0,41 A 8,53+0,47 2
Q 2,19+0,09 ® 5,35+0,39 ® 4,80+0,21 ® 5,35+0,31 5

Mesma letra na mesma coluna indica que nio hd diferenca significativa entre os valores médios (teste de Tukey,
p<0,05). Letras mintsculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitsculas referem-
se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

Todas as amostras submetidas somente a reticulagdo secunddria e contendo
Silpuran®2130 A/B, tanto na presenca quanto na auséncia de prata, absorveram menores
quantidades de solu¢des que amostras preparadas sem o gel de silicone. De acordo com Brook
(2006), os elastomeros de silicone sdo, geralmente, preparados por reticulacdo aditiva e esta
reticulacdo altera drasticamente as propriedades fisicas de um polimero, conduzindo a um

aumento da viscosidade e a reducdo na capacidade de absorcao de solucdes.

Nota-se que o fluido melhor absorvido pelas formulagdes contendo o composto siliconado foi
a SS, com uma variagdo de 6 a 8 g/g para a amostra livre de antimicrobiano e de 5 a 14 g/g para a

formulacao contendo o mesmo.
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A formulagdo livre de AlphaSan® RC2000 e submetida as duas etapas de reticulacdo
(formulagdo N) apresentou maior absor¢io em SS e FCS do que a amostra sem reticulagio
primédria (formulacdo O). Nao houve diferencas significativas quanto a absor¢do em dgua e SFB
para estas amostras. No entanto, diferencas significativas foram encontradas para as formulacoes
contendo o agente microbicida, uma vez que a amostra preparada somente com reticulagio
secundéria (formulacdo Q) apresentou menor média de absorcdo quando em contato com todos os
fluidos fisiolégicos. Como jd mencionado anteriormente, a menor mobilidade das cadeias
polissacaridicas das amostras submetidas somente a reticulacdo secundaria pode ter ocasionado

uma menor interacao com os solventes, diminuindo a absor¢cao dos mesmos.

Nota-se que os valores para a capacidade de absorcdo das diferentes solucdes nas
amostras contendo Silpuran®2130 A/B sao relativamente baixos. Entretanto, tais valores sao
ainda apropriados considerando-se a utilizacdo das membranas siliconadas como curativos para

lesdes de pele com produg¢dao moderada de exsudato.

4.3.9. Estabilidade das membranas contendo Silpuran® 2130 A/B quando expostas a

diferentes solucaoes fisiologicas

Na Tabela 4.12 estdo indicados os valores obtidos com relacdo a perda de massa das

membranas contendo Silpuran® 2130 A/B em diferentes solu¢des aquosas.

Comparando-se os valores de perda de massa obtidos nas formulagGes contendo
Silpuran®2130 A/B (formulagdes N a Q) e livres do mesmo (formulagdes C, F, I e M), nota-se
que a membrana siliconada livre de prata e preparada com dupla reticulacdo (formulacdo N)
apresentou maior estabilidade frente a formulacdo livre do mesmo (formulacdo C, Tabela 4.7),
com uma maxima perda de 8% da massa em SS. Devido ao maior afastamento das cadeias
poliméricas, a membrana livre de silicone (formulagdo C) absorveu maiores quantidades das
solucdes aquosas e, consequentemente, houve maior solubilizacdo da mesma. Porém, o mesmo
comportamento ndo foi observado na amostra submetida somente a reticulagdo secundaria

(formulagdo O), uma vez que esta apresentou média semelhante a da formulacdo 1 (livre de

silicone) quando exposta a dgua e SS. No entanto, a formulagdo O exibiu maior média de
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absor¢do em FCS. Como ji discutido anteriormente, o pH do FCS (pH 7.,4) pode ter
desfavorecido as pontes iOnicas entre a quitosana e o alginato, promovendo assim maior
espacamento entre as lamelas, aumentando a capacidade de absorcao da mesma neste fluido. Ja
para a absor¢do em SFB, a formulagdo I apresentou aumento significativo, uma vez que devido a
auséncia de prata, a quelacdo com as proteinas do soro fetal ndo foi promovida e isto contribuiu

para o rompimento das interacdes quitosana-alginato.

Tabela 4.12: Valores para a perda de massa das membranas de quitosana-alginato preparadas
com 10% de Silpuran® 2130 A/B, sem adicio de AlphaSan® RC2000: (N) amostras com
reticulacdo dupla; (O) amostras somente com reticulagdo secunddria; ou com adi¢do do mesmo:

(P) amostras com reticulacio dupla; (Q) amostras somente com reticulacao secundaria.

Perda de Massa (%)
Formulagoes
PAgua PSS PFCS PSFB
N 2,34+032° 8,20+0,54 ° 5,98+0,70 ° 4,48+0,77 °
0 2,05+0,30 ° 8,29+1,10° 9,62+1,17 ° 5,15+0,03 ¢
P 1,9240,37 & 4,140,492 1,170,212 3,55+0,30 &
Q 1,62+0,11 4 2,39+0,86 4,11+0,85 8 3,06+0,87 A

Mesma letra na mesma coluna indica que ndo hd diferenga significativa entre os valores médios (teste de
Tukey, p<0,05). Letras mintsculas referem-se a formulacdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitdsculas

referem-se a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

J4 para as amostras contendo o agente antimicrobiano, observa-se que as formulacdes
contendo o gel de silicone (formulacdes P e Q) apresentaram maior estabilidade frente as
solucdes aquosas do que as formulagdes livres do mesmo (formulagdes F e M). A tnica excecdo
encontrada foi quanto a estabilidade em SFB, uma vez que a formulacdo Q apresentou maior
perda de massa neste fluido frente a formulagdo M. O pH da solu¢do de SFB (pH 7,2) pode ter
favorecido a maior porcentagem de perda de massa desta formulacdo pois, como ja discutido
anteriormente, nesta faixa de pH parte dos grupamentos amino da quitosana podem sofrer

desprotonagao, favorecendo o intumescimento e solubiliza¢cdo da membrana.
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De forma geral, para as formula¢des contendo Silpuran® 2130 A/B e preparadas nas
distintas formas de reticulacdo, a solucdo em que as membranas se mantiveram mais estaveis foi
a dgua, obtendo-se valores de perda de massa por volta de 2%. Como ji mencionado
anteriormente, quanto maior a quantidade de 4gua absorvida pela membrana, maior o
afastamento entre as cadeias poliméricas, o que diminui a intensidade de interacdo entre as

mesmas, contribuindo em ultima instancia, para a solubiliza¢cdo da membrana.

Nao foram encontradas diferencas significativas quanto a perda de massa nas diferentes
solucdes aquosas. A tnica exce¢do encontrada foi quanto ao comportamento em FCS das
amostras contendo prata, uma vez que houve maior perda de massa para a formulacdo preparada

somente com reticulacdo secundéria (Formulagdo Q).

Nota-se que a estabilidade das membranas contendo o composto siliconado, tanto na
auséncia quanto na presenca de AlphaSan® RC2000 € relativamente alta possibilitando sua

utilizacdo como curativos em lesdes imidas por alguns dias antes que sua troca seja necessdria.

4.3.10. Andlise das propriedades mecdnicas das membranas contendo 10% de

Silpuran®2130 A/B

Na Tabela 4.13 sao mostrados os valores obtidos para a tensdo e o alongamento na ruptura
dos curativos de quitosana e alginato contendo Silpuran® 2130 A/B, na presenca ou auséncia do

antimicrobiano e preparadas nas distintas formas de reticulag@o.

Ao se comparar os dados obtidos com os descritos na Tabela 4.8, nota-se que houve um
aumento significativo na resisténcia a tragdo das formulacdes pela adi¢do do composto
siliconado, tanto nas amostras preparadas com as duas etapas de reticulacio quanto nas

preparadas somente com reticulacdo secunddria.

O Silpuran® 2130 A/B € um polidimetilsiloxano que possui grupos funcionais e agentes
auxiliares para reticulacdo aditiva nos dois componentes da mistura (A e B). O Silpuran® 2130 A
contém também catalisadores de platina. A reticulacdo de cadeias adjacentes dos componentes A

e B em diferentes pontos da estrutura pode ter exercido efeito de grande relevancia na elevacao
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da tensdo de ruptura, apesar de grupamentos aminados, como a quitosana, interferirem
negativamente na catdlise. Ainda, as cadeias de siloxano dos compostos siliconados podem
adotar vdrias configuragcdes, aumentando a flexibilidade do material. Além disso, possuem maior
distancia entre as cadeias adjacentes quando comparadas a outros polimeros. E, adicionalmente,
segundo Ratner et al. (2004), a platina se liga facilmente a compostos que possuem grupamentos
amino em sua estrutura, o que poderia ter também contribuido para a formagdo complexos mais
estdveis. Desta forma, o Silpuran® 2130 A/B pode ter melhorado as propriedades mecanicas das
membranas por variadas razdes, mas principalmente por ter provido os filmes com um esqueleto

mais flexivel e razoavelmente bem distribuido ao longo da estrutura.

Tabela 4.13: Andlise das propriedades mecéinicas das membranas de quitosana-alginato
preparadas com 10% de Silpuran® 2130 A/B, sem adicao de AlphaSan® RC2000: (N) amostras
com reticulagdo dupla; (O) amostras somente com reticulagdo secunddria; ou com adi¢do do

mesmo: (P) amostras com reticulagio dupla; (Q) amostras somente com reticulacao secundéria.

Resisténcia Mecanica

Formulacoes
Tensdo na ruptura (MPa) Alongamento na ruptura (%)
N 63,13+5,52 ¢ 5,14+0,27 *
O 11,83+2,60 " 4,93+0,14*
P 43,50+5,56 " 3,88+0,58 *
Q 20,32+3,07 B 2,7240,59 *

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa entre os valores médios (teste de Tukey,
p<0,05). Letras mintisculas referem-se a formulagdes livres de AlphaSan® RC2000. Letras maitisculas referem-se
a membranas preparadas na presenca de AlphaSan® RC2000.

Ao analisar as propriedades mecanicas das amostras siliconadas e preparadas nas distintas
formas de reticulagdo (Tabela 4.13), observa-se que o dispositivo livre de AlphaSan®RC2000,
apresentou uma diminuicdo da tensdo na ruptura quando preparado somente com reticulacdo
secunddria (formulagdo O), obtendo-se o valor de 12 MPa. J4 a amostra preparada com

reticulacdao dupla (formulacdo N) alcangcou um valor de 63 MPa. O mesmo comportamento foi
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observado para as formulagdes na presenca do antimicrobiano (formulagdes P e Q). Como ja
mencionado anteriormente, as membranas contendo prata apresentam menor resisténcia a tracao;
este comportamento pode estar atribuido a maior facilidade da estrutura polimérica de se romper

nos locais onde o antimicrobiano estd acomodado (Rodrigues, 2008).

Os valores encontrados de resisténcia a tracdo para membranas com Silpuran® 2130 A/B
foram superiores aos encontrados na literatura para dispositivos constituidos somente de
quitosana e alginato. Bueno (2010) obteve para membranas de quitosana e alginato valores de
10,9 MPa; na mesma perspectiva, Rodrigues (2008) obteve valores de resisténcia a tracao de 27,7
MPa. Por outro lado, Girata (2011) obteve valores entre 2 e 10 MPa na resisténcia a tracao de
membranas de quitosana e alginato preparadas com diferentes propor¢des de AlphaSan® RC2000
e Meng et al. (2010) obtiveram valores de 36 MPa para membranas de quitosana e alginato

incorporando sulfadiazina de prata.

No entanto, apesar dos bons resultados referentes a tensdo na ruptura dos dispositivos,
nenhuma das membranas obtidas com a adi¢io do agente siliconado apresentou resultados
adequados com relacdo a varidvel alongamento na ruptura, uma vez que houve baixos indices
desta propriedade, entre 3 € 5%. Tendo em vista que a pele normal apresenta elasticidade por
volta de 70% (Hansen e Jemec, 2002), a aplicacdo destes materiais em regides do corpo com
elevado requerimento mecanico, como joelhos e cotovelos, ndo seria recomendavel. De acordo
com Rodrigues (2008), em condi¢des de uso in vivo as membranas possivelmente estariam em
contato com fluidos corpéreos, assim o alongamento das mesmas durante sua utilizagdo pode ser
significativamente maior que o determinado nas amostras secas devido a dgua exercer um efeito

plastificante na estrutura dos curativos.

Assim, verificou-se que a adi¢do de Silpuran® 2130 A/B no processamento de membranas
de quitosana e alginato é uma Otima alternativa, uma vez que tanto na presenca quanto na
auséncia de antimicrobiano, as membranas apresentam aumento na tensdo na ruptura € na

flexibilidade.

Uma questao frequente sobre o ciclo de vida de novos produtos industrializados refere-se
a relagdo entre o produto e o meio ambiente, considerando-se aspectos associados tanto a

extracdo dos recursos para obté-los quanto a sua disposi¢do final. Neste sentido, um produto com
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baixa biodegradabilidade pode apresentar persisténcia e acimulo no ambiente. No presente
trabalho foram desenvolvidos curativos a base de quitosana, alginato e silicone. A quitosana € o
alginato sdo polimeros naturais que apresentam a capacidade de dissolugdo ou lise no interior do
organismo e também no ambiente, porém o composto siliconado, Silpuran® 2130 A/B, ndo possui
essa propriedade quando utilizado in vivo. No entanto, segundo Colas e Corning (2001), o
polidimetilsiloxano pode ser degradado no solo através de um mecanismo abidtico, sendo
reduzido a moléculas de menor tamanho que, por sua vez, biodegradam-se no proprio solo ou,
apos volatilizacdo, podem ser oxidados pela luz solar. Assim, em condi¢des normais, os residuos
resultantes da degradacao do Silpuran® 2130 A/B seriam silica inorganica, diéxido de carbono e
vapor de dgua. Logo, todos os compostos utilizados nos curativos desenvolvidos no presente
estudo sdo de facil decomposi¢do e, consequentemente, nao prejudicam o meio ambiente quando

descartados.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi avaliada a influéncia da correcio do pH para a neutralidade
imediatamente apds a complexacdo dos polissacarideos, o aumento da temperatura de secagem e
a eliminacdo das etapas de reticulacdo, visando a diminui¢do do tempo de processamento de
curativos a base de quitosana e alginato na presenca e auséncia de um agente antimicrobiano, o
AlphaSan®RC2000. Foi avaliada também a incorporacdo do agente siliconado Silpuran® 2130
A/B em distintas metodologias, visando a melhoria das propriedades mecanicas e flexibilidade

dos curativos contendo ou ndo o agente antimicrobiano a base de prata.

Os resultados mostraram que as membranas secas a 60 °C apresentaram superficie mais
lisa quando analisadas a olho nu. A espessura diminuiu com a corre¢do do pH para 7,0 e
aumentou na presenca de prata, alcancando méximo de 190 pm no caso de amostras imidas. No
caso de formulagdes obtidas na auséncia de prata, a correcao do pH para 7,0 aumentou a absorcao
de soluc¢do salina e fluido corpdreo simulado e aumentou também a perda de massa em solug@o
salina. J4 o aumento da temperatura diminuiu somente a perda de massa em dgua. Para as
formulagdes contendo AlphaSan® RC2000, a tnica diferenca encontrada foi o aumento da
absor¢do em dgua para os materiais neutralizados em unica etapa. Os valores encontrados para a
resisténcia mecanica estdo dentro dos descritos na literatura, tendo as amostras preparadas em pH
7,0 e secas a 60 °C livres do agente antimicrobiano adequada tensdo de ruptura, mas baixa

porcentagem de alongamento a0 s€ romperem.

A eliminacdo das duas etapas de reticulagdo, assim como somente da reticulacdo
secundéria, ndo foram satisfatérias, uma vez que as formulacdes testadas ndo se mantiveram
estdveis durante as etapas de lavagem e secagem final. No entanto, os curativos preparados
somente na presenca da reticulagdo secunddria apresentaram aspecto mais rugoso, assim como
maior espessura, alcancando um maximo de 190 um para as amostras imidas contendo prata. As
formulagdes na presenca de AlphaSan® RC2000 apresentaram menores valores de absor¢do em
SS, FCS e SFB e as amostras na auséncia deste apresentaram menor absor¢do em agua e SS.
Tanto as formulagdes na presenca quanto na auséncia do antimicrobiano apresentaram menor
estabilidade em solu¢des aquosas, assim como valores baixos na tensdo de ruptura, quando
comparadas com as formulagdes submetidas a dupla reticulagdo.
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Os curativos que incorporaram Silpuran® 2130 A/B em sua composi¢ido apresentaram
superficie mais homogénea, assim como maior flexibilidade e adesividade. Além do mais,
apresentaram menores espessuras, alcangando o valor maximo de 343 um no caso de amostras
imidas contendo prata. As formulacdes reticuladas e livres de AlphaSan® RC2000 absorveram
mais SS e FCS, ja as amostras reticuladas e contendo o antimicrobiano absorveram mais todos os
fluidos. A incorporacdo do composto siliconado resultou em menor média de absor¢do, entretanto
possibilitou maior estabilidade frente a exposi¢do as diferentes solugdes. A tensdo na ruptura
aumentou significativamente apds a incorporacdo do silicone, obtendo o valor maximo de
63 MPa para as amostras na auséncia de prata e 43 MPa na presenca da mesma. Contudo, o gel
de silicone ndo alterou os valores de alongamento na ruptura, os quais permaneceram baixos.
Através de andlises por EDS e FTIR foi constatado que o AlphaSan® RC2000 e o

Silpuran® 2130 A/B nao sao removidos apds a etapa de lavagem das membranas.

Foi, portanto, observado que € vidvel o aumento da temperatura de secagem para 60 °C e
a correcdo do pH para 7,0 em etapa tUnica, uma vez que as membranas apresentaram
caracteristicas adequadas e melhor aspecto quando comparadas as amostras preparadas com pH
5,3 e secas a 37°C. O aumento da temperatura de secagem proporcionou economia no
processamento de 14 horas em escala laboratorial. E vidvel também o processamento somente
com reticulacdo secunddria, porém, estes dispositivos possuem caracteristicas um pouco
inferiores aos preparados com as etapas de reticulacdo primdria e secunddria. A incorporacdo de
Silpuran® 2130 A/B mostrou-se uma boa alternativa para a melhora nas propriedades mecanicas e

flexibilidade, visando a aplicacao dos dispositivos produzidos como curativos.
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6.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para a continuacao deste trabalho, sugere-se:

A obtencdo de membranas utilizando quitosana e alginato de alta e baixa massa molar,
além de outros tipos de alginato e quitosana.

O estudo da variacio na concentracio de Silpuran® 2130 A/B na complexacdo de
quitosana e alginato.

A realizacdo de ensaios mais detalhados de identificacdo e quantificacdo do composto
siliconado nas membranas secas através de técnicas como FTIR.

O estudo da cinética de liberacio da prata das membranas contendo Silpuran® 2130 A/B.
A utilizacdo de tensoativos, como o Pluronic F68, nas membranas de quitosana-alginato
contendo Silpuran® 2130 A/B.

Investigar a biodegradabilidade do Silpuran® 2130 A/B.

A andlise da citotoxicidade a fibroblastos, de sensibilizacdo e irritabilidade dérmica
in vivo das membranas contendo o composto siliconado e preparadas na presenca de 1,1%
de prata.

O estudo do aumento de escala do sistema de producdo das membranas.

A andlise da viabilidade econdmica de producdo das membranas em larga escala.
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