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RESUMO

Considera-se um curativo ideal aquele que auxilia na regeneracao rapida
e efetiva do tecido, possibilita a absor¢do de exsudato, mantem alta
umidade entre ferida e curativo; permite trocas gasosas e representa uma
barreira fisica contra microrganismos. O uso da quitosana para aplicagéo
em lesGes e feridas & amplamente difundida, uma vez que o biopolimero
apresenta propriedades cicatrizantes, antimicrobianas, além de ser
biodegradavel e biorenovavel. A associagdo de farmacos nos sistemas
poliméricos auxilia no processo de regeneracgdo tecidual, como € o caso
da alantoina, ativo hidrofilico com atividade cicatrizante. Neste contexto,
esta dissertagdo se propde a desenvolver e caracterizar membranas e
esponjas neutras de quitosana com e sem genipina para incorporagao de
alantoina. As membranas obtidas apresentaram diferentes propriedades
nos estudos de caracterizacdo, indicando que o processo de reticulagdo
altera a morfologia e aspectos fisico-quimicos dos sistemas. Foi
observado um aumento na bioadeséo, reducéo no grau de intumescimento
e permeacdo cutanea da alantoina para as membranas reticuladas. Para as
esponjas, ndo foram notadas varia¢des significativas na caracterizacéo
dos sistemas com e sem genipina. A liberagdo in vitro da alantoina
incorporada nas membranas exibiu um perfil de liberagdo imediato,
caracteristico do efeito de liberacdo “burst”. NOS sistemas porosos, a
liberacdo do farmaco foi relacionada com o intumescimento da matriz
polimérica, seguido da difusdo do ativo para o meio. A quitosana
promoveu o aumento da permeacdo da alantoina, comparando-se com a
solucdo do farmaco. Ja a reticulagdo com genipina retardou tanto a
liberacdo quanto a permeacdo do farmaco. As esponjas, por sua vez,
propiciaram maior grau de intumescimento, bioadesdo e permeacdo da
alantoina na pele. Dentre os sistemas testados a esponja reticulada foi
considerado o mais promissor para aplicacdo em feridas, baseando-se nas
vantagens do sistema de interacdo com a pele, aumento da permeacao
cutanea e liberacdo modificada da alantoina, além da alta capacidade de
retencdo de liquidos.

Palavras-chave: Quitosana. Alantoina. Genipina. Membranas
poliméricas. Esponjas poliméricas. Cicatrizacéo.






ABSTRACT

A wound dressing considered as ideal is one that assists in the fast and
effective tissue regeneration, promotes the absorption of exudate,
maintains high degree of humidity between the wound and the dressing;
allows gas exchange and represents a physical barrier against
microorganisms. The use of chitosan for application in lesions and
wounds is widely diffused, once the biopolymer has wound healing and
antimicrobial properties, in addition to being biodegradable. The
association of drugs within the polymeric systems helps in the process of
tissue regeneration, as in the case of allantoin, a hydrophilic molecule
with wound healing activity. In this context, this dissertation proposes the
development and characterization of membranes and neutral sponges of
chitosan with and without genipin for the incorporation of allantoin. The
obtained membranes presented different properties in the characterization
studies, indicating that the crosslinking process alters the morphology and
physico-chemical aspects of the systems. An increase in bioadhesion and
a reduction in the degree of swelling and skin permeation of allantoin was
observed for the crosslinked membranes. As for the sponges, no
significant variations were observed in the characterization of the systems
with and without genipin. The in vitro release of allantoin incorporated
into the membranes exhibited an immediate release profile, characteristic
of the “burst” release effect. For the porous systems, the drug release was
associated to the polymer matrix swelling, followed by allantoin diffusion
into the medium. In the ex vivo skin permeation tests, chitosan promoted
an increase on the permeation of allantoin in comparison to the drug
solution. Already crosslinking with genipin slowed both release and
permeation of the drug. The sponges provided a higher degree of
swelling, bioadhesion and permeation of allantoin in the skin. Among the
systems tested, the crosslinked sponge was considered the most promising
for wound application, based on the advantages of the skin interaction,
increased skin permeation and allantoin modified release, as well as high
fluid retention capacity.

Keywords: Chitosan. Allantoin. Genipin. Polymeric membrane.
Polymeric sponge. Wound healing.
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1 INTRODUCAO

A diversidade de feridas cutaneas considerando-se o tipo, causa,
gravidade e local do corpo, resulta em uma ampla gama de curativos
destinados a cicatrizagdo. O curativo ideal para alcangar uma regeneragao
rapida e efetiva do tecido deve possibilitar a absor¢do do exsudato; manter
alta umidade entre ferida e curativo; permitir trocas gasosas; ser uma
barreira fisica contra microrganismos; ndo agredir a lesdo e permitir a
remocdo sem causar traumas locais (BOATENG et al., 2008; BRASIL,
2002).

A quitosana (QS), um copolimero natural catidnico, caracteriza-se
por ser biocompativel, biodegradavel, cicatrizante, coagulante e apresenta
atividade antimicrobiana. Essas propriedades do polimero torna-o de
grande interesse para a aplicacdo na area médica, tal como em curativos
destinados a cicatrizagdo cutanea (CHATELET; DAMOUR; DOMARD,
2001; COSTA SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006; CROISIER,;
JEROME, 2013; DASH et al., 2011; LARANJEIRA; DE FAVERE,
2009; MUZZARELLI, 2009a; MUZZARELLI et al., 2016).
Modificacdes quimicas, tais como a reticulagdo com genipina (GNP) sdo
realizadas na QS como estratégia para aumentar a resisténcia e
estabilidade dos materiais desenvolvidos, além de permitir um maior
controle da liberacdo de farmacos (BUTLER; NG; PUDNEY, 2003;
MUZZARELLLI, 2009b).

Campos, Mei, Santos (2015), por exemplo, desenvolveram
membranas neutralizadas de QS considerando aplicagdo como substituto
de pele. Na comparagdo com membranas acidificadas em ensaios de
citotoxicidade, observou-se que a etapa de neutralizacdo € de extrema
importancia para evitar a morte celular causada pelos residuos de acido
acético das membranas. Esponjas de QS vem ganhando destaque para
aplicacdo como curativos, uma vez que séo sélidos tridimensionais que
fornecem suporte necessario para a fixacéo, proliferacdo e diferenciacéo
celular, além de retencéo de exsudato e troca de gases (JAYAKUMAR et
al., 2011; MITSUISHI et al., 2013). Nesse contexto, membranas e
esponjas de QS sdo exemplos de formulagGes que, devido suas
caracteristicas fisico-quimicas, representam alternativas promissoras para
0 desenvolvimento de curativos para cicatrizagdo cutanea (CAMPOS;
MEI; SANTOS, 2015; MA et al., 2017; MAHMOUD; SALAMA, 2016;
QIAN et al., 2009).

Farmacos cicatrizantes podem ser incorporados a esses tipos de
formulagdes para potencializar a atividade na regeneracdo tecidual. A
alantoina (ALN) é uma molécula utilizada em formulacdes tépicas devido
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as suas propriedades cicatrizante, hidratante, queratolitica, além de
auxiliar na regulacéo da resposta inflamatéria, proliferacdo fibroblastica
e sintese de matriz extracelular (ARAUJO et al., 2010; BECKER et al.,
2010; SAITO, M.L.; OLIVEIRA, 1986; SAVIC et al., 2015; VERALDI,
MENTER; INNOCENTI, 2008). Por apresentar baixo valor de log P (-
3,14), a sua penetracdo na pele via difusdo passiva pode ser prejudicada,
reduzindo os efeitos farmacoldgicos esperados (HOFMANN et al., 2010;
MERCK INDEX, 1996). A incorporacdo da ALN em membranas e
esponjas de QS pode modificar a permeacdo do ativo na pele, visto que o
polimero aumenta a hidratacdo, maciez, relaxacdo e fluidez da pele
(CERCHIARA et al., 2002; HE et al., 2009)

Considerando o exposto, esta dissertacdo se propds a desenvolver
membranas e esponjas neutralizadas de QS na forma livre e reticulada
com GNP para a incorporagdo da ALN. Testes de caracterizacdo fisico-
guimica, morfolégicos, mecanicos, estudo de liberagcdo in vitro,
bioadesdo e permeacdo cutanea ex vivo foram considerados. A presente
dissertacdo foi organizada em quatro capitulos, a considerar: Capitulo | —
Revisdo bibliografica; Capitulo 1l - Caracterizacdo e estudo de
compatibilidade das matérias-primas; Capitulo 1ll - Preparo e
caracterizacdo fisico-quimica das membranas de quitosana e alantoina;
Capitulo IV - Preparo e caracterizagdo fisico-quimica das esponjas de
quitosana e alantoina.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar membranas e esponjas neutras de
quitosana nas formas livre e reticulada para incorporacdo da alantoina
visando aplicacdo em lesdes cutaneas.

1.1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o farmaco por técnicas de caracterizacdo do estado
solido como espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR),
calorimetria exploratdria diferencial (DSC), termogravimetria
(TGA) e difracdo de raio-X (DRX);

e Avaliar a compatibilidade da alantoina (ALN) com os
excipientes quitosana (QS), sorbitol (SBT), genipina (GNP) e
carbonato de sédio (Na2COs) por meio das técnicas de FTIR,



31

DSC, TGA, DRX e microscopia Gptica acoplada com placa de
aquecimento;

Desenvolver membranas e esponjas neutras de QS nas formas
livre e reticulada utilizando os métodos de evaporagcdo do
solvente e liofilizag&o, respectivamente;

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas, morfoldgicas e
mecanicas das membranas e esponjas desenvolvidas através de
técnicas como FTIR, DSC, TGA, DRX, microscopia eletrénica
de varredura (MEV); molhabilidade, bioadesdo, grau de
intumescimento (Gl), permeabilidade ao vapor de dgua e testes
de tragdo e compressao;

Realizar estudo de liberagdo in vitro da ALN incorporadas nas
membranas e esponjas;

Avaliar a permeacdo cutanea ex vivo da ALN a partir da solugédo
(controle) e diferentes membranas/esponjas utilizando o modelo
de difusdo da camara de Franz;

Investigar o impacto da reticulacdo quimica com genipina nos
sistemas polimeéricos desenvolvidos;

Comparar os sistemas do tipo membrana e esponja em relagéo ao
potencial de aplicacdo em lesdes cutaneas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PELE

A pele encontra-se na interface entre 0 organismo e 0 meio
externo, representando aproximadamente 16% do peso total do corpo, o
gue a torna a maior barreira do corpo humano. Composta por trés
camadas, é responsavel por diversas fungdes como mecanismos de defesa
fisica, quimica, imunol6gica, metabdlica, sintese de vitamina D3,
regulacdo da temperatura corporal e da perda de agua transepidérmica
(LIU et al., 2014; PROW et al., 2011). Anatomicamente, ¢é dividida em
epiderme, derme e hipoderme (Figura 1), contendo ainda como anexos
os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas (PATHAK;
THASSU, 2009).

Figura 1 - Representacdo esquematica das camadas da pele e seus apéndices.

S Estrato cérneo
Estrato granuloso ) EPIDERME
Estrato espinhoso
- Estrato basal

Ducto sudoriparo

Gland! b

Fibra muscular dg
ancoraaem

B

D DERME
’\!) Glandula sudoriparr

los pilosos

} Vasos sanguineos
TECIDO

SUBCUTANEO

Fonte: Adaptado de Maghraby; Barry; Williams (2008).

A epiderme é composta por tecido epitelial estratificado
pavimentoso queratinizado e aproximadamente 95% das células na
epiderme sdo queratindcitos, conferindo alta hidrofobicidade & essa
camada. As demais células sdo melandcitos, produtores de melanina,
células de Langerhans, responsavel pela imunovigilancia cutanea e as de
Merkel, que apresentam funcdes sensoriais. A epiderme é dividida em
estrato corneo (10-15 pm) e epiderme viavel (50-100 pm). A epiderme
viavel é subdividida em estrato germinativo (camada basal), espinhoso
(camada espinhosa) e granuloso (camada granular). Por ser avascular, a
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viabilidade da epiderme é garantida pela difusdo de nutrientes a partir da
derme (HOFMANN et al., 2010; MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS,
2008; MENON, 2002).

O estrato basal (germinativo) é a camada mais profunda da
epiderme e é constituido por células colunares basais que ficam
conectadas com & lamina basal pelos hemidesmossomos. E também
composto por células tronco epidermais que auxiliam na renovagao
continua da epiderme (MENON, 2002). A formag&o do estrato corneo se
da pela divisdo, diferenciacdo e migracdo dos queratinécitos para a
camada mais externa da pele (RANG et al., 2016).

O estrato espinhoso recebe esse nome pela grande presenca de
desmossomos que apresentam a funcgéo de coesdo entre as células, dando
um aspecto espinhoso a essa camada. Os filamentos de queratina
(tonofilamentos) também auxiliam na manutencéo da resisténcia ao atrito
e conexao entre as células. Esta regido é crucial para a manutencdo da
integridade e estabilidade da epiderme (HOFMANN et al., 2010;
MENON, 2002).

No estrato granuloso, camada que antecede o estrato corneo, as
células ja se encontram achatadas, em vias de degeneracao e com granulos
de querato-hialina. Outra caracteristica do estrato granuloso € presenca de
componentes lipidicos entre as células, conferindo uma protecéo fisica
contra a penetracdo de substancias estranhas e perda de dgua (MENON,
2002; PASTAR et al., 2014).

O estrato corneo é a parte mais externa da epiderme, tendo
contato com o0 meio externo. Esta camada superficial possui espessura
entre 10 e 15 um. E composto por células achatadas e mortas, chamadas
de cornedcitos, que sdo separadas por dominios lipidicos intercelulares
(acidos graxos, colesterol e ceramidas). A estrutura do estrato corneo é
geralmente associada a uma “parede de tijolos”, onde os cornedcitos sao
os tijolos e o cimento sdo os lipideos intercelulares. A presenca de
dominios hidrofébicos (lipideos) e hidrofilicos (proteinas intercelulares),
confere ao estrato corneo importante papel de barreira a permeacao e
desidratacdo (BOLZINGER et al., 2012; PASTAR et al., 2014).

Logo apo6s a epiderme, encontra-se a derme, uma camada mais
espessa formada por densa matriz hidrofilica e que confere suporte
mecanico para a pele. E caracterizada pela presenca de
mucopolissacarideo, fibras de colageno, elastina, fibroblastos, células
dendriticas, macrdfagos, vasos sanguineos e nervos sensoriais.
Aproximadamente 70% da massa seca da derme é constituida por
colageno, majoritariamente o colédgeno tipo | e Ill. As células
predominantes desta regido da pele sdo os fibroblastos, os quais sdo
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responsaveis pela secrecdo de fibras de elastina e colageno, assim como
glicosaminoglicanos, que d&o estrutura e suporte para a derme (LAI-
CHEONG; MCGRATH, 2009; MONTANARI, 2016). Os anexos tais
como os foliculos pilosos tém origem na derme e sdo caracterizados por
apresentar células tronco residentes com papel importante na cicatrizagéo
e reepitelizacdo (COTSARELIS, 2006). Substancias que atingem a derme
podem ser absorvidas pela circulacdo sistémica devido a sua irrigacdo
(MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008; PATHAK; THASSU,
2009).

A hipoderme, camada mais inferior, é basicamente constituida
por células adiposas, conferindo prote¢do contra traumas fisicos, além de
servir como reserva energética e como barreira térmica (MONTEIRO-
RIVIERE, 2006).

2.1.1  Vias de absorcao de moléculas através da pele

A grande area de contato, reducdo de efeitos adversos da
administracdo oral e baixa degradacdo enzimatica, tornam a pele uma via
promissora para a administracdo de farmacos. Além de farmacos, outras
moléculas podem ser absorvidas na pele e este processo ocorre por
diferentes vias (BOLZINGER et al., 2012; PRAUSNITZ; LANGER,
2009).

O termo absorcdo cutanea ou percutanea descreve a passagem de
compostos através da pele, sendo este processo dividido em trés etapas.
A penetracdo é caracterizada pela entrada da substancia no estrato
cérneo, na permeacdo, a molécula penetra de uma camada para outra
(epiderme para derme, por exemplo) e, na reabsor¢éo, a molécula alcanca
0 sistema vascular; garantindo uma distribuicéo sistémica (SCCS, 2010).

A difusdo passiva é a via mais comum de transporte de substancias
ativas através da pele, enquanto o transporte ativo, mediado por
carreadores € menos comum (NIELSEN; BENFELDT; HOLMGAARD,
2016). As principais vias de absorcdo através da pele sdo: intracelular,
intercelular e transapendicular (através dos apéndices) (Figura 2).

Na via intercelular ocorre a difusdo das moléculas através das
camadas lipidicas que circundam as células do estrato c6rneo. Essa via é
descrita como a rota predominante de moléculas lipofilicas. J& a via
intracelular (trasncelular) ocorre a passagem do farmaco diretamente pela
camada de queratina dos cornedcitos e pela matriz lipidica circundante.
Por fim, na via transapendicular a absor¢éo ocorre através dos foliculos
pilosos, glandulas sebéaceas e glandulas sudoriparas (BARBERO;
FRASCH, 2017; BOLZINGER et al., 2012)
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Os apéndices constituem uma por¢do muito pequena da extenséo
da pele (cerca de 0,1%), entretanto, representam uma rota paralela para
fons e farmacos polares de baixo peso molecular. Além disso, apds a
penetracdo via transapendicular, as moléculas podem ficar armazenados
nos foliculos pilosos (BARBERO; FRASCH, 2017; BOLZINGER et al.,
2012; PROW et al., 2011)

Figura 2 - Esquema das vias de penetragdo de moléculas através da pele

Vias de penetracdo Caminhos de penetragio
Folicular através do estrato corneo
Intracelular  Intercelular

Formulacao
Estrato cérneo[

Estrato granuloso[ «

Epiderme viavel |°

~wl®>  Fibroblast

Langerhans cell
Dermic dendritic cell

-
‘K Melanocyte
i Desmosome
— - Tight junction
- Keratinosome
Odland body

Estrato basal

Derme

Fonte: Adaptado de Bolzinger e colaboradores (2012)

2.1.2 Administracdo de fArmacos através da pele

A aplicacdo de medicamentos na pele pode ser utilizada para
tratamento local, quando o farmaco fica depositado nas camadas
superficiais da pele, ou entdo, sisttmico quando o objetivo ¢ atingir a
corrente sanguinea (HOFMANN et al., 2010).

Na pele, a via topica é utilizada para o tratamento de doencas
dermatoldgicas, infeccbes e anestesia local, regeneracdo tecidual,
fotoprotecdo, além de fins estéticos. A vantagem da administracéo tdpica
€ a acdo direta no sitio alvo, o que requer menor quantidade de farmaco e
mais rapidez nos resultados. Além disso, permitem a autoadministracéo,
melhora da adesdo do paciente ao tratamento e evita o efeito de primeira
passagem. Entretanto, limitagdes também sdo observadas como as
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reacOes alérgicas na pele, irritacdo e restricGes de moléculas por conta de
suas propriedades fisico-quimicas (KULKARNI, 2010; MOODY, 2010;
SINGLA et al., 2012).

Outra via de administracdo é a transdérmica, a qual permite a
permeacdo do farmaco via percuténea a nivel sisttmico. Formulagdes
transdérmicas ganharam maior notoriedade a partir de 1979 com o
desenvolvimento do Transderm-Scop®, primeiro adesivo transdérmico
(patch) a base de escopolamina (PAUDEL et al., 2010). As vantagens
dessa via de administracdo estdo relacionadas com a diminuicdo da
frequéncia de aplicacdo, liberagcdo prolongada, evitar a metabolizacdo
hepatica de primeira passagem, além de ndo representarem um sistema
invasivo. Dentre as desvantagens, pode-se citar o tempo de laténcia
(tempo necessério para atingir a concentragdo terapéutica apos aplicacéo),
irritacdo local e variacGes de absorcdo por conta da barreira cutnea
(BOLZINGER et al., 2012; MARTINS; VEIGA, 2002).

A liberacdo do farmaco na pele pode ser influenciada por diversos
fatores, desde a formulacdo, caracteristicas da molécula até a préopria
barreira cutanea. Inicialmente, para que ocorra a permeacgdo da molécula,
o farmaco precisa difundir-se da formulacao para a superficie da pele. Na
sequéncia, ocorre a passagem da molécula para o interior do estrato
corneo, e por fim, o farmaco difunde-se através da camada mais externa
da epiderme (VOLPATO; FREITAS; STORPIRTIS, 2010).

Para que todo esse processo ocorra de forma efetiva, as
propriedades fisico-quimicas do farmaco precisam ser propicias para a
penetracdo na pele. Dentre essas propriedades, podem-se citar a massa e
forma molecular, grau de ionizacdo, coeficiente de particdo (log P),
solubilidade, nimero de hidrogénios doadores e receptores e ponto de
fusdo (BOLZINGER et al., 2012; VOLPATO; FREITAS; STORPIRTIS,
2010). Séo consideradas moléculas ideias para permeacao cutanea as que
apresentam massa molecular menor que 500 g/mol, log P entre 1 e 3 e
baixo ponto de fusdo (HOFMANN et al., 2010).

As condicoes fisiologicas tais como a hidratagéo do estrato cérneo,
integridade do tecido, idade, regido anatdmica e temperatura, também
apresentam influéncia direta na penetracéo e permeacgao de moléculas na
pele (DASH et al., 2010; PAUDEL et al., 2010). Outro fator crucial é o
tipo de forma farmacéutica utilizada para veicular o farmaco. No
mercado, usualmente encontram-se formulages do tipo cremes, géis,
oleos, logdes, pomadas, patches (adesivos). Sistemas de natureza mais
oleosa contribuem para um aumento do grau de hidratagdo da pele,
favorecendo a permeacdo de moléculas. Novos sistemas de base
polimérica tais como filmes, membranas, esponjas, scaffolds também
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vém sendo propostos para ambas as aplicac@es, tdpica e transdérmica,
com o propdsito de oferecerem maior controle da liberagdo do farmaco
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2007; Bl etal., 2011; BOATENG et al.,
2008; IKEDA et al., 2014; MA et al., 2017; MAHMOUD; SALAMA,
2016; TAVARES, 2015).

2.2 FERIDAS CUTANEAS

Feridas cutaneas que, por definicdo, envolvem a ruptura da
estrutura e funcgdes da pele, incluem queimaduras, traumatismos e Ulceras
(PRZYBOROWSKI; BERTHIAUME, 2013).

As queimaduras sdo causadas pela agdo direta ou indireta da
energia na forma de calor de agentes fisicos, quimicos, elétricos ou
radioativos. Segundo a Sociedade Brasileira de Queimaduras (SBQ), no
Brasil, acontecem um milhdo de casos de queimaduras a cada ano,
ocasionando muitas mortes em detrimento da lesdo (GIORDANI et al.,
2016).

A classificacdo das queimaduras é acordo com sua profundidade e
tamanho. A lesdo de primeiro grau se restringe a epiderme, a qual também
é chamada de queimadura superficial, apresentando melhoras entre 3 a 6
dias. A de segundo grau, por sua vez, é dividida em duas classificacdes,
segundo grau superficial e profundo. No primeiro caso, a lesdo acomete
a epiderme e porcGes mais superficiais da derme, podendo aparecer
bolhas e a cura leva em torno de 3 semanas, sem deixar cicatrizes. Por
outro lado, a lesdo profunda acomete toda a derme, podendo destruir as
terminagdes nervosas da pele. O processo de regeneracao leva mais de 3
semanas e deixa cicatrizes. A queimadura de terceiro grau lesiona toda
derme e tecido subcutaneo, destruindo terminac6es nervosas e apéndices
da pele, podendo atingir masculos e 0ssos. Para a regeneracéo do tecido,
é necessario procedimento cirtrgico e enxertos (GIORDANI et al., 2016;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUEIMADURAS, 2018).

A falta de integridade do tecido acometido por queimaduras torna-
o0 vulneravel a infe¢Bes causadas por fungos e bactérias (TIWARI, 2012).
Comumente sdo encontrados em pacientes queimados bactérias como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii. J4 os fungos mais
encontrados sdo Candida sp., Aspergillus e Mucor. Tais infegdes podem
ser letais para o paciente ou tornar a recuperacao mais lenta (BOATENG
etal., 2008; GONELLA et al., 2014, 2016).

Alguns dos tratamentos de queimaduras consistem na aplicacao
de sulfadiazina de prata 1% na area lesionada, materiais substitutivos de
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pele, oxigenoterapia hiperbérica, administracdo oral de antimicrobianos e
analgésicos, além de curativos bioldgicos e semi-biolégicos e matrizes de
regeneracdo dérmica. Devido a auséncia de integridade do tecido, é
necessaria cautela na escolha do medicamente utilizado na leséo, uma vez
gue podem ser diretamente absorvidos na circulagéo sistémica (BRASIL,
2012; MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 2013; TAVARES, 2015;
TIWARI, 2012). Novas tecnologias como curativos que mantém a
hidratacdo da ferida, ndo aderente e com agente antimicrobiano
incorporado ja estdo disponiveis no mercado. O Mepilex® Ag, por
exemplo, ¢ um curativo antimicrobiano formado por uma espuma
absorvente de poliuretano com sulfato de prata. Resultados promissores
sdo observados durante 0 uso deste curativo, principalmente em criangas.
A espuma ndo agride o tecido em regeneracdo e permite a absor¢do de
exsudato e secre¢des, reduzindo o odor na regido da queimadura. Além
disso, a reducdo de trocas frequentes do curativo auxilia na manutencéo
dos queratindcitos que migraram da camada basal paras as camadas
superficiais (MOSER; PEREIMA; PEREIMA, 2013).

Ja as Ulceras, outro tipo de ferida cutanea, sdo alteragdes na
estrutura anatdmica e/ou funcgdes fisioldgicas do tecido devido a algum
comprometimento na regido. Podem ser classificadas de acordo com a
causa, tempo de reparacdo ou de acordo com a profundidade. Nesse
Gltimo caso, sdo classificadas de grau | até o 1V, seguindo a mesma l6gica
dos graus de queimadura (Figura 3). No caso do grau IV, além do
comprometimento da epiderme, derme, hipoderme, a Ulcera também
acomete tecidos mais profundos (BRASIL, 2002).

Segundo o Manual de Condutas para Ulceras Neurotroficas e
Traumaticas, elaborado pelo Ministério da Saude (2002), as
caracteristicas de um curativo ideal para Ulceras cutaneas englobam os
seguintes requisitos: remocgdo do exsudato; manter alta umidade entre
ferida e curativo; permitir trocas gasosas; ser impermeavel as bactérias;
fornecer isolamento térmico; ser isento de substancias toxicas; permitir a
remocgao sem causar traumas locais.
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Figura 3 - Esquema da profundidade e graus das Ulceras cuténeas.
Profundidade Camadas da Pele
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Derme

Grau Il

Grau IIT

Subcutineo
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Fonte: Brasil, 2002

23 CICATRIZACAO CUTANEA

O processo de cicatrizagcdo consiste em sucessivos eventos
celulares, moleculares e bioquimicos que interagem para que ocorra a
reconstituicdo tecidual (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH,
2007). Ha uma simultanea degradacéo do tecido morto e reconstrucdo de
estruturas da matriz extracelular e revestimento do epitélio.

A cicatrizacdo é dividida em trés fases: inflamatéria, de
proliferacdo ou de granulacdo e fase de remodelacdo ou maturagdo
(SINGER, ADAM J; CLARK, 1999).

A fase inflamat6ria ocorre ap6s a lesdo tecidual, na qual ha
liberacdo de substancias vasoconstritoras, iniciando-se a cascata de
coagulacdo. Com a liberacdo de granulos pelas plaquetas, varios fatores
de crescimento direcionam-se para o local da inflamagdo, atraindo os
neutréfilos. HA um aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo
para que ocorra a quimiotaxia. Em seguida, os neutrofilos sdo substituidos
pelos macréfagos, responsaveis pela secrecdo de citocinas e fatores de
crescimento, além de contribuirem na angiogénese, fibroplasia e sintese
de matriz extracelular (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006;
CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Esta fase ¢é
responsavel por evitar infecgGes durante o processo de cicatrizagdo, além
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de degradar o tecido necrosado (REINKE; SORG, 2012; ROWAN et al.,
2015).

A fase proliferativa se inicia aproximadamente ap6s quatro dias da
lesdo, sendo caracterizada por etapas que incluem a epitelizacéo,
angiogénese, formagédo de tecido de granulagdo e deposicao de colageno.
A epitelizagdo ocorre para reestabelecer o tecido, além da barreira
protetora (STEENFOS, 1994). Na angiogénese, hd migracdo de células
endoteliais e formacéo de capilares. A parte final desta fase é a formacao
de tecido de granulacdo, na qual fibroblastos e células epiteliais sdo as
principais células do processo (CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007)

A Ultima fase é a de maturacao, sendo caracterizada pela deposicéo
de colageno na derme. Como o colageno produzido é mais fino, ocorre
um processo de lise desta matriz e producdo do colageno mais espesso. A
organizacgdo e equilibrio entre a sintese e degradacdo de colageno séo
fatores fundamentais para uma apropriada cicatrizacdo e reconstituicdo
da matriz extracelular, o que explica o fato de muitos curativos incluirem
colageno na constituicdo (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006;
SINGER, ADAM J; CLARK, 1999).

Cada tipo de lesdo apresenta caracteristicas prdprias, como por
exemplo o pH. LesGes do tipo feridas agudas, feridas com pus ou tecido
necrético apresentam pH mais acido. Por outro lado, feridas crénicas ou
contaminadas com bactérias sdo caracterizadas por valores de pH
proximo da neutralidade (7,3). O pH é um fator importante na
cicatrizacdo, visto que cada processo das fases de reconstituicao tecidual
apresenta valores de pH 6timo (SCHNEIDER et al., 2007).

24  QUITOSANA

A quitosana (QS), um copolimero natural catidnico,
biocompativel, biodegradavel e biorenovavel, pode ser obtida através
desacetilacdo da quitina, polimero extraido da casca de crustaceos (Figura
4). As unidades monoméricas que fazem parte da estrutura da QS séo a
N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucose (glucosamina) e amino-2-desoxi-
D-glicose (N-acetil-glucosamina) (DASH et al., 2011; MALAFAYA,;
SILVA; REIS, 2007).
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Figura 4 - Conversdo da quitina em quitosana através o processo de desacetilagao.
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Fonte: Gomathysankar e colaboradores (2014).

Dependendo da fonte de quitina e das condicbes de processamento,
0 grau de desacetilacdo (GD) da QS varia entre 50 e 100%, enquanto o
seu peso molecular de 10 a 1000 kDA (COSTA SILVA; DOS SANTOS;
FERREIRA, 2006; CROISIER; JEROME, 2013; DASH et al., 2011;
MALAFAYA,; SILVA; REIS, 2007). A solubilidade da QS é limitada em
solucdes aquosas devido as fortes ligaces de hidrogénio e interagdes
intermoleculares entre as cadeias poliméricas. Fatores como grau de
cristalinidade e polimerizacdo, neutralizacdo dos grupos amina e forca
ibnica do solvente, influenciam na solubilidade do biopolimero em meio
aquoso (KASAAL, 2008; KIM, 2010). A solubilizagdo da QS ocorre na
faixa de pH de 6,0 a 6,5 devido a protonacdo dos grupos amino e repulsao
das cargas, levando a diminuicao das interagGes intermoleculares (Figura
5). O pKa da QS é em torno de 6,3, podendo variar de acordo com o GD
(DASH etal., 2011).

Na literatura, sdo relatadas as propriedades de bioadesdo,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, hidrofilicidade, atividade
antimicrobiana, cicatrizante, coagulante da QS; o que é relevante para
aplicacBes na area farmacéutica/biomédica (CHATELET; DAMOUR;
DOMARD, 2001; COSTA SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006;
CROISIER; JEROME, 2013; DASH et al., 2011; LARANJEIRA; DE
FAVERE, 2009; MUZZARELLI, 2009a; MUZZARELLI et al., 2016).
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Figura 5 - Representacdo do mecanismo de solubiliza¢do da quitosana.

pH baixo = Soluvel pH alto = Insoluvel
+ 2nH*

Fonte: Adaptado de Luo e colaboradores (2009).

As propriedades cicatrizantes da QS estéo relacionadas com seus
mecanismos de acdo nas lesdes. Os oligdbmeros de QS sdo responsaveis
pela ativacdo de macrdfagos, estes, por sua vez, liberam interleucina-1 e
estimulam a proliferacdo de fibroblastos. Como j& relatado, os
fibroblastos sdo responsaveis pela secrecdo de fibras de elastina e
colageno, assim como glicosaminoglicanos, que dao estrutura e suporte
para a derme (COSTA SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006;
JAYAKUMAR et al., 2011; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2009;
MONTANARI, 2016). Além disso, a biossintese do &cido hialurénico e
outros componentes da matriz extracelular ocorre na presenca de
glucosamina e N-acetil-glucosamina. Esses mondmeros sdo gerados apos
a hidrolise da QS pela N-acetilglucosaminidase, a qual também ¢€ liberada
pelos macréfagos (COSTA SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006;
MUZZARELLLI, 1997, 2009a; RAVI KUMAR, 2000).

Lisozima é naturalmente encontrada nos sitios das lesdes, sendo
gue essa proteina também é responsavel por hidrolisar a QS. Desta forma,
ao entrar em contato com lesdes, o polimero é convertido em suas
unidades monoméricas, processo conhecido como biodegradacdo. A
hidrélise da QS acaba auxiliando na cicatrizacdo, uma vez que a N-
acetilglucosamina esta majoritariamente presente no epitélio e é essencial
para a regeneragdo tecidual (COSTA SILVA; DOS SANTOS;
FERREIRA, 2006; DASH et al., 2010; MUZZARELLI, 1997, 2009g;
RAVI KUMAR, 2000).

Outra propriedade importante da QS que auxilia no processo de
cicatrizacdo é sua atividade antimicrobiana. Diferentes estudos
demostram a eficacia da QS contra bactérias e fungos, e diferentes
mecanismos sdo atribuidos a essa propriedade. Por ser um polimero
catibnico, interacOes entre as cargas positivas (NHs*) da QS e negativas
da superficie das células bacterianas podem ocorrer. Essa interacdo forma
ligacOes fortes além de uma camada impermeével ao redor da bactéria,
impedindo o transporte de substancias vitais para o interior do
microrganismo (BANO et al.,, 2017; TAN et al.,, 2013). O outro
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mecanismo proposto envolve a invasdo da QS no nucleo da célula
bacteriana, inibindo 0 RNA e a consequente sintese proteica. Esse
processo é relatado principalmente para QS de baixo peso molecular e
seus oligdmeros (BANO et al., 2017; CHUNG; CHEN, 2008). Bactérias
como a Pseudomonas aeruginosas, encontradas em lesdes cutaneas,
produzem componentes extracelulares como a  4-hidroxi-2-
alquilquinolina (HAQs), que funciona como fator de viruléncia e
comunicacao entre as células bacterianas. Em estudo recente, o uso de QS
nos testes microbiolégicos levou a supressao da HAQs da P. aeruginosas,
indicando uma nova abordagem do mecanismo de a¢do do polimero sobre
as bactérias (BANO et al., 2017).

Em virtude das diversas aplicacfes, a QS é utilizada em diferentes
formulagdes que visam a cicatrizagdo e regeneracdo tecidual como
nanoparticulas, hidrogéis, filmes, membranas, bandagens, scaffolds,
nanofibras,  esponjas, entre outras (ALTIOK; ALTIOK;
TIHMINLIOGLU, 2010; ANISHA et al., 2013; BURKATOVSKAYA et
al., 2010; CAETANO et al., 2015; CAl et al., 2010; CAMPOS et al.,
2005; CAMPOS; MEI; SANTOS, 2015; CHARERNSRIWILAIWAT et
al., 2012; LIH et al., 2012).

2.4.1  Modificages quimicas da quitosana

Estudos com reacOes para melhorias das propriedades mecénicas,
fisico-quimicas ou modificagdo da liberacdo de moléculas séao
frequentemente encontrados na literatura. A QS apresenta duas hidroxilas
e um grupamento amina livres para interagdo com outras moléculas.
Dessa forma, é possivel modificar quimicamente as cadeias poliméricas,
adicionando pequenas moléculas ou outros polimeros ao esqueleto da QS
(DASH et al.,, 2011; KOSSMEH, 2011). A reacdo de reticulacdo
(crosslinking) com a genipina (GNP) € um exemplo de modificacdo da
QS, sendo uma estratégia amplamente utilizada a fim de aumentar a
resisténcia e estabilidade dos materiais desenvolvidos com QS, bem como
para controlar a libera¢do de fa&rmacos (BUTLER; NG; PUDNEY, 2003;
MUZZARELLLI, 2009b)

2.4.1.1 Quitosana e genipina

A GNP é um po cristalino branco, com massa molar de 226,226
g/mol, ligeiramente solivel em 4gua e solivel em etanol e metanol e
temperatura de fusdo em torno de 120 °C (Figura 6). Essa molécula pode
ser obtida do extrato de frutos da Gardenia jasminoides Ellis e da Genipa
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americana, popularmente conhecidas como gardénia e jenipapo,
respectivamente (MANICKAM; SREEDHARAN; ELUMALAI, 2014).

Figura 6 - Estrutura quimica da genipina
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Fonte: Manickam e colaboradores (2014).

Além de ser de origem natural, a GNP ¢ biodegradavel e pode
apresentar citotoxicidade 10000 vezes menor que outros agentes
reticulantes, como por exemplo, o glutaraldeido (MUZZARELLLI,
2009b). Por esses motivos a molécula vem sendo estudada como agente
reticulante da QS para aplica¢fes bioldgicas (POZZO et al., 2018;
ZHANG et al., 2011). Estudos de caracterizacdo e atividades in vitro séo
relatados para esses sistemas, apresentando resultados promissores na
regeneracdo tecidual, modificacdo das propriedades dos materiais €
liberacdo controlada de farmacos (DELMAR; BIANCO-PELED, 2015;
HARRIS; LECUMBERRI; HERAS, 2010; MUZZARELLI, 2009b;
MUZZARELLI et al., 2016).

A reacdo de reticulagdo entre QS e GNP envolve interagdes do tipo
covalente, uma vez que ocorre a formacdo de ligacBes estaveis e
irreversiveis. Em pH &cido, sugere-se um ataque nucleofilico inicial de
um grupo amino da QS ao carbono da posigdo 3 da GNP, com
consequente abertura do anel di-hidropiranico, gerando a funcéo aldeido
na molécula. A aldoxila, por sua vez, reage com a amina secundaria
recém-formada para gerar o0 novo heterociclo (Figura 7). A Gltima etapa
da reagdo € mais lenta (Figura 8), na qual ocorre uma substitui¢do
nucleofilica do grupamento éster da GNP, liberando metanol e formando
uma ligacdo de amida secundéria com as cadeias da QS (BUTLER; NG;
PUDNEY, 2003; GONSALVES, 2011; MUZZARELLI,
2009b)(MUZZARELLI, 2009; GONSALVES et al., 2011).
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Figura 7 - Primeira etapa de reticulagdo entre quitosana e genipina: Mecanismo
do ataque nucleofilico
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Fonte: Butler e colaboradores (2003).

Figura 8 - Segunda etapa da reticulacio entre quitosana e genipina: Mecanismo
de substitui¢do nucleofilica
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Fonte: Butler e colaboradores (2003).

Figura 9 - Mecanismo de reticulagdo da quitosana e genipina em meio alcalino.
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Ja em pH alcalino, a reticulagdo ocorre por uma reacdo de
homopolimerizacdo da GNP (Figura 9). O processo inicia-se com a
abertura do anel diidropirano por meio de ataque nucleofilico promovido
por ions hidroxila do meio reacional. Isso resulta na formacéo de grupos
aldoxila na molécula que, em seguida, sofrem condensagdo alddlica. Na
etapa final, os grupos aldoxila terminais da GNP polimerizada participam
de uma reacdo de Schiff com as aminas das cadeias da QS para promover
a reticulacdo (GONSALVES, 2011; MUZZARELLLI, 2009b).

Sistemas reticulados de QS e GNP apresentam coloragdo azul
esverdeada. O mecanismo de formacdo do pigmento ainda ndo esta
totalmente elucidado, porém considera-se a hipdtese formagdo do
pigmento azul a partir da polimerizagdo da GNP induzida por radicais de
oxigénio (BUTLER; NG; PUDNEY, 2003; PARK et al., 2002;
TOUYAMA et al., 1994)

2.4.2  Sistemas cicatrizantes de quitosana

A variedade de feridas cutaneas considerando-se o tipo, causa,
gravidade e local do corpo, resulta em uma ampla gama de curativos
destinados & cicatrizagdo. Os curativos sdo classificados de acordo com a
fungdo (antibacteriano, absorvente, oclusivo, aderente); tipo da
composicdo (alginato, quitosana, colageno) e a sua forma fisica (gel,
pomada, creme, membrana, espuma). Além disso, as coberturas podem
ser categorizadas em primaria, que sdo aquelas que permanecem em
contato direto com a lesdo e, em secundaria, que sdo aquelas que ficam
sobre a cobertura primaria (BOATENG et al., 2008; FALABELLA, 2006;
VAN RIJSWIK, 2006).

Testes padrdo listados em compéndios oficiais e normas técnicas
devem ser considerados para formulacGes que estdo em fase de
desenvolvimento ou como teste de rotina para o controle de qualidade.
Dentre os ensaios, pode-se citar a permeabilidade ao vapor de agua, grau
de intumescimento, testes mecanicos de tra¢do, compressdo e forca
bioadesdo (BOATENG et al., 2008; BRITISH PHARMACOPOEIA,
2009; PEH; KHAN; CH’NG, 2000).

Devido as varias propriedades terapéuticas relatadas para a QS,
encontram-se na literatura e no mercado diversos tipos de curativos
biocompativeis com esse polimero. As formas fisicas variam de
hidrogéis, xerogéis, pds, scaffolds (arcabougos), membranas, esponjas e
nanomateriais (AZAD et al., 2004; BANO et al., 2017; JAYAKUMAR et
al., 2011; MUZZARELLI, 2009a; SONG et al., 2018). Dentre os
curativos cicatrizantes a base de QS e disponiveis comercialmente pode-
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se mencionar o Tegasorb® Tegaderm® Trauma DEX® e HemCon
Bandage™, Syvek-Patch®, Chitopack C®, Beschitin® (JAYAKUMAR et
al., 2011).

2.4.2.1 Membranas de QS cicatrizantes

De acordo com a terminologia da Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC), membranas sdo materiais com dimensdes
laterais maiores que sua espessura (KOROS, WILLIAM J; MA, Y, H;
SHIMIDZU, 1996). Para a obtencdo de membranas, duas técnicas de
secagem sdo utilizadas, o processo de nebulizacdo (spraying) e o processo
conhecido como evaporacdo do solvente (solvent casting). No processo
de nebulizagdo, a membrana é obtida por deposi¢cdo de goticulas
atomizadas, formando camadas homogéneas de membrana. J& no método
de evaporagdo do solvente, ocorre a dispersdo do polimero em um
solvente ou mistura de solventes adequados. Em seguida, a dispersdo €
vertida sobre uma superficie ndo adesiva (suporte) e € levada para uma
estufa ou mantida em temperatura ambiente para a evaporacdo do
solvente (KOSSMEH, 2011; KRAJEWSKA, 2004).

Na literatura, diversos estudos com membranas e filmes de QS para
aplicacdo em lesdes cutdneas podem ser encontrados, nos quais foram
realizados testes de caracterizacdo fisico-quimica, citotoxicidade,
liberacdo in vitro, bioadesdo e atividade cicatrizante. Azad e
colaboradores (2003), por exemplo, desenvolveram membranas de QS
neutralizadas com hidroxido de sodio (NaOH) para testes clinicos,
incluindo avaliagBes histoldgicas. Os sistemas propostos contribuiram
para uma maior reepitelizacdo e regeneracdo do tecido granular,
confirmando o potencial das membranas como substitutos da pele em
lesdes.

Campos e colaboradores (2005), em seus estudos, ressaltaram a
importancia da neutralizacdo de membranas de QS a fim de remover os
residuos de acido acético. Com isto, a hidrolise acida do polimero poderia
ser retardada e o sistema destinado a aplicacdo como curativo. A
neutralizacdo ocorreu com a imersdo das membranas em solucdo de
NaOH (2% m/m) e carbonato de sédio (Na;COs) (0,05% m/m). A
solubilidade e absorcéo de &gua dos sistemas foram reduzidas devido a
remocéo dos grupos hidrofilicos de acido acético. Além disso, observou-
se uma melhora das propriedades mecénicas.

Em 2015, este mesmo grupo de pesquisa desenvolveu membranas
de QS neutralizadas (CN) e membranas de QS plastificadas com sorbitol
(CP) como substituto de pele (CAMPOS; MEI; SANTOS, 2015). O
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objetivo foi avaliar as propriedades fisico-quimicas bem como a
citotoxicidade in vitro dos sistemas propostos. Para fins de comparacdo,
uma membrana de QS sem neutralizacdo e agente plastificante foi
preparada (CA). Além da menor deformacdo no teste de tracdo a ruptura,
maior indice de cristalinidade foi encontrado para CN em relag¢do a CP, o
que foi associado ao processo de neutralizagdo. Nenhuma membrana
demonstrou citotoxicidade indireta (efeito das substancias liberadas pela
QS no meio de cultura), entretanto, quando em contato direto com as
células Vero, evidéncias de citotoxicidade foram observadas para a
membrana CA. Esta citotoxicidade direta foi atribuida ao &cido acético
residual, ja que o solvente é toxico para as células. Com resultados
promissores de citotoxicidade, o sorbitol foi considerado um agente
plastificante seguro e o processo de neutralizagdo uma etapa importante
na producdo de membranas para fins de aplicacdo na pele.

Na area de membranas de QS com farmaco incorporado, Ma e
colaboradores (2017) desenvolveram sistemas flexiveis e transparentes
contendo farmacos antibacterianos (cloridrato de tetraciclina e
sulfadiazina de prata) e plastificante (glicerina). Para os testes de
caracterizacdo, os resultados mostraram que a adigdo de glicerol
melhorou a resisténcia a tragdo, taxa intumescimento, permeabilidade ao
vapor de 4gua e a molhabilidade. A degradacdo enzimética in vitro
revelou estabilidade a longo prazo e, nos ensaios de liberagdo in vitro,
observou-se uma liberacdo sustentada dos farmacos. Nos testes
microbioldgicos, as membranas de QS exibiram consideravel atividade
antibacteriana contra E. coli e S. aureus, o que poderia resultar em uma
alta eficiéncia terapéutica, auxiliando na cicatrizagdo de feridas.

Membranas de QS e GNP também sdo relatadas na literatura
guando a aplicacdo é direcionada para regeneracdo tecidual. Mi, Tan e
Liang (2012), por exemplo, realizaram um estudo comparativo com
membranas de QS na auséncia e presenca de diferentes agentes
reticulantes (GNP e glutaraldeido). Os autores observaram que a
reticulacdo com GNP aumentou a forca de tensdo, porém, reduziu
significativamente os valores de deformacdo na ruptura e grau de
intumescimento. Nos ensaios microbiolégicos com E. coli, P. aeruginosa
e S. aureus, resultados promissores em relacdo ao controle foram
observados. Além disso, o processo de reticulagdo manteve a propriedade
antibacteriana do polimero. A reticulagdo com GNP resultou em menor
citotoxicidade e taxa de degradacdo que aquela com glutaraldeido,
sugerindo que as primeiras sdo promissoras para aplicagdo na liberacéo
de farmacos.
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2.4.2.2 Esponjas poliméricas

Esponjas poliméricas sdo soélidos tridimensionais (3D), flexiveis,
podendo mimetizar o comportamento de uma matriz extracelular. Sdo
tradicionalmente preparadas por liofilizacdo, uma técnica que se baseia
no congelamento da solugdo de polimero para a formagéo de cristais de
gelo, seguido de sublimacdo que leva a formacdo de poros (ASTI;
GIOGLIO, 2014; CROISIER; JEROME, 2013). As esponjas fornecem o
suporte necessario para a fixagao, proliferacdo, diferenciacao e orientagéo
das células a fim de permitir o crescimento de outro tecido (BERNER et
al., 2014; MITSUISHI et al., 2013). Quando destinadas a aplicacéo
biologica, materiais biocompativeis, biodegradaveis e bioabsorviveis
devem ser considerados. As estruturas porosas e interligadas séao
desejaveis para auxiliar no transporte de nutrientes as células que crescem
no interior do arcabouco polimérico. Devido a esse tipo de estrutura, a
capacidade de absorcdo de liquidos e interacdo com as células é alta.
Dependendo do polimero utilizado, as esponjas podem apresentar uma
degradacdo mais rapida e, em casos como a QS, pode apresentar uma
vantagem adicional devido a sua atividade cicatrizante (DA et al., 2011;
JAYAKUMAR et al., 2011).

Na literatura, diversos sistemas porosos produzidos com QS para
aplicacdo no segmento de regeneracdo tecidual e liberacdo de farmacos
sdo encontrados (Bl et al., 2011; HAN et al., 2014; IKEDA et al., 2014;
MAHMOUD; SALAMA, 2016; QIAN et al, 2009;
SHANMUGASUNDARAM et al., 2001; YAN et al., 2010)

Qian e colaboradores (2009), em seus estudos, obtiveram esponjas
de QS e alginato de sédio reticuladas pelo método de liofilizagdo para
aplicacdo em feridas cutaneas. Os dois polimeros sdo conhecidos por
auxiliar no processo de cicatrizagdo. Visando aumentar a capacidade
regenerativa, curcumina foi incorporada aos sistemas. Alta capacidade de
absorcdo de agua foi observada, a qual variou de 1000 a 4300% para
diferentes proporces de QS e alginato de sodio. Tal variacdo foi
associada ao tamanho de poro de cada sistema, o qual foi monitorado por
microscopia eletronica de varredura. Os testes de degradagdo com
lisozima revelaram que as esponjas apresentam propriedades
caracteristicas de um sistema biodegradavel. Além disso, a curcumina
incorporada nas esponjas apresentou uma liberacdo controlada por até 20
dias. Em testes in vivo utilizando rato como modelo experimental, o
sistema poroso mostrou maior performance que o controle (gaze) e a
adicdo de curcumina na esponja potencializou o efeito terapéutico.
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O farmaco antimicrobiano norfloxacino também ja foi incorporado
em esponjas de QS e colageno (MAHMOUD; SALAMA, 2016). Durante
a caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas desenvolvidos, observou-se
que as propriedades mecénicas eram dependentes do tipo de QS utilizada
(cloridrato - HCI ou de baixo peso molecular). A estrutura porosa das
esponjas conferiu alta capacidade de absorcdo de liquidos. Os autores
relataram que a for¢a bioadesiva foi maior para os sistemas com QS HCI,
comparando-se com QS de baixo peso molecular, devido a maior
solubilidade em agua. A liberacdo do norfloxacino foi de quase 100 % em
24 h, apresentando distintos perfis para cada formulacdo. Nos testes in
vivo, observou-se uma regeneracdo tecidual mais rapida para os ratos
tratados com as esponjas de QS, colageno e farmaco, em relacdo aos
animais sem tratamento.

Estudos que associem QS, GNP e aplicacdo cutnea séo
dificilmente encontrados, representando uma oportunidade de explorar
esse tipo de sistema. Em estudo recente, Ding e colaboradores (2017)
desenvolveram esponjas de QS, polissacarideo de Bletilla striata e GNP
visando aplicagdo como curativos. Os sistemas apresentaram altos valores
de retencdo de agua e resultados promissores nos estudos de cicatrizacdo,
indicando que a adi¢do de GNP néo prejudica a atividade da QS como
cicatrizante.

2.5 AGENTES CICATRIZANTES

Na medicina tradicional, muitas plantas sdo conhecidas por
apresentarem atividades que auxiliam na cicatrizagdo. Bancos de dados
da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) apresentam 29 espécies
de plantas consideradas eficazes pelo uso tradicional para problemas de
pele e pequenas feridas e 19 espécies para dores e inflamacdes (EMA,
2017).

No Brasil, a grande diversidade da flora contribui para o uso de
plantas para fins medicinais. Muitas espécies sdo utilizadas para
cicatrizagdo, dentre elas, pode-se citar a Calendula officinalis,
Symphytum officinale L., Mentha x piperita L., Malva parviflora L., Aloe
arborescens Mill, Aloe vera L. (BATTISTI et al., 2013). Algumas delas
sdo estudadas para verificar a real existéncia de acdo farmacoldgica e
identificar os compostos que auxiliam na atividade. Este é o caso do
Symphytum officinale L e do Aloe vera L. Ambas apresentam estudos que
demostram atividade cicatrizante, podendo ser correlacionados com seus
compostos majoritarios, a alantoina e aloina, respectivamente (ARAUJO
etal., 2010, 2012; Ll et al., 2017).
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2.5.1 Alantoina
2.5.1.1 Propriedades fisico-quimicas

A alantoina (2,5-dioxo-4-imidazolidinil ureia), também conhecida
como 5-ureido-hidantoina, € um pd branco, hidrofilico, de baixo peso
molecular (PM: 158,121 g/mol) e ponto de fusdo em cerca de 225 °C
(Figura 10). A solubilidade aquosa é em torno de 5 mg/mL a 25 °C. Trata-
se de molécula anfotérica, com pKa de 8,48, log P de -3,4, apresentando
quatro e trés grupamentos doadores e aceptores de hidrogénio,
respectivamente (SCHALI, CHRISTIAN; ROCH-RAMEL, 1980; XU;
SUNG; HAN, 2011)(HOFMANN et al., 2010; KIM et al., 2005; MERCK
INDEX, 1996; SCHALI, CHRISTIAN; ROCH-RAMEL, 1980; XU;
SUNG; HAN, 2011).

Figura 10 - Estrutura quimica da alantoina
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2.5.1.2 Aplicacdes

A alantoina (ALN) € utilizada em produtos de uso topico em
concentracdes variando de 0,5 a 2% (FDA, 2015). Esta molécula pode ser
sintetizada ou extraida de plantas tais como Symphytum officinale,
Platanus orientalis, Aesculus hippocastanum, Nelumbo nucifera (AHN et
al., 2014; BECKER et al., 2010; SAVIC et al., 2015). Na literatura,
diversas propriedades farmacologicas sdo atribuidas a ALN, dentre elas,
acdo cicatrizante, hidratante, queratolitica, regulacdo da resposta
inflamatdria, estimulo para a proliferacdo fibroblastica e sintese de matriz
extracelular (ARAUJO et al., 2010; JORGE et al., 2008; STICKEL;
SEITZ, 2000; SWEETMAN, 2013; VERALDI; MENTER,;
INNOCENTI, 2008). H& relatos do uso da ALN em formulagbes de
aplicacdo topica desde o inicio do século XX devido &s suas propriedades
cicatrizante, anti-irritante e hidratante (SAITO, M.L.; OLIVEIRA, 1986).
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Recentemente, Fedosov e colaboradores (2017) avaliaram a
atividade cicatrizante in vivo do gel de QS, ALN e taurina (1; 0,5 e 4%,
respectivamente). Em um periodo de monitoramento de 8 dias (n=21),
observou-se a completa cicatrizacdo das feridas quatro dias antes que o
controle positivo. Quando avaliada durante 35 dias (n=21) e avaliada a
atividade em queimaduras, observou-se a cura completa 5 dias antes que
o controle, além da diminuicéo significativa da area de queimadura em
29% no 10° dia. Todos estes resultados positivos foram atribuidos ao
efeito sinérgico da QS, ALN e taurina.

O uso da ALN em cosméticos e medicamentos de uso tdpico é
difundido, porém, poucos estudos da literatura avaliam o mecanismo de
acdo da molécula frente ao processo de regeneracao tecidual. Aradjo e
colaboradores (2010), por exemplo, avaliaram o perfil cicatricial de
emulsdes dleo/agua contendo 5% de ALN em ratos Wistar (n=60).
Emuls6es com e sem ALN foram aplicadas durante 14 dias na area da
ferida, a qual foi avaliada por planimetria e por analise histolégica
gualitativa e quantitativa em modelo de ferida aberta. Na andlise
planimétrica ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos experimentais. Na andlise histoldgica, sugeriu-se que o
mecanismo de cicatriza¢do induzido pela ALN ocorre via controle da
resposta inflamatdria, estimulos a proliferacdo fibroblastica e sintese de
matriz extracelular. A cicatrizacdo nos grupos avaliados com ALN
ocorreu de maneira mais intensa e rapida em relacéo aos grupos controles.

Apesar das suas indicagfes farmacoldgicas, a ALN apresenta
propriedades fisico-quimicas como solubilidade em agua e baixo valor de
log P (-3,14) que podem prejudicar a sua penetracdo na pele via difusdo
passiva, reduzindo os efeitos terapéuticos esperados (HOFMANN et al.,
2010; MERCK INDEX, 1996).
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N CAPITULO I
CARACTERIZACAO E ESTUDO DE COMPATIBILIDADE DAS
MATERIAS-PRIMAS
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3 CARACTERIZAGCAO E ESTUDO DE COMPATIBILIDADE
DAS MATERIAS-PRIMAS

3.1 INTRODUCAO

O estudo de compatibilidade entre farmaco e excipientes é de
significativa importadncia durante o desenvolvimento de novas
formulagBes. Por meio deste estudo de pré-formulacdo, torna-se possivel
predizer algumas interagdes que podem ocorrer entre as moléculas, as
quais sdo classificadas como fisicas ou quimicas (CHADHA;
BHANDARI, 2014; MCDAID et al., 2003). As interacdes fisicas sdo
responsaveis por causar alteragdes organolépticas ou na forma
polimérfica do insumo farmacéutico ativo (IFA), podendo contribuir com
variages no perfil de dissolucéo, solubilidade e biodisponibilidade. As
interacdes quimicas, por sua vez, sdo caracterizadas por reagdes quimicas
entre as moléculas, podendo gerar produtos de degradacéo toxicos, além
da diminuigdo da atividade do farmaco (CHADHA; BHANDARI, 2014;
WU et al., 2011).

Por outro lado, algumas interagdes sdo benéficas e propositivas,
como é o caso dos complexos de inclusdo entre ciclodextrina e farmacos
de baixa solubilidade aquosa. A intera¢do farmaco-polimero pode auxiliar
no aumento da solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade e atividade
invivo do IFA (LONDHE et al., 2018; MENDES et al., 2016; SOLIMAN
etal., 2016).

Técnicas termoanaliticas e espectroscOpicas sdo geralmente
utilizadas com o propdsito de investigar possiveis interacdes e
incompatibilidades. A técnica de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) é bastante difundida e utilizada had 50 anos na area de pré-
formulagdo (ROUMELLI et al., 2013). Nos estudos de compatibilidade,
sdo verificadas alteracBes nas propriedades térmicas do farmaco, tais
como ponto de fusdo, energia de entalpia, aparecimento de novos eventos
endotérmicos ou exotérmicos, dentre outros aspectos. Outra técnica
também muito utilizada na triagem de excipientes é a espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho. Pela andlise dos espectros, é
possivel predizer interacfes quimicas entre as moléculas pela auséncia,
deslocamento ou ampliagdo das bandas caracteristicas dos insumos e
excipientes (BHARATE; BHARATE; BAJAJ, 2010; CHADHA;
BHANDARI, 2014; PANI et al., 2012).

Em vista da importdncia desta etapa na fase inicial de
desenvolvimento de novas formulagGes, o0 presente capitulo teve como
objetivo a caracterizacdo das matérias-primas utilizadas nos sistemas
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propostos, incluindo a avaliacdo da compatibilidade entre farmaco e
excipientes.

3.2 METODOLOGIA
3.2.1 Materiais

A ALN foi adquirida comercialmente da indUstria Dindmica (S&o
Paulo, Brasil - lote 46951). Os excipientes utilizados e seus respectivos

lotes e fabricantes estdo representados no quadro 1.

Quadro 1 - Excipientes utilizados nos estudos de compatibilidade, com
respectivos lotes e fabricantes.

Excipiente Lote Fabricante

Quitosana MMW STBG5137V Sigma Aldrich
Genipina - Challange Bioproducts
Carbonato de s6dio 041333 Vetec

Sorbitol 70% 512591S0 Exodo

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Caracterizagdo das matérias-primas e estudo de compatibilidade
entre fArmaco e excipientes

As membranas e esponjas de QS obtidas nos Capitulos Il e 1V,
sdo formadas por QS, carbonato de sédio (NazCOs), ALN e, nos sistemas
reticuladas, adicionou-se também a GNP. Para aumentar a flexibilidade e
maleabilidade das membranas, foi selecionado um agente plastificante,
uma solucdo aquosa de sorbitol a 70% (m/V) (SBT). A caracterizacdo das
matérias-primas e os estudos de compatibilidade entre ALN e os
excipientes foram realizados pelas técnicas de espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
calorimetria exploratdria diferencial (DSC). As amostras foram
preparadas na proporcao 1:1 (m/m) de ALN e excipiente, misturadas com
auxilio de uma espétula. Para a ALN e mistura fisica (MF) de ALN+SBT,
foram realizadas técnicas complementares como termogravimetria
(TGA), microscopia éptica acoplada com placa com aquecimento (Hot
stage) e difracdo de raios-X (DRX).
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3.2.2.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos
em equipamento FTIR Frontier (PerkinElmer, Brasil), em uma faixa
espectral de 600 a 4000 cm, com uma média de 32 scans, considerando-
se uma resolucéo espectral de 4 cmL.

3.2.2.1.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em célula Shimadzu DSC-60
(Shimadzu, Kioto, Japdo), utilizando cadinhos de aluminio
hermeticamente fechados (modelo 201-52943) com aproximadamente 2
mg de amostra. A faixa de temperatura analisada foi de 25 a 270 °C, a
uma razdo de aquecimento de 10 °C/min e sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (N2) de 100 mL/min. Os dados obtidos foram processados em
software TA-60. O equipamento foi previamente calibrado com padréao
de referéncia indio (ponto de fusdo: 156,6 °C, entalpia de fusdo = 28,54
J/g) e zinco (ponto de fusdo 419,6 °C).

3.2.2.1.3 Termogravimetria (TGA)

Andlises termogravimétricas foram realizadas em termobalanca
TGA-50 (Shimadzu, Kioto, Japdo) na faixa de temperatura de 25 a 800
°C para ALN pura e 25 a 400 °C para 0 SBT e a MF de ALN+SBT (1:1
m/m). Utilizou-se cadinho de platina com aproximadamente 8 mg de
amostra, atmosfera dindmica de N (fluxo de 100 mL/min) e razédo de
aquecimento de 10 °C/min.

3.2.2.1.4 Microscopia 6ptica acoplada com placa de aquecimento

Ensaios de microscopia com aquecimento para as matérias-primas
ALN, SBT e mistura fisica (ALN+SBT) foram realizados em
microscopio Olympus CX41RF (Téquio, Japdo), acoplado com um
sistema de controle de temperatura digital MQDCT-31 (Microquimica,
Campinas, Brasil). As amostras foram aquecidas em razdo de 10 °C/min
até sua fuséo total.



62

3.2.2.1.5 Difragdo de raios-X (DRX)

Os difratogramas da MF ALN+SBT (1:1 m/m) foram obtidos em
equipamento 0-6 D2 Phaser (Bruker), com radiagdo de cobre Ka (A =
1,5418 A), operando em corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV,
equipado com detector de cintilagdo unidimensional LINXEYE. As
medidas foram realizadas a temperatura ambiente, através de varredura
angular a 20 na faixa de 5 a 40° e com incremento de 0,091°/s.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizacdo das matérias-primas e estudo de
compatibilidade entre fairmaco e excipientes

3.3.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de FTIR da ALN (Figura 11) é caracterizado pela
presenca de bandas em 3435 cm?, atribuida as vibracoes de estiramento
do grupo -NHz, bem como bandas em 3338 e 1777 cm™ referentes ao
estiramento dos grupos -NH e -C=0 do anel de hidantoina,
respectivamente. A banda em 1525 cm, por sua vez, esta associada a
deformacéo angular do grupo -NH da imida. J& o estiramento do anel de
hidantoina é representado pela banda em 1059 cm™ (KUS; BAYARI;
FAUSTO, 2009; SOCIETY OF JAPANESE PHARMACOPOEIA,
2001).

Para a QS de médio peso molecular (QS MMW) bandas na regido
de 3292 cm! sdo associadas ao estiramento dos grupamentos -OH e -NH
(Figura 11). Ja as vibracdes na regido de 2850 a 2950 cm™ devem-se a
deformacéo axial do grupamento -CH,. As bandas em 1647, 1375 e 1026
cm! sdo atribuidas as vibracdes da amida primaria, estiramento simétrico
do grupo -CHjs e -COC, respectivamente (HOSSEINI et al., 2015; KIM,
2010; LAWRIE et al., 2007). As unidades monoméricas da QS séo
representadas pelo anel piranosideo, as quais apresentam bandas
caracteristicas entre as regides de 1151 e 844 cm (ALHOSSEINI et al.,
2012).
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Figura 11 - Espectro de FTIR da ALN, QS MMW, SBT, GNP e Na,COs.
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Figura 12 - Espectro de FTIR da ALN e misturas fisicas com QS MMW, SBT,
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O agente plastificante SBT (Figura 11) apresenta uma banda
alargada na regido entre 3800 e 2990 cm?, a qual é referente ao
estiramento do grupo -OH. A largura da banda esta relacionada com a
movimentacdo do grupamento, além da sobreposi¢do com o estiramento
dos grupos -CH. (SIBIK; KORTER; ZEITLER, 2015). A banda em 2940
cm! também ¢é referente a deformacéo axial dos grupos -CH. Na regido
de 1411 e 874 cm?, as bandas sdo atribuidas as vibragOes dos
grupamentos -OH do SBT (DE CASTRO; CASSELLA, 2016; KAVIYA,;
SANTHANALAKSHMI; VISWANATHAN, 2011; S. QUINQUENET,
1988).

Para a GNP, bandas caracteristicas na regido de 3392 e 3214 cm'!
sdo referentes ao estiramento do ligante -OH livre e -OH em ligagéo de
hidrogénio intermolecular, respectivamente (Figura 11). As bandas em
1679 cm e 1104 cm* sdo atribuidas aos grupamentos -C=0 e C=C (ciclo
alqueno) (FONSECA, 2015; MI; SHYU; PENG, 2005; MI; SUNG;
SHYU, 2000).

O sal Na2COs (Figura 11) é caracterizado pelas bandas em 1427
cmt e 877 cm? (JOSHI; KALYANASUNDARAM;
BALASUBRAMANIAN, 2013; MILLER; WILKINS, 1952).

Analisando os espectros de FTIR das misturas fisicas 1:1 (m/m)
entre ALN e cada excipiente da formulacéo, deslocamentos, auséncia, ou
ampliacdo nas bandas caracteristicas do ativo ndo foram observados (

Figura 12). Desta forma, pela analise dos resultados de FTIR, pode-
se concluir que ndo foram constatadas interagbes quimicas ou
incompatibilidades entre farmaco e excipiente.

3.3.1.2 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) &
Termogravimetria (TGA)

A ALN ¢ caracterizada pela presen¢a de um evento endotérmico
de fusdo em 233 °C (AH=292,27 J/g), seguida de degrada¢do térmica em
trés diferentes estagios — nas temperaturas de 271 °C (Am = 27,70%), 329
°C (Am = 14,93%) e 453 °C (Am = 26,52%) (Figura 13).

A QS MMW (Figura 14) apresenta um evento endotérmico antes
de 100 °C associado a evaporacdo da agua adsorvida (CORAZZARI et
al., 2015). As cadeias poliméricas da QS podem passar de um estado
vitreo para um estado de maior mobilidade molecular devido a relaxagéo
ao longo de toda cadeia polimérica, chamado de estado elastico. Esta
alteragdo de estado é caracterizada pela temperatura de transicdo vitrea
(Tg) (CASSU; FELISBERTI, 2005; MENCZEL, 2009). Na literatura s&o
encontradas diferentes temperaturas de Tg para a QS, variando de acordo
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com a técnica, material, condicGes experimentais, entre outros fatores
(DONG et al., 2004; SAKURAI; MAEGAWA; TAKAHASHI, 2000;
ZHANG et al., 2003). Na curva de DSC da QS MMW nao foi possivel
verificar o evento de Tg do polimero (Figura 14). Devido a alta
higroscopicidade do polimero, torna-se dificil a determinacdo da Tg
desses materiais por DSC, uma vez que a interacdo com a agua dificulta
a organizacdo das moléculas de QS (ANDRZEJEWSKI, 2017,
CORAZZARI et al., 2015; IONASHIRO, M.; CAIRES, F.; GOMES,
2014; MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010). O sal de Na,CO3 nio
apresentou alteragdes térmicas na faixa de temperatura estudada, pois sua
fusdo ocorre em 858 °C (LIDE, 2005).

O plastificante SBT é uma solucéo aquosa a 70% (m/V) e sua curva
de DSC (Figura 14) é caracterizada por um evento endotérmico alargado
em 122 °C (AH= 254,00 J/g) o qual estd associado a perda da &gua do
material (MOYANO; BROUSSALIS; SEGALL, 2010). Ja o agente
reticulante GNP apresentou evento de fusdo em 120 °C (AH= 141,47 J/g).

As curvas de DSC para as misturas fisicas evidenciaram que 0s
excipientes QS MMW, Na,COz; e GNP ndo causaram alteracdes na
temperatura de fusdo da ALN (Quadro 2 e Figura 14). Essa auséncia de
deslocamento no evento de fusdo é indicativa de que ndo h4 interacdo
entre fArmaco-excipiente no estado sélido frente & taxa de aquecimento.

Embora o evento endotérmico caracteristico do SBT tenha sido
mantido durante a mistura fisica com a ALN, foi observado uma
diminuicdo na temperatura de fusdo do farmaco para 207 °C (AH= 42,85
J/g) (Figura 14). A andlise por TGA foi realizada para complementar a
analise térmica da mistura (Figura 15). A curva TGA evidencia que ha
trés perdas de massa até a temperatura de 400 °C. A primeira em 132 °C
(Am = 2,25 %), relacionada com a perda de dgua do SBT, a segunda em
242°C (Am = 27,24 %) e terceira perda em 277 °C (Am = 23,19 %). Estas
duas ultimas perdas estdo relacionadas com a evaporagdo do SBT e
degradacéo da ALN (Figura 16 e Figura 13), respectivamente.

Quadro 2 -Temperatura de fusdo da ALN nas misturas fisicas com QS MMW,
SBT, Na2003 e GNP.

Mistura fisica Tpeak (°C)2 AH (J/g)
ALN:QS MMW 234,23 210,50
ALN:SBT 207,66 42,85
ALN:Na>COs 233,90 137,41
ALN:GNP 234,09 131,79

2 Tpeak € @ temperatura do evento de fuséo
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Figura 13 - Curvas de DSC e TGA da matéria prima ALN.
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Figura 14 - Curvas de DSC obtidas para matérias primas ALN, QS MMW, SBT,
GNP, Na,COs e respectivas misturas fisicas na proporgdo 1:1 (m/m).
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Figura 15 - Curva de DSC e TGA da mistura fisica ALN + SBT (1:1 m/m).
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3.3.1.3 Microscopia Optica acoplada com placa de aquecimento

A andlise de microscopia com estagio de aquecimento para as
matérias-primas exibiu a evaporacao da agua do SBT em 120 °C (Figura
17 B3) e a fusdo da ALN em aproximadamente 224 °C (Figura 17 A2),
seguido de degradacdo em 241 °C (Figura 17 A3). Embora a mistura fisica
tenha apresentado uma temperatura de evaporacdo da agua do SBT
também em 120 °C, a fusdo e degradacdo da ALN ocorreram em 217 e
222 °C, respectivamente (Figura 17 C3; C5; C6). Por meio desta técnica,
pode-se observar variacGes na temperatura de fusdo e degradacédo da ALN
na mistura fisica, refor¢cando a interacéo entre SBT e ALN. Visto que a
ALN ¢ soltvel em SBT (1% m/m) e em agua (0,5% m/m), a interacdo
fisica evidenciada pelas trés técnicas térmicas pode estar relacionada com
a solubilizagdo parcial do farmaco no excipiente, que é pronunciada com
0 aumento da temperatura (AKEMA, 2006). A diminuicdo da energia de
entalpia de fusdo da ALN (AH= 42,85 J/g), em relagdo ao farmaco puro
(AH=292,27 J/g), e as demais misturas fisicas (Quadro 2), indica que foi
absorvida uma quantidade menor de energia para fundir o farmaco na
presenca de SBT.

3.3.1.4 Difracdo de raios-X (DRX)

Para finalizar os estudos de pré-formulagdo e investigar se a
mistura fisica de ALN e SBT altera a cristalinidade (perfil de difragéo) do
farmaco, utilizou-se a técnica de DRX. Por meio das andlises, pode-se
observar que os picos de difracdo presentes na matéria-prima de ALN
também estdo presentes na mistura fisica com SBT, ambas analisadas em
temperatura ambiente (Figura 18). Além disso, algumas reflexdes estdo
em menor intensidade na MF. A reducdo na intensidade das reflexdes
pode estar relacionada com a diminui¢do da cristalinidade do ativo frente
a solubilizacdo no SBT (CHANGDEO; VINOD; SHANKAR, 2011;
LIAN et al., 2016).

A ALN é amplamente utilizada em formulagdes em associacdo
com SBT, uma vez que a solubiliza¢do do ativo é facilitada na presenca
do polialcool (AKEMA, 2006; ARAUJO et al., 2010; HWANG et al.,
2011). N&o héa relatos na literatura de incompatibilidades entre os dois
insumos.
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Figura 17 - Ensaio de microscopia com estagio de aquecimento, emque A,Be C
representam a ALN, SBT e a MF ALN+SBT, respectivamente.
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Figura 18 - Resultado das analises por DRX obtidas para a matéria prima ALN e
a MF ALN+SBT (1:1 m/m).
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3.4 CONCLUSOES

Né&o foram observados deslocamentos, auséncia ou ampliagcdo nas
bandas caracteristicas do ativo pela técnica de FTIR, sugerindo a auséncia
de interagBes quimicas entre farmaco e excipiente. Pela técnica de DSC,
ndo foram observados deslocamentos para o evento de fusdo da ALN,
exceto para a mistura com SBT (1:1 m/m). O ativo puro apresenta fusdo
em 233 °C, ja na mistura fisica essa temperatura reduz para 207 °C.
Técnicas complementares como TGA, microscopia Optica com
aquecimento e DRX foram utilizadas para elucidar o tipo de interacdo
entre ALN e SBT. Com o auxilio destas técnicas pode-se concluir que
ocorre uma diminuicdo na temperatura de fusdo e degradacdo da ALN
devido a solubilizagdo parcial do ativo no excipiente, pronunciada com o
aumento de temperatura. Esta interagdo fisica ndo influencia
negativamente na formulag&o e, por este motivo, todos os excipientes aqui
testados foram utilizados no preparo de membranas e esponjas
poliméricas.



CAPITULO 111 )
PREPARO E CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS
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4 PREPARO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS
MEMBRANAS DE QUITOSANA E ALANTOINA

4.1 INTRODUCAO

A QS, por ser um biopolimero com baixa ou nenhuma toxicidade,
biocompativel e biodegradavel, é amplamente estudada na area médica.
Na literatura, sdo relatadas atividades antimicrobiana, coagulante,
analgésica e cicatrizante para esse polimero, o que o torna um candidato
ideal para inclusdo em formulagfes que visam a cicatrizacdo tecidual
(AZAD et al., 2004; JAYAKUMAR et al., 2011; LECETA et al., 2015;
MARTINEZ-CAMACHO et al, 2010). Comercialmente, ja sdo
encontrados varios curativos cicatrizantes contendo QS, dentre eles,
podem-se citar o Tegasorb®, Tegaderm®, Trauma DEX® e HemCon
Bandage™ (JAYAKUMAR et al., 2011)

Sistemas do tipo membranas e filmes poliméricos representam
uma alternativa de curativo, uma vez que permitem trocas gasosas, Sao
barreira de protecdo contra microorganismos e auxiliam na absor¢édo do
excesso de exsudatos. Azad e colaboradores (2004) desenvolveram
membranas de QS para aplicacdo sobre tecidos lesionados, na qual
mostrou um efeito positivo sobre a reepitelizacdo e a regeneracdo da
camada granular da pele.

Campos e colaboradores (2015) realizaram estudo com
membranas neutralizadas de QS, como uma alternativa para substitui¢do
cutanea. Além de apresentarem flexibilidade aumentada e auséncia de
citotoxicidade, observou-se um efeito sobre a proliferagdo celular. No
ensaio de viabilidade celular, as membranas &cidas apresentaram
guantidades menores de células viaveis aderidas ao substrato,
comparando-se com as membranas neutras. Os autores relacionam esses
resultados aos residuos acidos da membrana, concluindo que a
neutralizagdo é uma etapa muito importante na producdo dos sistemas
propostos.

Recentemente, Fedosov e colaboradores (2017) avaliaram a
atividade cicatrizante do gel de QS, ALN e taurina. Observou-se a
completa cicatrizacdo das feridas quatro dias antes que o controle positivo
utilizado, considerando-se oito dias de experimento. Além disso, quando
avaliada atividade em queimaduras, obteve-se melhora em 28% em
relacdo a eficiéncia do controle. Tais resultados foram atribuidos ao efeito
sinérgico da QS, ALN e taurina.

Os agentes reticulantes sdo pequenas moléculas com grupamentos
reativos capazes de interagir com os polimeros. Pode-se citar o
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tripolifostato de sodio, genipina e glutaraldeido como exemplos de
reticulantes utilizados com a QS. A adicdo dessas moléculas em
membranas de QS pode modular a liberagdo do farmaco, conferir maior
estabilidade e alterar as propriedades mecéanicas do sistema
(GONSALVES, 2011; JIN; SONG; HOURSTON, 2004; LI et al., 2015;
SONG etal., 2018).

Em virtude do cenario exposto, o presente capitulo tem por
objetivo demonstrar a prepara¢ao e caracterizar membranas neutralizadas
de QS e ALN, bem como verificar a influéncia da adicdo da ALN, SBT e
GNP nos sistemas propostos.

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Materiais

Para o desenvolvimento das membranas poliméricas foram
utilizados ALN e os excipientes previamente obtidos e caracterizados
conforme descrito no Capitulo 1I. A solucdo tampédo PBS (pH 7,4) foi
preparada de acordo com protocolos padronizados (COLD SPRING
HARB PROTOC; 2012). Os reagentes utilizados (carbonato de sédio,
hidroxido de sodio, acido acético, acido fosforico) sdo de pureza analitica.
A éagua ultrapura foi obtida a partir de sistema Milli-Q® (Millipore,
Bedford, USA).

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Preparacdo das membranas de quitosana e alantoina

As membranas poliméricas foram obtidas a partir de uma solucédo
(gel) a 2 % (m/V) de QS MMW preparada com uma solugdo de &cido
acético a 0,1 M. A quantidade de sal carbonato de sédio (Na;CQs) foi
estabelecida por titulacdo, utilizando um pHmetro portatil modelo
PG1400 (Gehaka, Brasil). Um volume conhecido de solucéo de QS 2%
(m/V) foi mantido sob agitagdo magnética e aliquotas de 1 mL de Na,COs
(1M) foram adicionadas lentamente até a solucéo atingir pH 7,0. Com
base nos resultados, foi estabelecida a quantidade de 0,71 % (m/m) de
Na,CO3; para a quantidade de QS acima especificada (2 % m/V)
(ANDRZEJEWSKI, 2017)

Nas membranas reticuladas, adicionou-se 1 mM de genipina
(GNP) ao gel de QS. As quantidades de Na,COz; e GNP foram
previamente estabelecidas em outro trabalho realizado no Laboratério
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Polimat do Departamento de Quimica da UFSC, pelo aluno Rafael
Andrzeyewski, orientado pelo Prof. Dr. Alexandre Luis Parize.

Para aumentar a flexibilidade e maleabilidade das membranas,
considerou-se uma concentracdo de SBT (solucdo a 70%, célculos
baseados na massa total da solucao) de 2,5 e 5 % em relagdo a massa total
da formulagdo. Paraa ALN, adicionou-se uma concentragdo que, ao final
do processo de secagem, permanecesse em 5 % (m/m). Essa concentracao
final de ALN foi baseada em estudo in vivo da literatura (ARAUJO et al.,
2010). As quantidades em porcentagem de cada excipiente e ALN estdo
descritas no Quadro 3. Para padronizar a espessura das membranas, foi
utilizada uma razéo de 0,3 g de gel para cada cm? de area da placa de
Teflon™ (12 cm de didametro).

O processo de preparacdo das membranas seguiu uma ordem de
adicdo dos componentes. Inicialmente, pesou-se a QS 2 %, SBT, ALN e
GNP, formando um gel. Estes trés Gltimos, quando aplicados, foram
agitados durante 1 h com agitagdo magnética para garantir a
homogeneizacdo completa dos componentes. O sal (Na2COs3) foi pesado
separadamente e solubilizado em 10 mL de agua destilada. Na sequéncia,
0 gel foi adicionado a solucdo de Na,COs; diretamente na placa e
homogeneizado por agitacdo magnética. Apds este processo, a placa foi
mantida por 3 min em banho de ultrassom para retirada das bolhas do gel.
Na etapa final de secagem, as placas foram acondicionadas em estufa a
40 °C por 24 h ou até a perda de 95% de massa. Apds a retirada da estufa,
as membranas foram armazenadas em dessecador e protegidas com papel
aluminio.



Quadro 3 - Proporgdes das matérias primas para obtengdo das membranas Q Branca, Q ALN, Q-S 2,5% Branca, Q-S 2,5% ALN,
Q-S 5% Branca, Q-S 5% ALN, Q-G Branca, Q-G ALN, Q-G-S 2,5% Branca, Q-G-S 2,5% ALN, Q-G-S 5% Branca, Q-G-S 5%
ALN.

MEMBRANA  QS2% (%) ALN (%) SBT (%) GNP (%) NaxCOs(%)

Q Brancat 99,30 0,70
Q ALN 99,05 0,25 0,70
Q-S 2,5% Branca 96,83 2,50 0,68
Q-S2,5% ALN 96,59 0,25 2,50 0,68
Q-S 5% Branca 94,37 5,00 0,67
Q-S5% ALN 94,06 0,33 5,00 0,66
Q-G Branca 99,28 0,02 0,70
Q-G ALN 99,02 0,25 0,02 0,70
Q-G-S 2,5% Branca 96,81 2,50 0,02 0,68
Q-G-S2,5% ALN 96,57 0,25 2,50 0,02 0,68
Q-G-S 5% Branca 94,35 5,00 0,02 0,67
Q-G-S 5% ALN 94,04 0,33 5,00 0,02 0,66

1 A nomenclatura de cada membrana foi baseada na sua composicdo. A letra Q significa a presenca de quitosana, a letra
G de genipina, a letra S de sorbitol, as concentragdes de 2,5 e 5 % estdo relacionadas a concentragao inicial de SBT. A
presenca do ativo nas membranas foi representada pela sigla ALN, ja as membranas placebo, ou seja, sem ALN, foram
nominadas “brancas”.
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4.2.2.2 Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica

As membranas desenvolvidas foram caracterizadas quanto as suas
propriedades fisicas, quimicas e morfoldgicas por técnicas difundidas na
area de membranas poliméricas.

4.2.2.2.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho das
membranas foram obtidos em equipamento FTIR Frontier (PerkinElmer,
Brasil) em uma faixa espectral de 600 a 4000 cm, com uma média de 32
scans, na resolucéo do espectro de 4 cm™.

4.2.2.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em célula Shimadzu DSC-60
(Shimadzu, Kioto, Japdo) utilizando cadinhos de aluminio (modelo 201-
52943) hermeticamente fechados com aproximadamente 5 mg de
membrana. Foram realizadas duas curvas de aquecimento para cada
amostra, a primeira na faixa de 30 a 150 °C, a uma raz&o de aquecimento
de 10 °C/min e sob atmosfera dindmica nitrogénio (N2) de 100 mL/min.
Apos o resfriamento do sistema, as amostras foram submetidas a segunda
curva de aquecimento de 30 °C a 270 °C, na razdo de aquecimento de 5
°C/min e fluxo de N2 de 100 mL/min. A primeira etapa teve como objetivo
retirar a 4gua ainda presente no sistema, apagando o histdrico térmico das
membranas (DONG et al., 2004; IONASHIRO, M.; CAIRES, F;
GOMES, 2014; MARTINEZ-CAMACHO et al, 2010). Este
procedimento é realizado para facilitar a visualizacdo dos eventos de
transicdo vitrea (Tg) na segunda curva. Os dados obtidos foram
processados em software TA-60.

4.2.2.2.3 Difragéo de raios-X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos em equipamento 6-0 D2 Phaser
(Bruker), com radiago de cobre Ka (A = 1,5418 A), operando em corrente
de 10 mA e voltagem de 30 kV, equipado com detector de cintilagéo
unidimensional LINXEYE. As medidas foram realizadas a temperatura
ambiente, através de varredura angular a 26 na faixa de 5 a 40° e com
incremento de 0,091°/s.
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4.2.2.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises de microscopia foram realizadas no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica da UFSC (LCME). As
fotomicrografias das membranas foram obtidas em microscopio
eletrénico de varredura Jeol JSM 6390 LV (Jeol, Japao), sob voltagem de
aceleracdo de 10 kV, em diferentes aumentos. A preparagdo prévia das
amostras envolveu a fixagcdo das membranas com fita adesiva dupla face
em stubs e recobrimento com ouro em metalizador EM SCD 500 (Leica,
Austria). Foram analisadas a superficie das membranas e porcdes
fraturadas obtidas a partir da submersdo das membranas em N liquido,
seguido da quebra do material.

4.2.2.3 Avaliacéo do angulo de contato e molhabilidade

As medidas de éangulo de contato foram realizadas com
adaptacdes da metodologia de Pozzo e colaboradores (2018), na Central
de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC (EQA/UFSC), em um goniémetro do tipo Ramé-
Hart 250 (Ramé-Hart Intrument Co., Estados Unidos), utilizando o
método da gota séssil. Os ensaios foram conduzidos em temperatura
ambiente e com volume de gota de 10 pL.

Nesse método da gota séssil, uma gota com volume fixo do liquido
de escolha é depositada por uma seringa na superficie a ser estudada. O
liquido se espalha pelo material e em certo momento atinge equilibrio. A
tangente do angulo de contato entre o sélido e o liquido determina a
molhabilidade e/ou hidrofilicidade relativa da superficie do material (AL-
NAAMANI; DOBRETSOV; DUTTA, 2016; ZHANG et al., 2017). Para
valores de angulo de contato acima de 90°, a superficie pode ser
considerada hidrofébica. Caso contrario, a superficie é considerada
hidrofilica (MA et al., 2017; SIDDIQA et al., 2017).

O angulo de contato entre as membranas e a agua foi obtido por
meio de uma camera acoplada ao software de andlise de imagem do
equipamento, o qual determina o valor do angulo a partir do tratamento
das imagens obtidas. As analises foram realizadas em triplicata.

4.2.2.4 Ensaio de bioadesdo
Para a analise de bioadesdo utilizou-se como modelo

experimental pele de orelha de porco, adaptando metodologias ja
descritas na literatura (BREDENBERG; NYSTROM, 2003;
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DONNELLY et al., 2006; GONGCALEZ, 2012). Os testes foram
realizados na Central de Analises do EQA/UFSC, em texturdmetro
TA.HD plus (Stable Micro Systems, Reino Unido), por meio do teste
de compressdo. Os parametros utilizados estdo descritos no quadro 4. A
forca maxima de separagdo (forca bioadesiva) foi obtida através do
grafico de forca (N) versus tempo de desprendimento (s). Os ensaios
foram realizados em sextuplicata, com a mesma membrana e adi¢do de
volume fixo de 25 pL de tamp&o PBS antes de cada medida.

Quadro 4 - Parametros utilizados no teste de bioadesdo.

Parametro Valores
Velocidade de descida 1 mm/s
Tempo de contato 30s
Forca de gatilho 5mN
Velocidade de subida 0,5 mm/s
Temperatura 25°C

As orelhas suinas foram obtidas em um frigorifero local, situado
na cidade de Anténio Carlos (SC) e armazenadas em tampéo Krebs a 4°C
até o processamento. As camadas mais externas, ou seja, derme e
epiderme (1,00 + 0,005 mm) foram manualmente separadas da hipoderme
com auxilio de bisturi. As amostras foram acondicionadas em papel
aluminio e armazenadas a -20 °C até o momento da utilizacdo. O
descongelamento foi realizado a temperatura ambiente (25 °C), com
adicdo da solugdo tampdo PBS refrigerada (4 °C). As membranas foram
cortadas nas mesmas dimens@es da superficie circular da sonda (35 mm
de diametro) e coladas com auxilio de fita dupla face. Ja a pele de orelha
de porco foi colada em placa de madeira com cola de cianoacrilato (Figura
19).
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Figura 19 -Teste de bioadesdo realizado em texturdmetro utilizando pele de
orelha de porco como modelo de membrana.
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4.2.2.5 Avaliacdo do perfil de liberagdo in vitro da alantoina

Os ensaios de liberagdo in vitro das membranas de QS foram
realizados em incubadora do tipo shaker modelo NT 715 (Novatecnica,
Brasil) em erlenmeyer contendo 20 mL de tampdo PBS (pH 7,4) sob
agitacdo de 50 rpm e temperatura de 32 £ 0,5 °C. O método utilizado foi
adaptado da United State Pharmacopeia (USP) 40 <724> (USP, 2017).
Quantidades de membrana equivalentes a 2,5 mg de ALN foram pesadas
(aproximadamente 50 mg). O ensaio foi realizado para as misturas fisicas
de cada membrana, pesando-se com precisdo a mesma quantidade de
ALN. Aliquotas de 500 uL foram coletadas nos tempos de 5, 10, 15, 20,
30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 240 min. As amostras foram diluidas,
filtradas e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O método de quantificacdo foi adaptado de Assonuma (2009) e
validado de acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) N°
166, de 24 de Julho de 2017 (ANVISA, 2017) seguindo os parametros de
especificidade, linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ), precisdo, exatidao, seletividade e robustez.

As andlises de quantificacdo foram realizadas em cromatdgrafo
Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japédo) equipado com bomba LC-10A,
degasei DGU-14A, detector de luz UV SPD-10A e unidade controladora
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de sistema SCL-10AVP. A aquisi¢cdo dos dados foi realizada por meio do
software CLASS-VP® V 6.14. A separacdo do analito de interesse foi
realizada em coluna de fase reversa Phenomenex Gemini® C18 (250 x 4,6
mm; S5pm) em comprimento de onda de 210 nm, temperatura do forno de
25 + 1°C, fluxo de 0,8 mL/min, volume de inje¢do de 20 pL e fase movel
agua pH 3 (ajustado com &cido fosférico). A curva de calibragao analitica
foi realizada na faixa de 3,125 — 50 pg/mL.

Com auxilio do software Add-in DD-Solver®, foi possivel
determinar o modelo de cinética de liberacdo de ALN nas membranas de
QS. Foram testadas todas opg¢des de cinética do software, como 0s
modelos de Weibull, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, ordem zero, entre
outros. A cinética que apresentou maior valor de R? foi selecionada para
representar a liberagdo do ativo. Pardmetros como eficiéncia de liberacdo
(EL) e coeficiente difusional (n), também foram calculados para as
membranas.

4.2.2.6 Determinagdo do grau de intumescimento (GI)

A determinagdo do grau de intumescimento das membranas foi
realizada em solugdes tampéo PBS pH 7,4, adaptando-se metodologia de
Bispo e colaboradores (2010). As membranas foram cortadas todas na
mesma dimensao e formato (1 cm x 1 cm), secas em estufa a 80 °C por 1
h e pesadas antes de iniciar o experimento. As amostras foram mantidas
sem agitacdo no tampdo PBS a 32 + 0,5 °C em incubadora do tipo shaker
modelo NT 715 (Novatecnica, Brasil). Em intervalos de tempos pré-
estabelecidos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 240 min, as
membranas foram retiradas do meio, secas em papel absorvente para
retirar o excesso de solugdo e pesadas novamente. O estudo foi realizado
em triplicata. O GI de cada amostra no tempo t foi calculado pela equacéo
1.

Mt - MO

Onde, M; é a massa da amostra no tempo t e Mg a massa inicial
da amostra.

4.2.2.7 Ensaio de erosdo das membranas de QS
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A determinacdo da erosdo das membranas em meio aquoso foi
realizada ap6s 24 h do experimento de determinacdo do grau de
intumescimento. Ao final desse intervalo de tempo, as solugdes tampéo
foram filtradas e o sélido retido foi colocada em estufa a 60°C por 24 h,
até completa secagem. A erosdo (E) foi calculada de acordo com a
equacéo 2.

E(%) = M—tx 100
7 M, 2
Onde, M se refere ao peso da amostra apos 24 h e Mo se refere a massa

inicial da membrana.

4.2.2.8 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de 4gua foi determinada
gravimetricamente pelo método oficial ASTM E96-00 (ASTM, 2000).
O teste foi realizado com auxilio de um dispositivo para medida de
permeabilidade ao vapor de 4gua. As membranas foram cortadas em
forma circular (area= 20 cm?) e a espessura medida em quintuplicata com
micrémetro modelo 102-301 com divisdes de 0,01 mm e capacidade de
leitura de 0-25 mm (Mitutoyo, Japao). Na sequéncia, as amostras foram
colocadas em capsula contendo silica, vedada com uma mistura de
parafina e cera microcristalina. Nessas condigdes, 0 ambiente interno da
capsula atinge umidade relativa (UR) de 2%. As capsulas foram
armazenadas em cubas contendo solucéo saturada de NaCl, (UR 75%), a
25 °C. As mesmas foram pesadas em intervalos de 30 min até 6 h. O valor
de permeabilidade ao vapor de agua (KY) foi determinado pela equacéo
3.

w.é

KY =
S. Ds- (awl - awz) (3)

Onde, W = g/t sendo g 0 ganho de massa da célula de difusdo e t
o tempo. Este dado foi calculado por regressao linear e é representado
pelo coeficiente angular da reta; 6 = espessura média dos filmes
analisados (m); S = area de permeacdo (0,0020 m?); ps = pressdo de
saturacdo do vapor de dgua a temperatura do ensaio, 25 °C, (3167 Pa);



83

aw1= umidade relativa dentro da cuba e aw> = umidade relativa dentro da
célula de difuséo.

Para a obtencdo de valor de taxa de transmisséo de vapor de agua
(TVA), foram considerados os valores de ganho de massa de 24 h. A
equacao 4 descreve o calculo de TVA.

_m (4)
TVA = -

Onde, m = ganho de massa da célula de difusdo em 24h (g); A=
area de permeacao (0,0020 m?).

4.2.2.9 Determinacdo das propriedades mecénicas das membranas de
QSe ALN

As propriedades mecénicas das membranas como deformacdo na
ruptura, resisténcia a tracdo e madulo de elasticidade (modulo de Young)
foram obtidos em texturdbmetro TA.HD plus (Stable Micro Systems,
Reino Unido), controlado pelo software Exponent Stable Micro System®,
com célula de carga de 50 kgf. Para o teste de tracdo, considerou-se o
método oficial D882-12 (ASTM, 2012), que compreende a determinacdo
das propriedades de tensdo ou tracdo de plasticos em forma de folhas
delgadas, incluindo filmes, com espessura menor do que 1,0 mm. A
velocidade de trag8o utilizada foi de 1 mm/s e a distancia inicial da probe
de 50 mm.

Para se obter os valores de tensdo e deformacéo, foi necessario
alimentar o software com as dimensdes dos corpos de prova. Para isso, a
espessura das membranas foi medida utilizando micrémetro modelo 102-
301 (Mitutoyo, Japdo) com divisGes de 0,01 mm e capacidade de leitura
de 0-25 mm.

O calculo do médulo de elasticidade (E) das amostras foi realizado
de acordo com a equacgéo 5.

t=FE. ¢ (5)

Onde, 7 é a tensdo (MPa), ¢ a deformacdo (%) e E é o mddulo de
elasticidade (MPa).

4.2.2.10 Ensaios de permeacao cutanea ex vivo
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A permeacdo cutdnea da ALN pura (controle) e das duas
membranas de QS (Q-S 5% ALN e Q-G-S 5% ALN) foi avaliada
utilizando-se metodologias ja descritas na literatura (BAVARSAD et al.,
2016; CAON et al., 2015). O modelo de membrana selecionado foi a pele
de orelha de porco devido a similaridade anatdmicas, bioguimica e
fisioldégica em relagdo a pele humana (CAON et al., 2015; JUNG;
MAIBACH, 2015; SIMON; MAIBACH, 1982). As orelhas de porco
foram obtidas e processadas conforme metodologia previamente descrita
(item 4.2.2.4).

As camaras de Franz foram alocadas em banho termostatizado a
37 °C e o sistema de agitacdo magnética foi ajustado para 800 rpm. O
compartimento receptor foi preenchido com 10 mL de tampdo PBS. N&o
foi necesséria a adicdo de agente solubilizante ja que o farmaco apresenta
alta solubilidade aquosa. O tecido foi disposto na interface dos
compartimentos da cAmara de Franz, com a epiderme voltada para o
compartimento doador. Considerou-se uma area de difusdo de 1,77 cm?.
Previamente ao inicio dos ensaios de permeacdo, ambos o0s
compartimentos foram preenchidos com tampéo PBS de modo a manter
uma hidratacdo mais uniforme dos tecidos. Estipulou-se um periodo de
equilibrio de 30 min.

As membranas foram cortadas em formato circular com &rea de
1,77 cm?, pesadas antes do experimento e depositadas sobre o
compartimento doador. Um volume fixo de 100 pL de tamp&o PBS foi
adicionado sobre as membranas para facilitar a bioadesdo e simular o
ambiente Umido das feridas. Para comparar os perfis de liberacdo das
membranas e do farmaco puro, considerou-se a adi¢do de 1 mL de uma
solucdo aquosa a 1 mg/mL de ALN. Tal concentracéo foi calculada com
base nas quantidades de ALN por area de membrana utilizada no
experimento.

Em intervalos pré-determinados (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h), aliquotas de
400 pL da solugdo receptora foram retiradas pela canula de amostragem
(com reposicdo da solucdo) e quantificadas por CLAE utilizando o
método previamente descrito (item 4.2.2.5).

Com os resultados da quantificacdo de ALN na cadmara receptora
foram plotados os graficos da quantidade de ALN permeada (ug/cm?) em
fungéo do tempo (h). O estado de fluxo constante (Js) foi calculado pelo
coeficiente angular da reta que relaciona a quantidade de ALN permeada
(ng/cm?) em fungdo do tempo (h) (GANNU et al., 2010; MASHRU et al.,
2005). Eventualmente, a quantidade de ALN presente na area de 1,77 cm?
de membrana estava um pouco abaixo de 1000 ug, desta forma, os valores
finais foram normalizados para que todas as amostras apresentassem a
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mesma quantidade inicial de ALN. Como os perfis cinéticos tiveram um
comportamento linear, sugerindo uma cinética de ordem zero, calculou-
se o0 coeficiente de correlacdo (R?) de modo a julgar se as membranas
seriam candidatas apropriadas quando se considera uma liberacdo
controlada do ativo.

A retencdo da ALN na epiderme e derme foi avaliada ao final do
experimento. As amostras de pele expostas aos tratamentos foram lavadas
com PBS para remover o excesso de farmaco nas camadas superficiais e
a epiderme foi separada da derme com o auxilio de bisturi. Para aumentar
a eficiéncia de extracdo do farmaco a partir do tecido, fragmentos
menores foram gerados cortando-se o tecido com uma tesoura. A extracdo
da ALN foi realizada com 3 mL de acetonitrila que, apds 24 h de
armazenamento em geladeira (4°C), incluiu uma etapa de sonicagdo (15
min) e centrifugagdo (5 min). As amostras foram diluidas e analisadas por
CLAE.

Para avaliar a perda de massa das membranas, ao final do
experimento, as amostras foram mantidas em estufa a 60 °C por 24 h e
pesadas. A perda de massa (PM) foi expressa em porcentagem, de acordo
com a equacao abaixo.

M
PM (%) = th 100 (6)
0

Onde, M se refere ao peso da amostra apds secagem na estufa por
24h e Mo se refere a massa inicial da membrana.

4.2.2.11 Anélises estatisticas

Para as andlises estatisticas dos testes de molhabilidade e
bioadeséo, foi utilizado o teste t-Student. Para os demais experimentos,
empregou-se a analise de variancia (ANOVA) com pos teste de Tukey
utilizando o software GraphPad InStat®. Para as duas analises estatisticas
foi aplicado um intervalo de confianca de 95%. Diferencas entre os
tratamentos foram consideradas significativas quando p < 0,05.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Preparagdo das membranas de quitosana e alantoina
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A otimizacéo do preparo das membranas foi realizada com o objetivo de
desenvolver formulagfes maleaveis para facilitar o manuseio e aplicacéo
topica.

A solubilidade aquosa da QS é limitada devido as interacdo
intermolecular e fortes ligacdes de hidrogénio que ocorrem no polimero.
Em meio acido, os grupamentos amina da QS sao ionizados (NHs*) e a
repulsdo das cargas positivas auxiliam na sua solubilizacdo (Figura 20)
(KASAAI, 2008; PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009; SANNAN;
KURITA; IWAKURA, 1976). Com a adi¢do do sal Na,CQOs, 0 &cido
acetico protona o sal, formando acetato de sédio, 4gua e gas carbénico
(COy), alcalinizando o meio. A QS, antes protonada (NHs*), €
neutralizada, levando a reducdo da sua solubilidade e gelificacdo do
sistema. E crucial o conhecimento da quantidade ideal de sal Na,COs para
a neutralizacdo (pHrsinai= 7), Visto que baixas concentragdes dificultardo a
formacdo do gel e, em altas concentrages, serd observado um sistema
heterogéneo e com rede tridimensional instavel, o que favorece a
separacao da agua a partir do gel. Tal processo é chamado de sinérese e
ocorre quando héa forte interacdo entre as particulas da fase dispersa que
é capaz de expulsar o solvente, ocorrendo assim a separacdo de fases e
instabilidade de géis aquosos e ndo aquosos (ANSEL; POPOVICH;
ALLEN, 2007). Como j4 relatado anteriormente, no tdpico de Materiais
e Métodos (4.2.2.1), as quantidades de Na2CO3 foram estabelecidas por
titulacdo potenciométrica em projeto de pesquisa do Departamento de
Quimica da UFSC (ANDRZEJEWSKI, 2017).

Figura 20- Esquema da protonagdo de repulséo das cadeias de QS em meio &cido.
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Fonte: Grande (2015)

A quantidade de agua (10 mL) adicionada para o preparo das
membranas foi motivada pela formag&o exacerbada de CO2 no gel apés a
adicdo do sal Na,COsz. O gel formado apresenta alta viscosidade a qual
impede a dispersdo do gas, ocasionando o aprisionamento de bolhas de
diversos tamanhos na membrana. A adi¢do de maior volume de 4gua
auxiliou na reducéo da viscosidade do gel formado e, por consequéncia,
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na dispersdo do CO,, tornando as membranas mais homogéneas. Além
disso, a agua ajudou na homogeneizacao do sistema, evitando a formacgéo
de precipitados brancos de QS que séo formados quando ha neutralizagéo
do gel. Outras técnicas para reduzir o nimero de bolhas nas membranas
foram testadas, como filtracdo a vacuo e secagem a vacuo, mas ambas
técnicas ndo foram tdo efetivas quanto a adicdo de agua seguida de
sonica¢do em banho de ultrassom.

A sele¢do do agente plastificante foi baseada em busca na literatura
e experimentos prévios. O SBT é um alcool de cadeia pequena muito
utilizado na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia como
umectante, agente estabilizante, diluente e plastificante (ROWE,
RAYMOND C.; SHESKEY, PAUL J.; QUINN, 2009). Membranas de
QS écidas e neutralizadas com SBT apresentam caracteristicas vantajosas
para sua aplicacéo tdpica, visto que a adi¢do do agente plastificante reduz
a cristalinidade polimérica, promovendo maior flexibilidade e resisténcia
ao sistema. Estudos demonstram que membranas de QS com SBT néo séo
citotdxicas e que o processo de neutralizacdo pode auxiliar na proliferacéo
celular, representando uma vantagem para a aplicacdo tdpica veiculando
moléculas cicatrizantes (CAMPOS; MEI; SANTOS, 2015; MARTINEZ-
CAMACHO et al., 2010). Membranas com as concentragdes de 0; 1; 2,5;
5; 7,5, e 10 % (m/m) de SBT foram preparadas e, ao final, duas
concentracGes (2,5 e 5 %) foram selecionadas para dar sequéncia aos
estudos. Essa selecdo baseou-se nos critérios de aspectos visuais,
maleabilidade, flexibilidade, suavidade ao toque e uniformidade na
distribuicdo de ALN.

A GNP é um composto organico extraido de plantas das espécies
Genipa americana e Gardenia jasminoides Ellis e por apresentar
toxicidade menor que outros agentes reticulantes, como o glutaraldeido,
vem sendo estudado na obtenc¢do de membranas e filmes de QS (POZZO
etal., 2018; ZHANG et al., 2011). Estudos de caracterizagdo e atividades
in vitro sdo relatados para esses sistemas, apresentando resultados
promissores na area médica (MUZZARELLI et al, 2016). O
desenvolvimento de membranas com e sem GNP teve como objetivo a
comparagdo das caracteristicas fisicas, quimicas e morfolégicas, bem
como perfil de liberacdo e permeacéo.
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Figura 21 - Membranas Q Branca, Q ALN, Q-S 2,5% Branca, Q-S 2,5% ALN,
Q-S 5% Branca e Q-S 5% ALN.
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Figura 22 - Membranas Q-G Branca, Q-G ALN, Q-G-S 2,5% Branca, Q-G-S
2,5% ALN, Q-G-S 5% Branca e Q-G-S 5% ALN.
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Membranas sem o plastificante SBT apresentaram-se quebradicas,
rugosas e com deposi¢do de material esbranquigado na superficie (Figura
21 — Q Branca). Ja os sistemas com SBT sdo lisos, maleaveis e com
textura leve. As membranas com agente reticulante sdo esverdeadas
possivelmente devido a reacdo de polimerizacdo da GNP induzida pela
presenca de radicais de oxigénio, tal reacdo ocorre em paralelo a
reticulagdo quimica entre QS e GN (BERGER et al., 2004). As
membranas placebo com GNP apresentam coloracdo mais esverdeada que
as membranas com ALN, sendo indicativo de diferentes interagdes entre
QS e GNP na presenca do farmaco (Figura 22). Outra caracteristica
notoria entre os sistemas reticulados com e sem ALN ¢ a flexibilidade ao
manuseio das membranas, a qual foi aumentada com a adicdo do ativo.
Em todas as membranas (Figura 21 e 22) é possivel visualizar pontos
claros dispersos de forma aleatéria ao longo das membranas, 0s mesmos
sdo referentes aos resquicios de bolhas de CO, formadas na reacdo de
neutralizacao.

4.3.2 Caracterizacéo fisico-quimica e morfolégica

4.3.2.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Nas figuras 23 e 24 estdo os espectros de FTIR das membranas de
QS. Nota-se que ndo ha diferencas significativas entre os espectros dos
sistemas plastificados com SBT e puros, assim como para 0s sistemas
com e sem GNP. As bandas caracteristicas da QS em 3292 cm
(grupamento -OH e -NH); entre 2850 e 2950 cm™* (deformagéo axial do
grupamento -CH2); 1647 cm™ (amida 1); 1375 cm™ (estiramento
simétrico de -CH3); 1026 cm (estiramento simétrico de -COC), estdo
presentes nas membranas (HOSSEINI et al., 2015; KIM, 2010; LAWRIE
etal., 2007). As bandas alargadas na regido de 3700 cm a 3200 cm™ sdo
atribuidas aos grupamentos -NH, -OH e liga¢des de hidrogénio formadas
entre QS e a 4gua, e no caso das membranas com SBT, a ligacdo com o
plastificante (MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010). Analisando essa
regido no espectro das membranas, observou-se um aumento na
absorbancia para os sistemas plastificados, indicando uma maior
quantidade de ligagdes de hidrogénio.

As bandas das membranas em 1554 cm™ atribuida a amida | e
vibracdo do N-H (amina 1), e em 1409 cm, atribuida a vibracdo C-H,
apresentaram deslocamento e maior transmitancia em relagdo a matéria
prima. Essas mudancas podem estar relacionadas com as diferentes
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interacdes entre a QS e o sistema, como rearranjos intermoleculares e
variagbes nas configuragbes das cadeias, além do processo de
solubilizacéo e neutralizagdo (LECETA et al., 2015; LIU et al., 2013).
Para as membranas com ALN as bandas na regido de 1550-1560
cm! apresentaram um aumento na transmitancia comparando-se com as
membranas brancas. Esse aumento pode estar associado ao deslocamento
da banda em 1525 cm™ (-NH da imida) do farmaco. Visualmente, nota-
se que as membranas reticuladas contendo ALN apresentam uma
coloracgdo mais clara que as brancas (Figura 22), indicativo de interacGes
entre o sistema e o ativo. Butler, Ng e Pudney (2003) em estudo da reacéo
entre GNP e aminas primarias, relacionam a diminui¢do da banda em
1550 cm™ com o processo de reticulacdo. Considerando todas as
informacdes, as analises de FTIR confirmam que a adi¢do de ALN nas
membranas altera a organizacao e interacfes que ocorrem no sistema.

Figura 23 - Espectro de FTIR para as membranas Q Branca, Q ALN, Q-S 2,5%
Branca, Q-S 2,5% ALN, Q-S 5% Branca e Q-S 5% ALN.
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Com base nas técnicas de DSC e MEV, que serdo discutidas a
seguir, foi possivel concluir que na superficie das membranas ha grande
deposicdo de particulas com ponto de fusdo e espectro de FTIR
compativeis com o sal trihidratado de acetato de sodio. O sal é formado
na reacao entre Na,CQs e &cido acético, no processe de neutralizagao das
membranas. As bandas mais proeminentes em 1554 cm e 1409 cm™,
podem estar relacionadas com a presenca do sal, uma vez que na literatura
valores proximos a esses sdo encontrados, 0s quais caracterizam o
estiramento da carbonila do acetato de sédio (AGASTI; KAUSHIK,
2014; MAX; CHAPADOQS, 2004).

Figura 24 -Espectro de FTIR para as membranas Q-G Branca, Q-G ALN, Q-G-
S 2,5% Branca, Q-G-S 2,5% ALN, Q-G-S 5% Branca e Q-G-S 5% ALN.
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A reacdo de reticulacdo quimica entre QS e GNP ocorre por meio
de ligacdes covalentes, gerando uma amida secundaria e amina tercidria.
Na literatura séo relatadas bandas na regido de 1650 a 1515 cm™* e 1250
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a 1020 cm, referentes a esses novos grupamentos. (BUTLER; NG;
PUDNEY, 2003; POZZO et al., 2018; FONSECA, 2015). Comparando
as amostras com e sem GNP, néo foi possivel observar uma relagéo direta
entre os diferentes sistemas. A presenca de SBT, ALN, GNP e o processo
de neutralizacdo, tornam as membranas sistemas complexos para a
interpretacdo no FTIR. Além disso, a rapida alteracdo de cargas no
processo de neutralizacdo gera uma agregacdo aleatoria das moléculas, a
qual acarreta em microrregides de desordem, dificultando a interpretacéo
dos espectros.

3.3.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Na figura 25 estdo expostas as curvas de DSC da primeira etapa de
aquecimento das amostras. As membranas Q Branca, Q ALN, Q-G
Branca e Q-G ALN, apresentaram um evento endotérmico entre 46 e 60
°C e Tpeak de aproximadamente 56 °C, sem perda de massa (Figura 25 e
26). Com auxilio das técnicas de MEV, FTIR e TGA conclui-se que o
evento é a fusdo do sal trihidratado de acetato de sédio formado na reacéo
de neutralizacdo das membranas. Na literatura seu ponto de fusdo é
relatado em 58 °C, indo ao encontro do resultado aqui encontrado
(CABEZA et al., 2003; MACHIDA; SUGAHARA; HIRASAWA, 2017;
WADA; YAMAMOTO, 1982). Todas as amostras apresentam eventos
endotérmicos alargados antes de 150 °C, relacionado a perda de agua
ligada a membrana e compostos volateis, na qual foi confirmada pela
técnica de TGA. Na figura 26 estdo os resultados das curvas de DSC e
TGA para a membrana Q Branca. Nas andlises de TGA até 400 °C
ocorrem duas perdas de massa, a primeira em 84 °C, relacionada com a
perda de agua e compostos volateis e, a segunda, em 274 °C, relacionada
a degradacdo da QS. Na curva de DSC, dois eventos endotérmicos sdo
observados, sendo o primeiro em 54°C, correspondente ao acetato de
sodio e, 0 segundo, em 95 °C (evaporacdo da agua e compostos volateis).

A Tg representa a temperatura de transicdo de um estado mais
rigido do material para o estado a qual as moléculas apresentam maior
mobilidade associada a relaxagdo da cadeia polimérica. Este estado de
relaxacdo é chamado de estado elastico (MENCZEL, 2009; SENATOV
et al., 2016). A adigdo de pequenas moléculas, como o caso do SBT,
acaba atuando como plastificante do sistema, diminuindo a temperatura
de Tg do material. Essa propriedade dos plastificantes auxilia nas
caracteristicas mecanicas de membranas e filmes poliméricos, uma vez
gue os materiais se tornam mais flexiveis (SUYATMA et al., 2005). Néao
foi possivel visualizar o evento caracteristico da Tg das membranas
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durante a andlise da segunda etapa de aquecimento das amostras (Figura
27). Outras formas de preparo das amostras (com N2) e condicGes de
andlise (taxa de aquecimento e temperaturas negativas) foram testadas,
porém, sem resultados promissores. Na literatura, diferentes temperaturas
de Tg sdo relatadas para a QS. Filmes neutralizados apresentaram Tg
entre -76,90 e -73,16 °C, ja filmes contendo SBT a Tg é em torno de 170
°C (CAMPOS et al., 2005; MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010).
Devido & alta higroscopicidade do polimero, torna-se dificil a
determinacdo da Tg desses materiais por DSC, uma vez que a interacdo
com a agua dificulta a organizacdo das moléculas de QS
(ANDRZEJEWSKI, 2017; CORAZZARI et al., 2015; IONASHIRO, M;
CAIRES, F.; GOMES, 2014; MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010).
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Figura 25 - Resultado das andlises por DSC da primeira curva de aquecimento
obtidas para as membranas: Q Branca, Q ALN, Q-S 2,5% Branca, Q-S 2,5%
ALN, Q-S 5% Branca, Q-S 5% ALN; Q-G Branca, Q-G ALN, Q-G-S 2,5%
Branca, Q-G-S 2,5% ALN, Q-G-S 5% Branca, Q-G-S 5% ALN.
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O evento de fusdo da ALN (233 °C) néo esta presente em nenhuma
das curvas de DSC (Figura 27). A concentracdo final do farmaco nas
membranas é muito baixa, 5 % (m/m), e a possibilidade de amorfizacdo
da ALN nas membranas, justificariam o ndo aparecimento da sua fuséo.
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Figura 26 - Resultado das andlises por DSC e TGA da membrana Q Branca
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4.3.2.2 Difragdo de raios-X (DRX)

As analises por DRX foram realizadas com o objetivo de verificar
diferencas na cristalinidade dos sistemas desenvolvidos. As amostras Q
Branca e Q ALN néo estavam em condigdes ideais para analise devido &
alta rugosidade e desniveis na superficie das membranas, portanto, ndo
foi possivel a obtencdo difratogramas passiveis de interpretacdo. Nas
demais amostras € possivel verificar halos de baixa intensidade em
aproximadamente 10 e 20° (Figura 28). Esses halos sdo tipicos da QS e
indicam que os sistemas desenvolvidos estdio em um estado
semicristalino, ou seja, com baixo grau de cristalinidade (CORAZZARI
etal., 2015; NUNTHANID et al., 2001).
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Figura 27 - Resultado das analises por DSC da segunda curva de aquecimento
obtidas para as membranas A) Q Branca, Q ALN, Q-S 2,5% Branca, Q-S 2,5%
ALN, Q-S 5% Branca, Q-S 5% ALN; B) Q-G Branca, Q-G ALN, Q-G-S 2,5%
Branca, Q-G-S 2,5% ALN, Q-G-S 5% Branca, Q-G-S 5% ALN
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Figura 28 - Resultado das andlises por DRX obtidas para as membranas: Q
Branca, Q ALN, Q-S 2,5% Branca, Q-S 2,5% ALN, Q-S 5% Branca, Q-S 5%
ALN; Q-G Branca, Q-G ALN, Q-G-S 2,5% Branca, Q-G-S 2,5% ALN, Q-G-S
5% Branca, Q-G-S 5% ALN.
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Polimeros semicristalinos apresentam uma morfologia complexa,
a qual é formada por pelo menos duas fases, uma regido cristalina e uma
regido amorfa (TALHAVINI et al., 1996). Nas membranas com GNP, a
intensidade dos dois halos é maior, comparado com as demais, exceto na
membrana Q-G-S 5% Branca. Em estudos de citotoxicidade e
proliferacdo celular de membranas de QS, Campos e colaboradores
(2015) relacionam a diminuicdo da cristalinidade das membranas de QS
e SBT com o aumento da proliferagdo celular. Com isso, a diminuigdo da
cristalinidade verificada para as membranas sdo indicios favoraveis de
acdo na reconstituicdo e cicatrizacdo de tecidos.
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4.3.2.3 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

As anélises por MEV permitem observar 0s aspectos morfolégicos
e realizar estudo da microestrutura das membranas. Foram realizadas
fotomicrografias das membranas sem adicdo de agente plastificante, Q
Branca e Q-G Branca, a fim de comparar com as membranas que
apresentaram melhor maleabilidade.

As membranas sem SBT apresentaram deposi¢éo de aglomerados
de particulas de tamanho em torno de 10 um sobre a superficie e na parte
interna (Figura 29-A e 30-D). Com base nos resultados de DSC e FTIR,
esta camada de particulas foi associada a presenca do sal de acetato de
sddio trihidratado, formado na reacdo de neutralizacdo das membranas.
As demais membranas analisadas por MEV apresentaram menores
quantidades de particulas de sal na superficie.

Figura 29 - Fotomicrografia obtida por microscopia eletrdnica de varredura para
as membranas: A) Q Branca; B) Q-S 5% Branca; C) Q-S 5% ALN.
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A membrana Q-S 5% branca (Figura 29-B) apresentou superficie
lisa, homogénea e, na imagem da fratura (Figura 29-B2), observa-se um
sistema compacto, confirmando que as particulas se agregaram
perfeitamente durante a secagem.

Na superficie da membrana Q-S 5% ALN (Figura 29-Cl), é
possivel observar a presenca de por¢des escurecidas e aspecto rugoso e,
nas imagens da fratura (Figura 29-C2), sdo vistas regifes escuras em alto
relevo. Ambas podem estar associadas ao gas CO; retido nas membranas,
o0 qual é formado ap6s a etapa de neutralizag&o.

Figura 30 - Fotomicrografia obtida por microscopia eletronica de varredura para
as membranas: D) Q-G Branca; E) Q-G-S 5% Branca; F) Q-G-S 5% ALN.
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Assim como para a amostra Q-S 5% ALN, as membranas Q-G-S
5% Branca e Q-G-S 5% ALN (Figura 30-E e 30-F) sdo densas e
compactas, apresentando regifes escurecidas, sendo que a maioria ndo
apresenta aspecto rugoso. Essas regides podem estar relacionadas com a
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dispersdo do agente plastificante ao longo da membrana, visto que tal
caracteristica estd presente apenas nas amostras que contém SBT.

Liu e colaboradores (2013), em estudo com filmes de QS e SBT,
relataram a formacdo de sistemas homogéneos, continuos e compactos,
sem poros na estrutura analisada por MEV. Portanto, a adicdo de SBT
proporcionou adequada compatibilidade e miscibilidade no sistema.
Resultados semelhantes foram obtidos por Campos e colaboradores
(2015) no desenvolvimento de membranas com estes mesmos
componentes. As fotomicrografias indicavam a formagédo de sistemas
densos, mas com rugosidades na superficie das membranas neutralizadas.

4.3.3 Avaliagdo do angulo de contato e molhabilidade

As analises de angulo de contato foram realizadas apenas para as
membranas contendo SBT, uma vez que o requisito para as analises sdo
superficies lisas e sem rugosidades. Os resultados foram analisados
conforme os seguintes critérios: Para valores de angulo de contato acima
de 90°, a superficie pode ser considerada hidrofébica. Caso contrario, a
superficie é considerada hidrofilica (MA et al., 2017; SIDDIQA et al.,
2017).

Para filmes puros de QS, o0 angulo de contato descrito na literatura
é emtorno de 100 e 105° (DE BRITTO; ASSIS, 2007; HSIEH et al., 2005;
ZHANG et al., 2017). A adi¢do de componentes em filmes pode alterar a
molhabilidade da superficie pela formacao de ligacdes entre o aditivo e
0os grupos funcionais da QS, diminuindo a disponibilidade dos
grupamentos hidroxila e amino, limitando a interacdo entre o
polissacarideo e a &gua por ligagBes de hidrogénio, resultando em um
aumento do angulo de contato liquido-material (OJAGH et al., 2010).

As membranas Q-S 2,5 % ALN e Q-S 5% ALN apresentam valores
de angulo theta (©) maiores que suas respectivas membranas placebo,
indicando que a adicdo de ALN alterou as propriedades dos sistemas,
tornando-os mais hidrofébicos (Figura 31). Essa alteracdo pode ser
indicativa de interacdo da QS com ALN, a qual reduz a disponibilidade
dos ligantes da QS e/ou ALN para interagir com a agua (OJAGH et al.,
2010). Todas as membranas sem agente reticulante podem ser
classificadas como superficies hidrofébicas, de acordo com a
classificacdo do angulo maior que 90°. Tal caracteristica pode representar
uma vantagem para formulagGes de uso topico ou transdérmico, uma vez
gue o extrato cdrneo (pele integra) possui espessura entre 5 ¢ 20 um,
sendo altamente hidrofobico e constitui uma das principais barreiras para



101
a penetracdo de farmacos (HOFMANN et al., 2010; MAGHRABY;
BARRY; WILLIAMS, 2008)

Figura 31 - Imagens da gota de dgua na superficie das membranas A) Q-S 2,5%
Branca, B) Q-S 2,5% ALN, C) Q-S 5% Branca, D) Q-S 5% ALN, E) Q-G-S 2,5%
Branca, F) Q-G-S 2,5% ALN, G) Q-G-S 5% Branca, H) Q-G-S 5% ALN.
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*

100,3° E 95.1°
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*

* Indica diferenca estatistica significativa, p < 0,05 (teste t-Student) comparando com
a respectiva amostra placebo (branca).

As membranas com GNP apresentaram valores menores de angulo
de contato, indicando que o agente reticulante aumentou a hidrofilicidade
do sistema. Gao e colaboradores (2014) relatam que o aumento ha
concentracdo de GNP em hidrogéis de QS diminuiu o angulo de contato
das formulagdes, relacionando principalmente esse evento com as
interconexdes mais densas do polimero e o aumento de conjugados
reticulados. Pozzo e colaboradores (2018) avaliaram o angulo de contato
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de filmes de QS e observaram uma redugdo de 25% para os filmes
reticulados com GNP, comparando-se com 0s ndo reticulados. Tal
resultado foi associado & natureza hidrofilica da GNP.

A adicdo de ALN também aumentou a hidrofilicidade das
membranas. Uma vez que QS, SBT e GNP sdo hidrofilicos, a adi¢do de
ALN nas membranas pode ter deixado algum destes excipientes mais
disponivel para interacdo com a &gua. A concentracdo de 5% de SBT
aumentou a molhabilidade do sistema. Isso pode ser justificado pela
higroscopia (capacidade de ligacdo a 4gua) do plastificante (SUYATMA
et al., 2005).

4.3.4 Ensaio de bioadesao

As anélises de bioadesdo sdo realizadas para formulagBes de uso
topico ou transdérmico, visando predizer a interagdo entre membrana e
pele. No caso de feridas cutdneas, a derme apresenta-se exposta,
aumentando a necessidade de interagfes para manter a formulacdo na
regido. As medidas do teste sdo baseadas na forca necessaria para
separacao das duas superficies, sendo expressa em Newton (N). Quanto
maior a forca de separacdo, também chamada de forca bioadesiva,
maiores sdo as interacdes entre a formulacdo e a pele (BREDENBERG;
NYSTROM, 2003; DONNELLY et al., 2006; GONCALEZ, 2012; PEH;
KHAN; CH’NG, 2000; SILVA et al., 2008)

Dentre as teorias que tentam explicar o processo de bioadesdo, ha
a teoria da adsorcdo que sugere que a interacdo entre pele e materiais
ocorre por meio de ligagdes do tipo Van der Waals e/ou ligacbes de
hidrogénio. Sob outra perspectiva, a teoria de molhabilidade relaciona as
tensdes interfaciais entre as superficies, na qual a agua presente no
sistema é de total importancia para o processo (BREDENBERG;
NYSTROM, 2003; DUCHENE; TOUCHARD; PEPPAS, 1988).

Comparando os resultados de for¢a bioadesiva e &ngulo de contato,
pode-se verificar uma tendéncia na relacdo entre hidrofilicidade da
superficie das membranas e aderéncia na pele. Quanto menor o angulo de
contato, maior a bioadeséo do sistema (Figura 31 e Figura 32).

Assim como para os resultados de angulo de contato, verificou-se
diferenca entre as membranas com e sem GNP. As membranas reticuladas
contendo ALN apresentaram maior forca bioadesiva em relagdo as sem
GNP. Tais resultados sdo indicativos de melhor adesdo na pele de
sistemas que apresentam a superficie mais hidrofilica, uma vez que as
analises foram feitas com a adic¢éo de 25 pL de tamp&o PBS para simular
as condiges da pele com exsudatos. A matriz extracelular, que apresenta
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papel importante na cicatrizacdo de tecidos, possui uma capacidade alta
de ligacdo com a &gua, auxiliando na adesdo e na proliferacéo celular.
Desta forma, membranas com essas propriedades sdo vantajosas para o
uso em lesBes cutdneas (DONNELLY et al., 2006; XUE; JACKSON,
2015)

Figura 32 - Resultados da forga bioadesiva (N) das membranas testadas em pele
de orelha de porco.
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Os dados estao apresentados como média + desvio padréo (n=6). * Indica diferenca
estatistica significativa, p < 0,05 (teste t-Student) comparando com a respectiva
amostra placebo (branca).

4.3.5 Avaliacgdo do perfil de liberacéo in vitro da alantoina

Para o ensaio de liberacdo in vitro foi necessario adaptar
metodologia de Assonuma (2009) para a quantificacdo da ALN,
validando-a. O método adaptado demonstrou-se linear, sensivel, seletivo,
preciso, exato e robusto, conforme exigido pelos érgdos regulatorios
(ANVISA, 2017; ICH, 2005). Valores de precisdo intradia e interdia (n =
6 para cada analito) demonstraram variabilidade aceitavel com desvio
padrdo relativo inferior a 5% para a quantificagdo da ALN. Em termos de
exatidado, os valores obtidos variaram entre 98,89 e 102,49 %. A curva de
calibracdo mostrou-se linear (r=0,9999) na faixa de 3,125 — 50 pg/mL, e
os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram 0,1845 e 0,6151
pg/mL, respectivamente.
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Os ensaios de liberacdo foram realizados para verificar a influéncia
da presenca/auséncia de SBT, assim como suas diferentes concentracdes,
além do impacto da reticulagdo das membranas com e sem GNP na
liberacdo da ALN.

Para as membranas Q ALN, Q-S 2,5% ALN e Q-S 5% ALN, a
liberacdo do ativo foi maior que 75% (m/m) no primeiro ponto de coleta
(5 min), diferente de suas misturas fisicas, nas quais a concentragdo de
ALN atingida foi maior que 75% ap6s 20 min (Figura 33). Com base
nesses dados, fica evidente que a liberagéo rapida de ALN das membranas
esta associada com o efeito “burst” de liberacdo. Moléculas pequenas e
hidrofilicas, como é o caso da ALN, passam facilmente pelos poros da
membrana e sdo liberadas de forma réapida do sistema, acarretando um
efeito burst. Tanto as propriedades fisico-quimicas do ativo (solubilidade,
coeficiente de parti¢do), quanto as do polimero, explicam este mecanismo
de liberagcdo do farmaco (BERGER et al., 2004; HUANG; BRAZEL,
2001). Além disso, o processo de secagem pode influenciar e acarretar na
deposicdo de farmaco na superficie das membranas (BAZZO et al.,
2008). A presenca de SBT nas membranas, contribui para a solubilizacéo
da ALN, desta forma, a rapida liberacdo também pode estar relacionada
com esse processo. No caso de sistemas de uso tdpico visando a
cicatrizacdo de feridas e lesbes, uma liberacdo rapida de ALN néo
representaria um problema, uma vez que a concentracdo do ativo nas
membranas é em torno de 5% (m/m). Estudos de toxicidade dérmica
aguda da ALN demostram que sua dose letal (LDso) € maior ou igual a
5000 mg/kg (AKEMA, 2006). Becker e colaboradores (2010) testaram a
aplicacdo de locdo contendo ALN a 2% (m/m), 1 a 4 vezes por dia durante
6 meses, e ndao observaram qualquer efeito adverso nos pacientes.

Ja para os sistemas reticulados com GNP, nota-se que a mistura
fisica teve a liberacdo de ALN mais rapida que as membranas. Apds 10
min, nas trés misturas fisicas, j& ocorreu a solubilizago de mais de 75%
do ativo, em contrapartida, para as membranas, esse tempo foi estendido
para 30 min. A reticulacdo quimica é responsavel por diminuir os espacos
livres entre as cadeias poliméricas, tornando as membranas mais
compactas e com menor tamanho de poro. Essa alteracdo morfolégica €
responsavel pela liberagdo mais “lenta” da ALN para o meio aquoso. Por
consequéncia, o efeito burst também é reduzido (BERGER et al., 2004;
SILVA et al., 2008).
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Figura 33 - Percentual de ALN liberada em funcdo do tempo (min). A)
Comparagdo entre membranas e mistura fisica (MF) dos sistemas Q ALN, Q-S
2,5% ALN, Q-S 5% ALN e suas respectivas MF. B) Comparagdo entre
membranas e mistura fisica (MF) dos sistemas Q-G ALN, Q-G-S 2,5% ALN, Q-
G-S 5% ALN e suas respectivas MF; C) Comparacdo entre as membranas Q
ALN, Q-S 2,5% ALN, Q-S 5% ALN; D) Comparacdo entre as membranas Q-G
ALN, Q-G-S 2,5% ALN, Q-G-S 5% ALN.
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Os resultados estéo expressos como média + desvio padréo (n=3).

Comparando-se a eficiéncia de liberagdo (EL) dos sistemas com e
sem o0 agente plastificante SBT, ndo foram verificadas alteracfes
significativas na liberagdo da ALN, sendo um indicativo de que o
mecanismo de liberacdo ndo sofre influéncia do SBT (Tabela 1). Por outro
lado, a reticulacdo das membranas com GNP levou a reducéo da liberagédo
de ALN, resultado ja esperado por conta das caracteristicas morfol6gicas
do sistema (Figura 33; Tabela 1). Uma diferenga significativa na EL entre
as membranas com e sem GNP, com a mesma composicdo de
plastificante, foi observada (p < 0,001).
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Tabela 1 - Valores dos pardmetros cinéticos de coeficientes de correlagdo (R?),
coeficiente difusional (n), eficiéncia de liberacdo (EL) para as membranas de QS
no modelo cinético de Korsmeyer-Peppas.

PARAMETROS CINETICOS

Membrana R2 n EL 240min (%0)
QALN 0,98 0,004 92,29 +0.73 @9
Q-S2,5% ALN 0,99 0,046 97,57 +1.68 ®7
Q-S 5% ALN 0,97 0,026 95,13 +2.15 @b
Q-G ALN 0,94 0,065 79.22 +0.81 0
Q-G-S25% ALN | 0,95 0,097 83.07 +1.45 “cd)
Q-G-S 5% ALN 0,94 0,103 82.62 +2.14 *cd)

Os dados de EL estao apresentados como média + desvio padrao. Utilizou-se o teste
ANOVA de uma via com pds teste de Tukey (n=3). Letras iguais indicam que ndo ha
diferencas estatisticas significativas entre as médias (p > 0,05). Os resultados das
membranas de mesma composi¢do, variando-se apenas a presenca ou auséncia de
GNP, foram avaliadas por teste t-Student. *indica diferenca estatistica significativa
(p < 0,001).

Com auxilio do software Add-in DD-Solver®, foi possivel calcular
0s parametros cinéticos da liberacdo de ALN das membranas. O modelo
que apresentou maior valor de R? foi o de Korsmeyer-Peppas. Tal modelo
descreve a liberacdo do farmaco quando o mecanismo que prevalece é
uma combinacdo da difusdo do soluto (transporte Fickiano) e do
transporte Caso Il (ndo- Fickiano, controlado pelo relaxamento das
cadeias poliméricas) (RITGER; PEPPAS, 1987). O modelo é
representado pela equagao abaixo:

Mr _ n
o~ K (7)
Onde, Mt/Moo representa a fracdo do soluto liberada no tempo t;
“k” é uma constante que incorpora caracteristicas da matriz polimérica e
do soluto e “n” é o coeficiente difusional, o qual fornece informag6es
sobre 0 mecanismo de liberaco a partir de matriz polimérica (RITGER;
PEPPAS, 1987).
Para todas as membranas o valor de “n” foi menor que 0,5 (Tabela
1) indicando que o mecanismo de liberacdo da ALN é por difusdo
Fickiana, também chamada de Caso I, na qual o transporte do soluto para
0 solvente é descrito pelo coeficiente de difusdo (RITGER; PEPPAS,
1987). Tal mecanismo também esta diretamente associado ao efeito burst,
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uma vez que a liberacdo é tdo rapida que a relaxacdo das cadeias
poliméricas nao apresenta influéncia no processo.

Analisando os resultados dos testes realizados até o presente
topico, concluiu-se que ndo héa diferencas estatisticas entre as membranas
com 2,5% e 5% de SBT, principalmente no teste de liberagdo in vitro.
Desta forma, optou-se por dar sequéncia aos estudos de caracterizagéo
dos sistemas com 5% de SBT, em virtude de apresentarem melhor
maleabilidade e uniformidade de conteddo de ALN (valores ndo
apresentados).

4.3.6 Determinacao do grau de intumescimento (Gl)

O grau de intumescimento (GI) de um material esta relacionado
com a sua capacidade de expansdo ap6s o contato com liquidos. Esse
estudo de absorcéo de fluidos é relevante visto que as propriedades fisicas
e quimicas das membranas podem ser alteradas, as quais influenciam na
proliferacdo celular e regeneracdo tecidual (ALHOSSEINI et al., 2012;
BISPO et al., 2010). A captacdo de agua pelas membranas favorece a
adesdo e crescimento celular, além da remocao de exsudatos (AZAD et
al., 2004; NATH et al., 2015).

Figura 34 - Perfis de intumescimento das membranas Q-S 5% Branca; Q-S 5%
ALN; Q-G-S 5% Branca; Q-G-S 5% ALN em tampdo PBS (pH 7,4) a32 £ 0,5
°C.
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O perfil de intumescimento das membranas de QS (Figura 34) é
semelhante aos descritos na literatura, apresentando um aumento de
massa nos minutos iniciais do estudo, sequido do equilibrio entre a fase
liquida e a membrana (ANDRZEJEWSKI, 2017; BAVARSAD et al.,
2016). O intumescimento das membranas com ALN, comparado com o
seu respectivo sistema placebo, foi menor (Tabela 2). Essa redugéo pode
ser atribuida as ligacGes intra e intermoleculares entre polimero e
farmaco, diminuindo os espacos disponiveis para a ligacdo com a agua
(ALHOSSEINI et al., 2012).

Nota-se que a membrana reticulada Q-G-S 5% ALN absorveu
menos tampdo em relacdo & membrana Q-S 5% ALN. A reticulacdo
guimica também é um processo que aumenta a compactagéo do sistema e
diminui a mobilidade das cadeias poliméricas, devido as ligacoes
covalentes, podendo reduzir pela metade o GI (BISPO et al., 2010).

Tabela 2 - Grau de intumescimento (G- %) e perda de massa (%) das membranas
apos 24 h em tampéo PBS pH 7,4 (n=3).

Membrana Gl 24h (%) Perda de massa (%0)
Q-S 5% Branca 121,41 + 15,3109 12,64 +2,17¢9

Q-S 5% ALN 69,18 + 3,24 (**a) 69,55 + 0,562
Q-G-S 5% Branca 77,98 £ 0,540 69,49 + 0,76@b)
Q-G-S 5% ALN 48,45 + 1,250 68,21 + 0,91@b)

Os dados estdo apresentados como média + desvio padréo. Utilizou-se o teste ANOVA
com pos-teste Tukey para comparagdo do Gl e perda de massa das membranas.
Letras iguais indicam que ndo h& diferengas estatisticas significativas entre as
médias;** indica diferenca estatistica significativa (p < 0,001) comparando com o
placebo/branco.

4.3.7 Ensaio de erosdo das membranas de QS

A avaliagdo da erosdo das membranas em condi¢Bes semelhantes
de temperatura e pH de lesdes na pele auxiliam no entendimento da
degradacdo de polimeros biodegradaveis (LIU et al., 2013; PILLAI;
PAUL; SHARMA, 2009; SCHNEIDER et al., 2007).

Em virtude da alta concentragdo final de SBT nas membranas e sua
rapida difusdo para o meio aquoso, os valores de Gl encontrados séo
menores do que os valores reais. Esta diferenca também pode ser notada
na perda de massa das membranas (Tabela 2). Ao final de 24 h, a eroséo
da membrana no tampao foi maior que 60 % (m/m), exceto para Q-S 5%
Branca. Apos a operacao de secagem, visualmente ndo foi observada uma
grande perda de massa das membranas, apenas o encolhimento das
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mesmas, possivelmente pela difusdo do SBT e ALN para 0 meio aquoso.
Andrzejewski (2017) relata valores de perda de massa para membranas
neutralizadas de QS e QS:GNP de 33,66 % e 13,02 %, respectivamente,
representando grande diferenca comparado com 0s encontrados neste
estudo. Sistemas reticulados, além de apresentar menor taxa de
intumescimento, sdo mais estaveis e solubilizam menos em meio aquoso
(ANDRZEJEWSKI, 2017; CARDOSO et al.,, 2014; JIN; SONG;
HOURSTON, 2004). Comparando os resultados de permeabilidade ao
vapor de agua, que serdo discutidos a seguir, nota-se distingcdo entre as
membranas com e sem GNP, sendo outra evidéncia que a difusdo do SBT
para o meio aquoso influenciou nos resultados de Gl e perda de massa.

4.3.8 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi medida para determinar a
capacidade de permeacdo da agua nas membranas de QS por unidade de
area.

Polimeros hidrofilicos sdo capazes de reter dgua com maior
facilidade que polimeros hidrofébicos (SILVA et al., 2008). A QS
apresenta pelo menos trés sitios de ligacdo com a &gua, as hidroxilas,
aminas e a porgdo final da cadeia polimérica (CERVERA et al., 2004;
GOCHO et al., 2000). No caso das membranas com GNP, a quantidade
de aminas disponiveis é reduzida, devido a rea¢do que ocorre entre QS e
GNP, podendo ser uma das explicacBes para a menor permeabilidade de
vapor de agua, comparando com as membranas sem GNP (Figura 35;
Tabela 3). Aldana e colaboradores (2012), relacionam a diminuicdo da
permeabilidade de filmes de QS e GNP com a presenca de regides
densamente interligadas, o que resulta na reducdo de volume livre dos
filmes.

A membrana Q-S 5% ALN foi a que apresentou maior valor de
permeabilidade ao vapor de agua, K" = 6,08 + 0,04 (g/m.h.Pa)x107, ou
326,68 + 14,92 g/m?.dia. Ma e colaboradores (2017) mencionam que a
taxa de vapor para a pele normal é de 204 g/m?.dia, enquanto que, para a
pele lesionada, pode variar de 279 g/m2.dia, para uma queimadura de
primeiro grau, a 5138 g/m?.dia para uma ferida granulosa. A presenca de
ALN favoreceu a captagcdo de moléculas de 4gua, comportamento similar
aos agentes plastificantes (MA et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2006).
A presenca do plastificante, além de aumentar a area hidrofilica das
membranas, diminui as forgas intermoleculares das cadeias poliméricas,
permitindo a passagem por difusdo das moléculas de agua nos espagos
livres (CAMPOS; MEI; SANTOS, 2015).
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Tabela 3 - Permeabilidade ao vapor de agua (K%) e taxa de vapor (TVA) para as
membranas de QS, (n=3).

Membrana K" (g/m.h.Pa).107 TVA (g/m?dia)
Q-S 5% Branca 517+1,20@ 290,32 + 17,04®@
Q-S5% ALN 6,08 + 0,04 @) 326,68 + 14,92@™)
Q-G-S 5% Branca 3,58 £ 0,23 @bo) 239,03 + 33,580
Q-G-S 5% ALN 3,17 +0,03 @9 193,30 + 0,97®™

Dados foram representados como média + desvio padréo e tratados por ANOVA com
pés teste Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Letras iguais indicam que ndo ha diferencas estatisticas significativas
entre as médias; ™ indica diferenca estatistica significativa (p < 0,001).

Figura 35 - Gréfico do ganho de massa (g) das membranas em fungéo do tempo
(h) para o ensaio de permeabilidade do vapor de agua.
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4.3.9 Determinacéao das propriedades mecénicas das membranas

A determinacéo das propriedades mecénicas dos materiais pode ser
realizada por meio de testes como o ensaio de tracdo. Neste ensaio, 0
material é submetido a uma carga ou forca de tracdo, gradativamente
crescente, que promove uma deformacdo progressiva de aumento de
comprimento até a ruptura do mesmo. Quando um material é submetido
a tracdo, dentro de certos limites, a deformacéao € proporcional a tensao,
seguindo a lei de Hooke (Equacdo 5) (HIBBELER, 2004)
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Os materiais podem apresentar uma deformacéo eldstica, a qual
é reversivel e desaparece quando a tensdo é retirada (Figura 36). A
deformacdo pléstica, por sua vez, é provocada por tensbes que
ultrapassam o limite de elasticidade, caracterizando-se por ser irreversivel
(BARBOSA et al., 2017; HIBBELER, 2004; MANUEL; DIAS, 2017).
A tensdo de ruptura é a medida da resisténcia maxima que um
material suporta contra uma tensdo de tracdo aplicada. J& a deformacéo
na ruptura é o alongamento relativo que o material sofreu em relagéo a
seu comprimento original (HIBBELER, 2004)

Figura 36 - Diagrama de tensdo-deformac&o convencional e real para um material
dictil.
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Fonte: Hibbeler (2004)

O mddulo de elasticidade (E) é o parametro que caracteriza a
rigidez de um material. Por sua vez, esta relacionado com a energia
necessaria para deformar os angulos e a distancia de ligacdes entre atomos
da cadeia polimérica. Quanto mais rigido o material, maior sera 0 modulo
de Young, resultando em uma menor flexibilidade do sistema
(CANEVAROLO JR., 2004; MANUEL; DIAS, 2017; ROTTA;
MINATTI; BARRETO, 2011).

Analisando os parametros avaliados, nota-se que as membranas
sem agente plastificante (SBT) apresentam valores maiores de tenséo de
ruptura, deformacdo na ruptura e médulo de elasticidade (Tabela 4).
Analisando os gréaficos, essas membranas exibem um comportamento
diferente em relacdo as demais (Figura 37). Enquanto as membranas com
SBT apresentam apenas uma regido elastica antes da ruptura, nos graficos
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das membranas sem SBT encontram-se duas regides, a regido elastica e a
regido pléastica. A presenca de agentes plastificantes reduz as forcas
intermoleculares ao longo da rede tridimensional polimérica. Dessa
forma, a auséncia de moléculas menores entre as cadeias do polimero gera
sistemas com menor flexibilidade (CAMPOS; MEI; SANTOS, 2015;
MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010)

Tabela 4 - Teste mecanico de estiramento obtidos para as membranas de QS.

Tensdo de ruptura  Deformacéo na Méd.ul.o de
Membrana (MPa) ruptura (%) elasticidade
(MPa)

Q Branca 9,43+0,77 @ 26,97 +3,60 @ 3,72+0,59 @
Q-S 5% Branca 2,58 +£0,50 ® 16,75 + 2,78 @b 0,19 +£0,04 ®
Q-S5% ALN 1,33 +£0,13 ®9 11,66 + 1,99 .0 0,12 +0,019 ®0
Q-G Branca 8,59+235® 13,84 +1,86 ®¢d) 148 +0,40 @
Q-G-S 5% Branca 2,08 £ 1,18 Gcd 8,18 + 6,41 ®cde) 022 + 0,03 (bee)
Q-G-S 5% ALN 2,08 + 1,00 G.cd) 8,62 + 4,67 ®cde) (38 + 0,06 (B:ce)

Dados foram representados como média + desvio padrao e tratados por ANOVA com
pos teste Tukey (n=5). Letras iguais indicam que ndo ha diferengas estatisticas
significativas entre as médias (p > 0,05). Os parametros do teste mecénico de
estiramento foram avaliados separadamente.

Figura 37 - Teste mecénico de tracdo das membranas. Curvas ilustrativas de
deformagéo plastica e/ou elastica das membranas, nas quais ndo representam a
média das analises.
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Para as membranas com SBT, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas para os trés parametros analisados (Tabela
4). Apesar disso, nota-se que as membranas sem GNP apresentaram
valores menores de mddulo de elasticidade e maiores para a deformacéo
na ruptura, indicativos de sistemas mais flexiveis.

A ruptura das membranas plastificadas precedida pela regido
pléstica do grafico é caracteristica de ruptura fragil, também chamada de
“ruptura catastrofica”. Esse comportamento pode estar relacionado com a
maior presenca de Aagua e desestruturacdo da rede tridimensional
(CANEVAROLO JR., 2004; LLANOS RODRIGUEZ, 2014). Todas as
membranas com SBT, indiferente da concentracdo, apresentaram maior
maleabilidade e facil manuseio, caracteristicas as quais as membranas
sem o plastificante ndo puderam ser notadas.

4.3.10 Ensaios de permeacdo cutanea ex vivo

A ALN é uma molécula utilizada em formulag6es topicas devido
as suas propriedades cicatrizante, hidratante, queratolitica, auxiliar na
regulacdo da resposta inflamatoria, estimulo para a proliferacdo
fibroblastica e sintese de matriz extracelular (ARAUJO et al., 2010;
BECKER et al., 2010; SAITO, M.L.; OLIVEIRA, 1986; SAVIC et al.,
2015; VERALDI; MENTER; INNOCENTI, 2008). Por apresentar baixo
valor de log P (-3,14), a sua penetragdo na pele via difusdo passiva pode
ser prejudicada, reduzindo os efeitos farmacolégicos esperados
(HOFMANN et al., 2010; MERCK INDEX, 1996).

Quando o tecido cutaneo esta integro, ou seja, sem lesdes, a taxa
de difusdo passiva de moléculas hidrofilicas nas camadas superficiais da
pele é reduzida comparativamente as moléculas hidrofébicas. Desta
forma, formulag6es que auxiliem na passagem do ativo do meio externo
para a epiderme e derme podem contribuir para um efeito terapéutico
mais efetivo. Ja nos casos de lesdes na pele, a integridade do tecido esta
comprometida, facilitando a penetracdo de moléculas, uma vez que a
barreira de protecdo ndo esta mais presente (HOFMANN et al., 2010;
MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008). Neste caso, tratamentos
gue associem atividade farmacoldgica, protecdo contra infeccdes,
choques externos, perda de liquidos e que permitam a troca gasosa entre
a pele e 0 ambiente, podem acelerar o processo de regeneracéo tecidual e
cura da les&o.

Analisando os resultados da quantidade de ALN permeada
(1g/cm?) em funcdo do tempo (h) (Figura 38), observou-se um aumento
na permeacdo do ativo quando veiculado nas membranas em relacdo ao
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controle (solucdo de ALN a 1 mg/mL). Comparando-se os valores de
fluxo (Js) (Lg/cm?.h), obteve-se uma diferenca significativa (p < 0,001)
entre Q-S 5% ALN e ALN (Tabela 5). Esses resultados indicam que as
membranas de QS neutralizada auxiliam na passagem da ALN do meio
externo para as camadas da pele. Em relagdo as membranas, notou-se que
a permeacgdo da ALN no sistema reticulado (Q-G-S 5% ALN) foi menor
gue na membrana ndo reticulada (Q-S 5% ALN). Tal resultado ja era
esperado, uma vez que a reticulacdo altera as propriedades morfoldgicas
dos sistemas, tornando-os mais compactados. Além disso, nos ensaios de
grau de intumescimento e permeabilidade ao vapor d’&gua, foram
observados comportamentos similares. Para o teste de liberagéo in vitro,
pode-se observar uma liberagdo mais lenta para as membranas com GNP,
corroborando com os resultados de permeacdo. Membranas ndo
reticuladas também proporcionaram maior retencéo de ALN na derme e
epiderme. Os valores ndo foram apresentados, uma vez que a metodologia
de extracdo ndo foi validada e um alto coeficiente de variacdo foi
observado. Para a perda de massa, foram encontrados valores quase
idénticos aos do ensaio de grau solubilidade das membranas de 69,03 e
67,29 %, para Q-S 5% ALN e Q-G-S 5% ALN, respectivamente. Esses
valores foram associados com a difusdo do SBT para 0 meio aquoso,
levando a alta perda de massa do sistema.

Com relacdo a analise do coeficiente de correlacdo da cinética de
liberacéo, valores mais préximos de 1 foram encontrados para membranas
ndo reticuladas. Observou-se que a permeacdo da ALN incorporada nas
membranas sofre variagcBes principalmente nos pontos finais do
experimento, descaracterizando este tipo de cinética nos tempos finais.
Este resultado pode estar associado ao fato de as membranas terem sido
umedecidas com 100 pL de tampéo PBS no inicio do experimento. Com
o decorrer do experimento, o liquido da cAmara doadora teve seu volume
reduzido devido & evaporacdo, limitando a capacidade de solubiliza¢&o
da ALN que era liberada e, consequentemente, a taxa de permeacéo da
ALN. Isto explicaria o declinio da permeacdo naqueles estagios finais e
perda do comportamento linear. Outro comportamento poderia ter sido
observado caso maior quantidade de tampéo tivesse sido utilizada no
compartimento doador. Para a ALN pura, 1 mL de solucéo foi aplicado
no compartimento doador. Neste caso, ndo foram observadas essas
variagdes e tendéncia de formacéo de platd no perfil de permeacéo ja que
todo farmaco se encontrava solUvel na fase doadora. Outra hipdtese esta
relacionada com a presenca de SBT nas membranas. Esse excipiente é
utilizado como umectante e, dependendo da sua concentragdo e condigdes
de umidade, pode ocorrer a desidratacdo da pele pela absorcdo de agua
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pelo SBT, levando a reducdo da absorcdo da ALN no tecido (ROWE,
RAYMOND C.; SHESKEY, PAUL J.; QUINN, 2009; YU et al., 2011).

Tabela 5 -Parametro de fluxo de permeacdo (Js) e coeficiente de correlagdo (R?)
considerando uma cinética de ordem zero

Js (ug/cm?.h) R?— Ordem zero
ALN 26,45 +5,23@™) 0,997
Q-S5% ALN 47,21 + 10,880 0,965
Q-G-S 5% ALN 36,81 + 5,82@b) 0,956

Os dados de fluxo (Js) estdo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). Letras
iguais indicam que ndo h& diferencas estatisticas significativas entre as médias
utilizando-se o teste ANOVA/Tukey (p >0,05), ** indica diferenca estatistica
significativa (p < 0,001).

Figura 38 - Perfis de permeagao do farmaco puro (ALN) das membranas Q-S
5% ALN e Q-G-S 5% ALN através da pele de orelha de porco (n=6).
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Apesar de ser extensivamente utilizada em formulagdes tdpicas,
poucos estudos de permeacdo cutdnea com a ALN sdo encontrados na
literatura. Manca e colaboradores (2016) analisaram a permeagdo,
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hidratacéo e elasticidade da pele (estudos reoldgicos) com modelo de pele
de porco. Foram avaliadas formulagdes lipossomais, um gel comercial
(Sameplast®) e uma dispersdo do farmaco. O perfil de permeacdo foi
maior para os lipossomas, assim como a retencdo de ALN nas camadas
da derme e epiderme. Tais resultados foram associados com o0s estudos
reoldgicos que demostraram uma maior hidratacdo, relaxacdo e maciez
da pele de porco apds contato com essas formulages.

Em relacdo a dose efetiva de ALN para auxiliar na regeneracédo
tecidual, em estudos in vitro de proliferacdo de fibroblastos e sintese de
colageno, as concentracdes utilizadas variaram de 0,25 a 250 pg/mL (AB
RAHMAN; ABDUL RAZAK; MOHD BAKRI, 2014; JORGE et al.,
2008). As formulac6es disponiveis no mercado, que trazem a ALN na
composi¢do como ativo, apresentam uma concentracdo de 0,5 a 2 % do
farmaco (FDA, 2015). Além disso, em estudos sobre a toxicidade aguda
oral e dérmica da ALN em ratos, foi observado valor maior que 5000
mg/Kg (AKEMA, 2006; BECKER et al., 2010). Uma vez que ha
aproximadamente 500 pg de ALN por area de membrana, seria necessaria
uma grande quantidade de membrana para apresentar efeitos tdxicos (1
m? de membrana para um animal de 1 kg). Esses dados demostram que o
aumento da permeacdo da ALN pode ndo causar efeitos toxicos ao
paciente. Os fibroblastos, células que auxiliam na regeneracédo celular e
cicatrizacdo, estdo localizados na derme, desta forma, torna-se necessaria
a permeacao até esta camada para que a atividade farmacolégica da ALN
seja desempenhada (DRISKELL; WATT, 2015; KIM et al., 2007). A
maior permeacdo da ALN, associada com a presenca da QS podem
desempenhar um étimo papel na cicatrizacdo de feridas e queimaduras.
Essa avaliacdo poderia ser observada em testes in vivo de cicatriza¢éo.

Ha poucos estudos sobre 0s mecanismos da QS no aumento da
permeacdo cutanea de farmacos. Os autores relacionam as interacoes das
cargas positivas da QS e negativas das jun¢des intercelulares do estrato
cérneo como uma explicacdo para esse aumento (HE; GUO; ZHANG,
2008; TAVEIRA; NOMIZO; LOPEZ, 2009). No estudo aqui realizado,
as membranas Q-S 5% ALN e Q-G-S 5% ALN passaram por um processo
de neutralizagdo antes da secagem, tornando o polimero neutro ou com
poucas cargas positivas para interagir com a pele. Em busca de outras
explicacOes para os resultados de permeacdo, encontraram-se avaliagfes
da permeacdo cutanea de hidrogeéis de QS com reticulantes fisicos para a
liberacdo de cloridrato de propanol (outra molécula hidrofilica).
Cerchiara e colaboradores (2002) observaram uma relacdo entre o
aumento da permeagdo do farmaco e a sua solubilidade na pele, a qual
ocorreu pela interacdo entre QS e estrato cérneo. He e colaboradores
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(2009) avaliaram a influéncia do contato da QS e seus derivados (mono-
N-carboximetil quitosana e N-trimetil quitosana) na estrutura da queratina
do estrato corneo da pele de ratos. Foram observadas significativas
alteracBes na estrutura secundaria da queratina, por meio da reducdo da
absorcao da banda de amida I. Com a alteracdo da estrutura secundaria da
queratina do estrato corneo, a proteina torna-se mais flexivel e com maior
grau de liberdade para movimentagdo de carbono, o que justificaria um
aumento da permeabilidade de moléculas através da pele. Além disso,
também foi reportado um aumento na hidratacdo do estrato cérneo e
fluidez das membranas celulares na presenca dos polimeros. Esse estudo
compila e demostra 0 mecanismo de interacdo entre QS e a pele que
auxiliam na justificativa para os resultados encontrados para 0 aumento
da permeacdo da ALN nas membranas Q-S 5% ALN e Q-G-S 5% ALN.

4.4 CONCLUSOES

Neste capitulo, membranas neutras de QS, GNP e SBT foram
desenvolvidas para a incorporagdo de ALN, visando uma formulagéo para
aplicacdo em feridas e queimaduras. Os sistemas propostos com e sem
agente reticulante foram comparados frente as suas caracteristicas fisico-
guimicas, morfoldgicas, mecanicas e nos testes de liberacdo e permeacdo
ex vivo.

Com base na coloragdo das membranas contendo GNP, espectro
de FTIR e teste de angulo de contato foi sugerido que ocorrem interagdes
entre ALN e o sistema polimérico. Observou-se uma relagdo entre a
hidrofilicidade da superficie dos sistemas e maior forga de bioadesdo. A
liberacdo in vitro da ALN das membranas sem GNP foi rdpida, sendo
caracterizado como o e efeito de liberagdo “burst”, a qual esté relacionado
com a presenca de farmaco na superficie da membrana. Quando se
comparou o perfil de liberacdo de ALN para as duas concentracBes de
SBT, ndo foram observadas diferencas significativas. Além disso, as
membranas reticuladas com GNP apresentaram valores menores de
eficiéncia de liberagdo, indicando que a reticulagdo auxilia no controle da
liberacdo de ALN. Optou-se por dar sequéncia dos estudos com as
membranas Q-S 5% ALN e Q-G-S 5% ALN, devido a maior
maleabilidade e uniformidade de conteldo de ALN. O sistema ndo
reticulado, Q-S 5% ALN apresentou maior valor de permeabilidade ao
vapor de 4gua, sendo comparavel com valores da literatura de taxa de
vapor para peles lesionadas. O perfil de ruptura das membranas contendo
SBT demostrou que os sistemas sdo menos rigidos que os demais, sendo
uma vantagem para o uso e aplicacdo na pele pela facilidade de manuseio.
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A incorporacdo da ALN nas membranas foi eficaz para o aumento
da permeacdo do farmaco na pele, comparando-se com a molécula em
solucdo. Tal aumento foi associado a presenca da QS e relatos na literatura
do polimero ser responsavel por aumentar a fluidez das membranas
celulares, hidratagédo do estrato corneo e alterar a estrutura da queratina.
Com base na caracterizagdo das membranas e suas propriedades, 0s
sistemas propostos Q-S 5% ALN e Q-G-S 5% ALN sdo promissores para
aplicacdo na pele e auxiliar na regeneracdo tecidual.
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CAPITULO IV, )
PREPARO E CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DAS
ESPONJAS DE QUITOSANA E ALANTOINA
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5 PREPARO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS
ESPONJAS DE QUITOSANA E ALANTOINA

5.1 INTRODUCAO

Matrizes poliméricas porosas, tais como esponjas e scaffolds sdo
solidos tridimensionais que fornecem suporte necessario para a fixacéo,
proliferacdo e diferenciacdo celular quando aplicados na engenharia de
tecidos. Usualmente apresentam graus de porosidade, podendo ser
mecanicamente rigidas ou gelatinosas, dependendo do grau de reticulagédo
(ASTM, 2018; MITSUISHI et al., 2013). Para aplicacéo na area médica,
estes sistemas devem se biocompativeis, maledveis e, dependendo da
aplicacdo, biodegradaveis (JAYAKUMAR et al., 2011). Na literatura, sdo
encontrados diversos sistemas porosos produzidos com quitosana (QS)
com aplicacdo no segmento de regeneracdo tecidual e liberacdo de
farmacos (Bl et al., 2011; HAN et al., 2014; IKEDA et al., 2014;
MAHMOUD; SALAMA, 2016; QIAN et al, 2009;
SHANMUGASUNDARAM et al., 2001; YAN et al., 2010).

Esponjas de QS apresentam propriedades terapéuticas, sdo
flexiveis, porosas, com alta capacidade de absorcéo de liquidos (como
exsudatos, por exemplo) e fornecem uma barreira fisica contra infec¢des
e agressOes. Essas caracteristicas as tornam um sistema promissor para
aplicagdo em queimaduras e lesfes cutaneas (DAI et al., 2011;
JAYAKUMAR et al., 2011).

Testes de cicatrizagdo em ratos com esponjas de QS e curcumina,
apresentaram resultados promissores de adesdo na superficie da lesdo e
absorcao de sangue e exsudato. Além disso, o processo de cicatrizagao foi
mais rapido comparando-se com o controle (gaze). Foi observado maior
formacéo de colageno no local, sugerindo que as esponjas de QS (com ou
sem curcumina) sdo Vviaveis para aplicacdo em feridas (QIAN et al.,
2009).

Em virtude do cenario exposto, a proposta deste capitulo foi avaliar
a preparagdo, bem como as caracteristicas fisicas, quimicas mecanicas e
morfolGgicas de esponjas neutralizadas de quitosana, alantoina e
genipina.

5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Materiais
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Para o desenvolvimento das esponjas poliméricas foram utilizados
ALN e os excipientes previamente caracterizados antes do preparo das
formulagdes conforme descrito no Capitulo Il. A solucdo tampdo PBS
(pH 7,4) foi preparada de acordo com protocolos padronizados (COLD
SPRING HARB PROTOC; 2012). Os reagentes utilizados (carbonato de
sodio, hidréxido de sddio, &cido acético, acido fosforico) sdo de pureza
analitica. A &gua ultrapura foi obtida a partir de sistema Milli-Q®
(Millipore, Estados Unidos da América).

5.2.2 Métodos
5.2.2.1 Preparacdo das esponjas de quitosana e alantoina

As esponjas poliméricas foram obtidas a partir de uma solucéo a
2% (m/V) de QS MMW preparada com uma solucédo de acido acético a
0,1 M. A quantidade de sal carbonato de sédio (Na2CQOs3) foi estabelecida
por titulagdo, utilizando um medidor de pH portétil modelo PG1400
(Gehaka, Brasil). Um volume conhecido de solucdo de QS 2% (m/V) foi
mantido sob agitacdo magnética e aliquotas de 1 mL de Na;CQOs (1 M)
foram adicionadas lentamente até a solucéo atingir pH 7,0. Com base nos
resultados, foi estabelecida a quantidade de 0,71 % (m/m) de Na,COs para
a quantidade de QS acima especificada (2 % m/V).

Nas esponjas reticuladas, adicionou-se 1 mM de genipina (GNP)
ao gel de QS. As quantidades de Na,COsz e GNP foram previamente
estabelecidas em outro trabalho realizado no Laborat6rio Polimat do
Departamento de Quimica da UFSC, orientado pelo Prof. Dr. Alexandre
Luis Parize (ANDRZEJEWSKI, 2017).

Para a ALN, adicionou-se uma concentra¢do que, ao final do
processo de secagem, fosse de 5 % (m/m). As quantidades em
porcentagem de cada excipiente e ALN estdo descritas no quadro 5. Para
padronizar a espessura das esponjas, foi utilizada uma razéo de 0,3 g de
gel para cada cm? de area da placa de Teflon™ (12 cm de didametro).

O processo de preparo das esponjas seguiu uma ordem de adigéo
dos componentes. Inicialmente, pesou-se a QS 2 %, ALN e GNP,
formando um gel. Estes dois Gltimos, quando aplicados, foram agitados
durante 1 h com agitacdo magnética para garantir a homogeneizagao
completa dos componentes. O sal (Na2COs) foi pesado separadamente e
solubilizado em 10 mL de &gua destilada. Na sequéncia, o gel foi
adicionado a solugdo de Na,COgz diretamente na placa e homogeneizado
por agitacdo magnética. Apds esse processo, a placa foi mantida por 3
min em banho de ultrassom para retirada das bolhas do gel. As amostras
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foram congeladas em freezer a -5 °C por 72 h e liofilizadas em liofilizador
LD 1500 (Terroni, Brasil) por 24 horas. Apds a retirada do liofilizador, as
esponjas foram armazenadas em dessecador e protegidas com papel
aluminio.

Quadro 5 - Proporg¢des das matérias primas para obtengdo das esponjas Q Branca,
Q ALN, Q-G Branca, Q-G ALN.

QS 2% ALN GNP Na,CO; Agua

ESPONJA

(%) (%) (%) (%) (mL)
Q Branca? 99,30 0,70 10
Q ALN 99,15 0,15 0,70 10
Q-G Branca 99,28 0,02 0,70 10
Q-G ALN 99,13 0,15 0,02 0,70 10

L A nomenclatura de cada esponja foi baseada na sua composicdo. A letra Q significa
a presenga de quitosana, a letra G de genipina. A presenga do ativo nas membranas
foi representada pela sigla ALN, ja as membranas placebo, ou seja, sem ALN, foram
nominadas “brancas”.

5.2.2.2 Caracterizacéo fisico-quimica e morfolédgica

5.2.2.2.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho das esponjas
foram obtidos em equipamento FTIR Frontier (PerkinElmer, Brasil), em
uma faixa espectral de 600 a 4000 cm, com uma média de 32 scans,
considerando uma resolucéo espectral de 4 cm™.

5.2.2.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em célula Shimadzu DSC-60
(Shimadzu, Kioto, Japéo) utilizando cadinhos de aluminio (modelo 201-
52943) hermeticamente fechados com aproximadamente 5 mg de
esponja. Foram realizadas duas curvas de aquecimento para cada amostra,
a primeira na faixa de 30 a 150 °C, a uma razdo de aquecimento de 10
°C/min e sob atmosfera dindmica nitrogénio (N2) de 100 mL/min. Apds
o resfriamento do sistema, as amostras foram submetidas a segunda curva
de aquecimento de 30 a 270 °C, reduzindo-se a raz&o de aquecimento para
5 °C/min, mantendo-se 0 mesmo fluxo de N da etapa anterior. A primeira
etapa teve como objetivo retirar a &gua ainda presente no sistema,



124

apagando o historico térmico das esponjas (DONG et al., 2004;
IONASHIRO, M.; CAIRES, F.; GOMES, 2014; MARTINEZ-
CAMACHO et al., 2010). Este procedimento é realizado para facilitar a
visualizacdo dos eventos de transi¢do vitrea (Tg) na segunda curva. Os
dados obtidos foram processados com o auxilio do software TA-60®.

5.2.2.2.3 Difragdo de raios-X (DRX)

Os difratogramas das esponjas foram obtidos em equipamento 6-6
D2 Phaser (Bruker), com radiacéo de cobre Ka (A = 1,5418 A), operando
em corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV, equipado com detector de
cintilacdo unidimensional LINXEYE. As medidas foram realizadas a
temperatura ambiente, através de varredura angular a 26 na faixa de 5 a
40° e com incremento de 0,091°/s.

5.2.2.2.4  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises de microscopia foram realizadas no Laboratério
Central de Microscopia Eletronica da UFSC (LCME). As
fotomicrografias das esponjas foram obtidas em microscdpio eletronico
de varredura Jeol JSM 6390 LV (Jeol, Japdo) sob voltagem de aceleracdo
de 10 kV, considerando diferentes magnificacGes. A preparacdo prévia
das amostras envolveu a fixacdo das membranas com fita adesiva dupla
face em stubs e recobrimento com ouro em metalizador do tipo EM SCD
500 (Leica, Austria). Analisou-se a superficie das membranas e porgoes
fraturadas obtidas a partir da submersdao das esponjas em N liquido,
seguido da quebra do material.

5.2.2.3 Ensaio de bioadesdo

Para a andlise de bioadesdo, utilizou-se como modelo
experimental a pele de orelha de porco, adaptando-se metodologias ja
descritas na literatura (BREDENBERG; NYSTROM, 2003;
DONNELLY et al., 2006; GONGCALEZ, 2012). Os testes foram
realizados em texturémetro TA.HD plus (Stable Micro Systems, Reino
Unido), por meio do teste de compressdo. Os pardmetros utilizados estdo
descritos no quadro 6. A for¢ca méaxima de separacdo (forca bioadesiva)
foi obtida através do grafico de forca (N) versus tempo (s). Os ensaios
foram realizados em sextuplicata, com a mesma esponja e adi¢do de
volume fixo de 25 pL de tampéo PBS antes de cada medida.
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Quadro 6 - Parametros utilizados no teste de bioadesédo

Parametro Valores
Velocidade de descida 1 mm/s
Tempo de contato 30s
Forca de gatilho 5mN
Velocidade de subida 0,5 mm/s
Temperatura 25°C

As membranas foram cortadas nas mesmas dimensfes da
superficie circular da sonda (35 mm de diametro) e coladas com auxilio
de fita dupla face. Ja a pele de orelha de porco foi fixada em placa de
madeira com cola de cianoacrilato.

5.2.2.4 Auvaliacao do perfil de liberacdo in vitro da alantoina

Os ensaios de liberagdo in vitro das esponjas de QS foram
realizados em incubadora do tipo shaker modelo NT 715 (Novatecnica,
Brasil). O método utilizado foi adaptado da Farmacopeia Americana
<724> (USP, 2017). Utilizou-se 20 mL de tampé&o PBS (pH 7,4), agitacédo
de 50 rpm a 32 + 0,5 °C, considerando-se condigdo sink?.
Aproximadamente 50 mg de esponja foram pesadas, equivalente a 2,5 mg
de ALN. O ensaio também foi realizado para as misturas fisicas, pesando-
se com precisdo a mesma quantidade de ALN. Aliquotas de 500 pL foram
coletadas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 240
min. As amostras foram diluidas, filtradas e quantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia conforme ja descrito no Capitulo
1.

Com o auxilio do software Add-in DD-Solver®, foi possivel
analisar o perfil cinético de liberacdo da ALN a partir das esponjas de QS.
Os modelos selecionados foram os mesmos do capitulo anterior. A
cinética que apresentou maior valor de R? foi selecionada para representar
a liberacéo do ativo. Pardmetros tais como eficiéncia de liberacdo (EL) e
coeficiente difusional (n) também foram calculados.

5.2.2.5 Determinacao do grau de intumescimento (Gl)

2 condicdo sink: pode ser definida como uma quantidade de solvente nédo inferior a 3 vezes o
volume de meio necessério para obter a solucéo saturada de farmaco (ABDOU, 1989).
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A determinacdo do grau de intumescimento das esponjas foi
realizada em solugdes tampdo PBS pH 7,4. A metodologia foi adaptada
de Mahmoud e Salama (2016). As esponjas foram cortadas de modo que
todas apresentassem a mesma dimensdo e formato (1cm x 1 cm), secas
em estufa a 80 °C por 1 h e pesadas antes de iniciar o experimento. As
amostras foram mergulhadas em tampdo PBS e incubadas no shaker
modelo NT 715 (Novatecnica, Brasil) a 32 + 0,5 °C (sem agitacdo). Nova
pesagem foi realizada apds 24 h de incubacdo. Para isto, as esponjas
foram retiradas do meio, secas em papel absorvente para remover 0
excesso de solugdo na superficie e pesadas novamente. O estudo foi
realizado em triplicata. O Gl de cada amostra no tempo t foi calculado
pela equacéo 8.

Gi(o) = e~ Mo
0) — MO
Onde, M; é a massa da amostra no tempo t e Mg a massa inicial
da amostra.

x 100 ®)

5.2.2.6 Ensaio de erosdo das esponjas de QS

A determinacdo da erosdo das esponjas em meio aquoso foi
realizada ap6s 24 h do experimento de determinacdo do grau de
intumescimento (5.2.2.5). Ao final desse intervalo, as solugdes tampao
foram filtradas e o sélido retido foi colocado em estufa a 60 °C por 24 h,
até completa secagem. A erosdo (E) foi calculada de acordo com a
equacdo 9.

M
E (%) = Ftox 100 )

Onde, M se refere ao peso da amostra ap6s 24 horas e Mg se refere
a massa inicial da esponja.

5.2.2.7 Determinacdo das propriedades mecanicas

Testes de tracdo e compressdo foram realizados com o auxilio de
texturémetro modelo TA.HD plus (Stable Micro  Systems, Reino
Unido), o qual é controlado pelo software Exponent Stable Micro
System®, com uma célula de carga de 50 kgf. A espessura das esponjas
foi medida utilizando-se micrdmetro modelo 102-301 (Mitutoyo, Japéo),
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com divisdes de 0,01 mm e capacidade de leitura de 0-25 mm. Os ensaios
foram realizados em quintuplicata.

5.2.2.7.1 Teste mecanico de tracédo

As amostras foram preparadas na forma retangular, de acordo com
a norma D638-14 (ASTM, 2003). A velocidade de tracdo e distancia
inicial da sonda foi de 1 mm/s e 50 mm, respectivamente.

Para obter os valores de tensdo e deformacdo foi necessario
alimentar o software com as dimens@es dos corpos de prova.

O célculo do médulo de elasticidade (E) das amostras foi realizado
de acordo com a equacéo 10.

t=FE. ¢ (10)

Onde, 7 é a tensdo (MPa), ¢ a deformacédo (%) e E é o médulo de
elasticidade (MPa).

5.2.2.7.2  Teste mecanico de compressdo

Para os testes de compressdao, as amostras foram preparadas na
forma cilindrica de acordo com a norma D 5024-15 (ASTM, 2015). A
velocidade de tracdo utilizada foi de 1 mm/s até atingir 80 % de
compressao do material.

O mobdulo de compressibilidade (MPa) foi calculado na porcao
linear da curva tensdo (MPa) versus deformacao (%).

5.2.2.8 Ensaios de permeacdo cutanea ex vivo

A permeacdo cutanea da ALN pura (controle) e das duas esponjas
de QS (Q ALN e Q-G ALN) foi avaliada utilizando-se metodologias ja
descritas na literatura (BAVARSAD et al., 2016; CAON et al., 2015). O
modelo de membrana selecionado foi a pele de orelha de porco devido a
similaridade anatémicas, bioquimica e fisiolégica em relacdo a pele
humana (CAON et al.,, 2015; JUNG; MAIBACH, 2015; SIMON;
MAIBACH, 1982). As orelhas de porco foram obtidas e processadas
conforme metodologia previamente descrita (Capitulo 111, item 4.2.2.4).

As camaras de Franz foram alocadas em banho termostatizado a
37 °C e o sistema de agitacdo magnética foi ajustado para 800 rpm. O
compartimento receptor foi preenchido com 10 mL de tampéo PBS. N&o
foi necesséria a adicdo de agente solubilizante ja que o farmaco apresenta
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alta solubilidade aquosa. O tecido foi disposto na interface dos
compartimentos da camara de Franz, com a epiderme voltada para o
compartimento doador. Considerou-se uma érea de difusdo de 1,77 cm?.
Previamente ao inicio dos ensaios de permeacdo, ambos 0s
compartimentos foram preenchidos com tampéo PBS de modo a manter
uma hidratacdo mais uniforme dos tecidos. Estipulou-se um periodo de
equilibrio de 30 min.

As esponjas foram cortadas em formato circular com area de 1,77
cm?, pesadas antes do experimento e depositadas sobre o compartimento
doador. Um volume fixo de 100 pL de tampéo PBS foi adicionado sobre
as esponjas para facilitar a bioadesdo e simular o ambiente imido das
feridas. Para comparar os perfis de liberacdo das esponjas e do farmaco
puro, considerou-se a adi¢do de 1 mL de uma solucéo aquosa a 1 mg/mL
de ALN. Tal concentracdo foi calculada com base nas quantidades de
ALN por area de esponja utilizada no experimento.

Em intervalos pré-determinados (1, 2, 3, 4, 5 e 6 h), aliquotas de
400 pL da solucdo receptora foram retiradas pela canula de amostragem
(com reposicdo da solucdo) e quantificadas por CLAE utilizando o
método previamente descrito (item 4.2.2.5).

Com os resultados da quantificacdo de ALN na camara receptora
foram plotados os graficos da quantidade de ALN permeada (ug/cm?) em
funcédo do tempo (h). O estado de fluxo constante (Js) foi calculado pelo
coeficiente angular da reta que relaciona a quantidade de ALN permeada
(ng/cm?) em funcéo do tempo (h) (GANNU et al., 2010; MASHRU et al.,
2005). Eventualmente, a quantidade de ALN presente na area de 1,77 cm?
de esponja estava um pouco abaixo de 1000 pg, desta forma, os valores
finais foram normalizados para que todas as amostras apresentassem a
mesma quantidade inicial de ALN. Como os perfis cinéticos tiveram um
comportamento linear, sugerindo uma cinética de ordem zero, calculou-
se o coeficiente de correlagdo (R?) de modo a julgar se as esponjas seriam
candidatas apropriadas quando se considera uma liberagéo controlada do
ativo.

A retencdo da ALN na epiderme e derme foi avaliada ao final do
experimento. As amostras de pele expostas aos tratamentos foram lavadas
com PBS para remover o excesso de farmaco nas camadas superficiais e
a epiderme foi separada da derme com o auxilio de bisturi. Para aumentar
a eficiéncia de extracdo do farmaco a partir do tecido, fragmentos
menores foram gerados cortando-se o tecido com uma tesoura. A extracdo
da ALN foi realizada com 3 mL de acetonitrila que, apds 24 h de
armazenamento em geladeira (4°C), incluiu uma etapa de sonicagdo (15
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min) e centrifugacgdo (5 min). As amostras foram diluidas e analisadas por
CLAE.

Para avaliar a perda de massa das esponjas, ao final do
experimento, as amostras foram mantidas em estufa a 60 °C por 24 h e
pesadas. A perda de massa (PM) foi expressa em porcentagem, de acordo
com a equacao abaixo.

M
PM (%) = Vtx 100 (11)
0

Onde, M se refere ao peso da amostra apds secagem na estufa por
24h e My se refere a massa inicial da esponja.

5.2.2.9 Anélises estatisticas

Para as analises estatisticas do teste de bioadesao e liberagéo in
vitro utilizou-se o teste t-Student. Para os demais testes, empregou-se a
analise de variancia (ANOVA) com pos-teste Tukey. O software
GraphPad InStat foi utilizado para o tratamento dos dados. Para todas as
andlises estatisticas, aplicou-se um intervalo de confianca de 95%.
Diferencas entre os tratamentos foram consideradas significativas quando
p <0,05.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Preparacao das esponjas de quitosana e alantoina

Conforme j& descrito no Capitulo 11, no topico de preparagdo das
membranas (4.3.1), as esponjas de QS passaram pelo processo de
neutralizagdo previamente a secagem. Nos primeiros testes, considerou-
se a adicdo do plastificante SBT, porém, durante o processo de
liofilizagdo ocorreu extravasamento do mesmo nas bandejas do
equipamento. Além disto, as esponjas sem SBT ndo apresentaram
fragilidade ao manuseio. Desta forma, optou-se por trabalhar com os
sistemas sem plastificante.

A operacdo de secagem por liofilizagéo resultou em uma perda de
massa de aproximadamente 97,5% (m/m), o que exigiu novo ajuste da
guantidade de ALN adicionada de modo que as membranas e esponjas
apresentassem a mesma concentracao final (5% m/m).
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A reticulacdo quimica com GNP forma membranas de coloragdo
diferenciada. Tal processo inicia quando QS e GNP sdo misturadas, na
etapa de preparagéo, e intensifica-se ao longo do processo de secagem.
Contudo, p6de-se observar que, ao congelar as amostras, essa alteragdo
de cor foi interrompida. Ao final da liofilizacdo, as esponjas
desenvolvidas apresentaram coloracgdo levemente esverdeada (Figura 39).

Figura 39 - Foto das esponjas Q Branca, Q ALN, Q-G Branca, Q-G ALN.
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5.3.2 Caracterizacao fisico-quimica e morfolégica

5.3.2.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Analisando os espectros de FTIR das esponjas de QS, atribui-se
diversas bandas ao polimero (Figura 40). Dentre elas estdo as bandas em
3292 cm'* (grupamento -OH e -NH); entre 2850 e 2950 cm™* (deformagéo
axial do grupamento -CH,); 1637 cm™* (amida 1); 1375 cm™ (estiramento
simétrico de -CHs) e 1026 cm™ (estiramento simétrico de -COC)
(HOSSEINI et al., 2015; KIM, 2010; LAWRIE et al., 2007). Na regido
de 3700 cm a 3200 cm, a qual ¢ atribuida aos grupamentos -NH, -OH
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e ligacBes de hidrogénio formadas entre QS e a agua, a intensidade da
banda é menor para as esponjas em relacdo as membranas. Essa reducéo
pode estar associada a menor quantidade de agua presente nos sistemas
liofilizados (MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010).

Butler, Ng e Pudney (2003) analisaram o espectro de FTIR da
mistura de QS e GNP. Os autores relacionam a diminuic¢éo na intensidade
das bandas em 1550 e 1414 cm com as interagBes que ocorrem entre
polimero e reticulante. Isto foi observado nas esponjas com GNP para as
bandas entre 1548 e 1558 cm™ e entre 1406 e 1409 cm?, confirmando que
ocorreu reacao de reticulacdo (Quadro 7). O sal de acetato de sddio
trihidratado, formado na reacdo de neutralizacdo da QS também é
caracterizado pela presenca de bandas nesta regido (AGASTI,
KAUSHIK, 2014; MAX; CHAPADOS, 2004).

Figura 40 - Espectro de FTIR para as esponjas Q Branca, Q ALN, Q-G Branca,
Q-G ALN.
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De forma analoga as membranas do capitulo anterior, bandas na
regido de 1550-1560 cm™* apresentaram um aumento comparando-se com
0s sistemas placebo. Esse aumento pode estar associado ao deslocamento
da banda em 1525 cm™ (-NH da imida) da ALN devido as interacdes com
0 sistema.
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Quadro 7 - Intensidades de absorbancia normalizadas do espectro de FTIR das
esponjas Q Branca, Q-G Branca, Q ALN e Q-G ALN nas faixas 1548-1558 cm*
e 1406-1409 cm™™.,

Esponja 1548- 1558 cm™ 1406 - 1409 cm™*
Q Branca 2,0753 2,255
Q-G Branca 1,7273 1,5587
Q ALN 2,2106 2,4955
Q-G ALN 1,4056 1,1714

5.3.2.2 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As curvas termoanaliticas das esponjas apresentaram um perfil
semelhante ao encontrado no Capitulo Ill. No primeiro ciclo de
aquecimento (Figura 41), é possivel visualizar um evento de fusédo
préximo a 55 °C, o que é associado ao sal trihidratado de acetato de sédio
formado na reacdo de neutralizagdo das esponjas (CABEZA et al., 2003;
MACHIDA,; SUGAHARA,; HIRASAWA, 2017; WADA,;
YAMAMOTO, 1982). Entre 70 e 115 °C, outro evento endotérmico mais
alargado esta presente, o qual é associado a evaporacdo de agua e
compostos volateis. Silva e colaboradores (2016) avaliaram o
comportamento térmico de scaffolds de QS e curcumina e relacionaram o
evento endotérmico em 146 °C a evaporacdo de compostos volateis e
possivel relaxagdo das cadeias da QS. Para a esponja Q ALN, o evento
associado a perda de 4gua ocorreu entre 115 e 150 °C. Tal variagdo pode
estar relacionada com a amostra, visto que a esponja Q ALN estava
armazenada a mais tempo que as demais. Outra possivel explicacdo esta
relacionada com as interacdes que a ALN faz com o sistema, podendo
alterar a temperatura de volatilizacdo da agua e outras substancias.
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Figura 41 - Primeira curva de aquecimento de DSC para as esponjas Q Branca,
Q ALN, Q-G Branca, Q-G ALN.
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Figura 42 - Segunda curva de aquecimento de DSC para as esponjas Q Branca,
Q ALN, Q-G Branca, Q-G ALN.
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Na segunda etapa de aquecimento (Figura 42), o evento de fusdo
da ALN ndo foi observado para nenhuma das esponjas, 0 qual esta
associado a baixa quantidade de ativo nas formulagdes (inferior ao limite
de deteccdo do equipamento) e a possivel amorfizacdo. Novamente, ndo
foi possivel visualizar o evento caracteristico da Tg dos sistemas de QS.
A Tg ocorre nos polimeros amorfos e é caracterizada por uma mobilidade
aumentada dos segmentos da cadeia, fazendo com que o material mude
de um estado vitreo, imobilizado, para um estado flexivel (BERG et al.,
2014). Conforme discutido no capitulo anterior, a alta higroscopicidade
da QS dificulta a determinacdo da Tg dos sistemas desenvolvidos
(ANDRZEJEWSKI, 2017; CORAZZARI et al., 2015; IONASHIRO, M.;
CAIRES, F.; GOMES, 2014; MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010)

5.3.2.3 Difragdo de raios-X (DRX)

Para todas as amostras analisadas, halos de baixa intensidade em
20 em 10° e 20° foram observados, sendo caracteristicos de sistema
amorfo (Figura 43). Ambos sdo caracteristicos da QS e sdo indicativos
que os sistemas desenvolvidos estdo no estado semicristalino com baixo
grau de cristalinidade (CORAZZARI et al., 2015; NUNTHANID et al.,
2001). A esponja Q-G Branca foi a que apresentou maior intensidade para
os dois halos, esse mesmo comportamento foi observado para as
membranas de QS reticuladas.

Figura 43 - Andlises de DRX para as esponjas Q Branca, Q ALN, Q-G Branca,

Q-G ALN.
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Comparando-se os difratogramas das esponjas com as membranas
de QS, notou-se uma diminui¢do na intensidade das reflexdes para 0s
sistemas liofilizados. Pierre e Pajonk (2002) mencionam que sistemas do
tipo aerogel, na grande maioria das vezes, apresentam estrutura amorfa
guando analisados por DRX.

5.3.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens da superficie dos sistemas liofilizados revelaram um
carater poroso e laminar com depdsito de sal de acetato de sddio
trihidratado, o qual também foi observado na superficie das membranas
de QS neutralizadas. As imagens A1, B1 e D1 (Figura 44) revelaram uma
superficie lisa e homogénea para a parede dos poros.

Nas micrografias das fraturas (Figura 45), é observada a mesma
caracteristica porosa, evidenciando as formas irregulares e heterogéneas
dos poros. As regifes analisadas das esponjas Q Branca e Q-G ALN
(Figura 45 A2 e D2) apresentaram tamanhos menores de poros em relagédo
as demais.

Figura 44 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura
para a superficie das esponjas: Al) Q Branca; B1) Q ALN; C1) Q-G Branca;
D1) Q-G ALN.
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Figura 45 - Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura
para a fratura das esponjas: A2) Q Branca; B2) Q ALN; C2) Q-G Branca; D2)
Q-G ALN.

A formacéo de estruturas laminares e porosas é descrita por Suh e
Matthew (2000). Os autores explicam que o congelamento dos sistemas
leva a formacdo de cristais de agua no gel de QS, gerando materiais
porosos ap6s a remocdo da agua por liofilizacdo. O tamanho de poro e
distribuicdo podem ser controlados pela velocidade de congelamento. Em
outro estudo com diferentes métodos de congelamento de géis de QS,
observou-se que métodos rapidos de congelamento resultavam em cristais
de gelo menores e, por consequéncia, menor tamanho de poro dos
scaffolds (MADIHALLY; MATTHEW, 1999). Dessa forma, 0s poros
irregulares das esponjas podem estar associados ao congelamento lento
do gel de QS (a -5°C por 72 h).

Em formulagdo para regeneragdo tecidual, como em CUlcera e
gueimaduras, a presenca de poros auxilia na troca de gases, absor¢do de
exsudato e fornece o suporte necessario para a fixacdo e proliferacdo
celular JAYAKUMAR et al., 2011; SILVA et al., 2016).

Os testes de angulo de contato e molhabilidade, descritos no
Capitulo 11l também foram realizados para as esponjas. Por outro lado,
devido a alta porosidade do sistema, a gota de agua foi rapidamente
absorvida, impedindo a visualizacdo do éangulo formado entre as
superficies.
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5.3.3 Ensaio de bioadesao

A adesdo das esponjas e scaffolds a pele é um pré-requisito para a
obtencdo de produtos adequados para uso topico em lesdes e
gueimaduras. Quando maior a forca bioadesiva, maiores sdo as interacfes
entre a formulagdo e o tecido bioldgico (BREDENBERG; NYSTROM,
2003; DONNELLY et al., 2006; GONCALEZ, 2012; PEH; KHAN;
CH’NG, 2000; SILVA et al., 2008).

N&o foram observadas variagcdes significativas entre as amostras
guando comparadas duas a duas ou todas ao mesmo tempo (p > 0,05, t-
Student e ANOVA/Tukey; Figura 46). Isso indica que a presenca do
farmaco nao alterou a propriedade bioadesiva das esponjas.

Analisando os resultados obtidos para as membranas de QS no
Capitulo 111 (4.3.4), sdo observadas diferencas nos valores comparando-
se com as esponjas. Os sistemas liofilizados apresentam o dobro de for¢a
de bioadesdo. As esponjas, por serem sistemas porosos e de alta retencao
de liquidos, interagem com a pele mais facilmente.

Figura 46 — Resultados da forca bioadesiva (N) das esponjas testadas em pele de
orelha de porco.
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Os dados estéo apresentados como média + desvio padréo (n=6).

Mahmoud e Salama (2016), em estudo com scaffolds de QS e
colageno, realizaram o teste de bioadesdo em condicGes experimentais
semelhantes. A formulagcdo com maior forga bioadesiva apresentou valor
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de 0,35+ 0,01 N (36,0 + 0,8 g). Os autores nao utilizaram tampdo ou agua
para umidificar a pele, o que explicaria os baixos valores encontrados.
Wang, Yan e Zhang (2006), por sua vez, realizaram este teste com
esponjas de QS submergindo-as previamente em PBS pH 7,4. Os
resultados encontrados foram elevados, em torno de 23 N. Tais
informacdes vdo ao encontro da teoria da molhabilidade que relaciona as
tensdes interfaciais entre as superficies, na qual a agua presente no
sistema € de total importdncia para o processo de adesdo
(BREDENBERG; NYSTROM, 2003).

5.3.4 Avaliacéo do perfil de liberacé&o in vitro da alantoina

Analisando as curvas de liberacdo (Figura 47), nota-se que as
esponjas ndo apresentam liberacdo tdo rapida quanto suas respectivas
misturas fisicas nos primeiros 20 min. Comparando-se as formulacdes Q
ALN e Q-G ALN, ndo foram observadas diferencas significativas no
valor de eficiéncia de liberacéo (Tabela 6).

Os perfis de liberacdo das esponjas e membranas (Q-S 5% ALN e
Q-G-S 5% ALN) foram também comparados, a fim de verificar a
influéncia da operacdo de secagem dos géis de QS na liberacdo de ALN
(Figura 47). Analisando os sistemas sem agente reticulante, observou-se
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05, t-Student) entre os
valores de EL da esponja e membrana (88,71 + 2,77 % versus 95,13 +
2.15 %, respectivamente). O efeito burst de liberacdo ndo é téo
pronunciado na esponja, sendo notdria a diferenca nos perfis de liberacéo.
Foram necessarios 45 min para a concentragdo de ALN ser a mesma para
ambas as formulagdes. J& nos sistemas com GNP, o perfil de liberagdo
ndo apresentou muitas variacGes, contudo, observou-se diferenca
estatisticamente significativa para o valor de EL (p < 0,05).

De forma geral, as esponjas apresentaram uma liberagdo mais lenta
em relacdo as membranas (Figura 48). Tal comportamento ndo era
esperado, uma vez que a estrutura das esponjas é constituida por poros
maiores, como observado pelas anélises de MEV. O efeito de liberacéo
burst, observado claramente para as membranas, pode estar associado a
grande quantidade de ALN na superficie, ocasionada pela operacdo de
secagem e/ou a presenca de SBT, que auxilia na solubilizagdo do ativo
(HUANG; BRAZEL, 2001). Mahmoud e Salama (2016), em estudo de
liberacdo do norfloxacino a partir de scaffolds de QS e alginato,
relacionou a répida liberacdo do farmaco com a alta porosidade e
superficie de contato dos sistemas. No caso das esponjas estudadas, o
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mecanismo de liberacdo pode estar associado com o intumescimento das
esponjas e a difusdo do farmaco para 0 meio aquoso.

Figura 47 - Liberagéo da ALN (%) em fungdo do tempo (min). Comparacéo entre
esponjas Q ALN e Q-G ALN e suas respectivas MF.
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Os resultados estéo expressos como média + desvio padrdo (n=3).

Tabela 6 - Valores dos parametros cinéticos de coeficientes de correlagio (R?) e
eficiéncia de liberacdo (EL) para as esponjas de QS nos modelos cinéticos de
Peppas-Sahlin (Q ALN) e Korsmeyer-Peppas (Q-G ALN).

PARAMETROS CINETICOS

Esponja R? EL 240min (%0)
Q ALN 0,97 88,71+2,77%
Q-GALN | 0,95 85,64 £2,88°

Os dados de EL est&o apresentados como média + desvio padréo (n=3). Letras iguais
indicam que ndo ha diferencas estatisticas significativas entre as médias (p > 0,05, t-

Student).
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Figura 48 - Liberacdo da ALN (%) em fung&o do tempo (min). Comparacéo entre
membranas e esponjas de A) Esponja Q ALN versus Membrana Q-S 5% ALN;
B) Esponja Q-G ALN versus Membrana Q-G-S 5 % ALN.
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Os resultados séo expressos como média + desvio padréo (n=3).

Com auxilio do software Add-in DD-Solver®, foi possivel calcular
0s pardmetros cinéticos da liberagdo de ALN das esponjas. Os modelos
que apresentaram maiores valores de R? para Q ALN e Q-G ALN foram
o0 de Peppas-Sahlin e Korsmeyer-Peppas, respectivamente (Tabela 6).

O modelo de Peppas-Sahlin une dois fenbmenos para explicar o
processo de liberacdo, a difusdo do farmaco e o relaxamento da matriz
polimérica. A equacdo que representa 0 modelo de liberacdo da esponja
Q ALN esté descrita abaixo:

M
ﬁ = Kit™ + Ky 2™ (12)
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Onde, “Mt/Mx” representa a fragdo do soluto liberado no tempo
“t”, “Ki1” e “K2” representam constantes associadas as contribuicdes
relativas do mecanismo de difusdo Fickiana e do mecanismo de
erosdo/relaxamento (transporte Caso 1) o coeficiente “m” é o expoente
de difusdo Fickiana (PEPPAS; SAHLIN, 1989).

Ja o modelo de Korsmeyer-Peppas descreve a liberagdo do farmaco
guando o0 mecanismo que prevalece é uma combinacdo do
intumescimento e relaxamento das cadeias poliméricas e da difusdo do
farmaco para o meio. Este modelo é representado pela equagéo abaixo:

Mr _ gy
., - Kt (13)

Onde, “Mt/Mw” representa a fragdo do soluto liberada no tempo t;
“k” é uma constante que incorpora caracteristicas da matriz polimérica e
do soluto e “n” é o coeficiente difusional, fornece informagdes sobre o
mecanismo de liberacdo a partir de matriz polimérica (RITGER;
PEPPAS, 1987).

Para a esponja Q-G ALN o valor de “n” foi menor que 0,5 (n=0,07)
indicando que o mecanismo de liberacdo da ALN é por difusdo Fickiana,
na qual o transporte do farmaco para o solvente ocorre pela difuséo do
soluto através de camadas da matriz (RITGER; PEPPAS, 1987).

5.3.5 Determinacao do grau de intumescimento (Gl)

A captacdo de liquidos pelas matrizes porosas tem relacdo direta
com a capacidade de adesdo, diferenciacéo e proliferacdo celular, assim
como na absorcdo de exsudatos em lesfes cutaneas (HAN et al., 2014;
LIN etal., 2009; SHANMUGASUNDARAM et al., 2001).

Né&o foram observadas diferengas significativas entre as amostras
(p>0,05, ANOVA/Tukey; Tabela 7) e os valores de GI foram
expressivamente maiores do que os encontrados para as membranas do
capitulo anterior. As esponjas proporcionaram alta capacidade de
absorcao de agua na temperatura da pele, tornando-as promissoras na area
de bandagens e liberacdo de farmacos.

A hidrofilicidade e higroscopicidade da QS, assim como a
presenga de poros na estrutura, sdo responsaveis pela capacidade de
absorcdo de agua das matrizes (MAHMOUD; SALAMA, 2016).
Analisando individualmente os resultados, observaram-se valores
maiores para 0s sistemas sem agente reticulante. Bi e colaboradores
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(2011), em estudo com scaffolds de QS/colageno/GNP, observaram o
mesmo comportamento de reducdo de Gl com o0 aumento da concentracdo
de GNP e tempo de reacdo. A reticulagdo quimica entre a QS e GNP leva
a formacao de estruturas menores e reducdo dos grupamentos hidrofilicos
(BISPO et al., 2010; YAN et al., 2010). Yan e colaboradores (2010), por
sua vez, encontraram resultados contrarios para scaffolds de
QS/colageno/GNP, em que sistemas com reticulante apresentaram maior
G| comparativamente aqueles sem reticulante. Para os autores, 0 aumento
da estabilidade estrutural dos sistemas com GNP explicaria estes
resultados. Os scaffolds sem o agente reticulante, em contato com a agua,
colapsam e permitem menor captagao do liquido.

Tabela 7 - Parametros de grau de intumescimento (GI) e perda de massa (%) das
membranas ap6s 24 h em tampéao PBS pH 7,4 a 32 + 0,5°C.

Esponja Gl 24h (%) Perda de massa (%0)
Q Branca 1257,82 + 116,33 23,37 £1,83

QALN 1373,47 £ 149,31 30,35+ 3,79"

Q-G Branca 1222,87 + 188,69 21,20 + 3,89"

Q-G ALN 1142,66 + 197,52 26,09 + 3,84

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo (n=4)* indica diferenca
estatistica significativa entre as médias (p < 0,05; ANOVA/Tukey).

5.3.6 Ensaio de erosao das esponjas de QS

Ao final do experimento de GI, a erosdo das esponjas foram
verificadas nas condices de temperatura da pele e pH das lesdes
(SCHNEIDER et al., 2007). Essa propriedade das matrizes porosas pode
revelar a estabilidade dos sistemas frente a condigdes que simulam feridas
cutaneas. Apenas para as esponjas Q ALN e Q-G Branca foram
observadas diferencas significativas entre as médias quando este
pardmetro foi analisado (p < 0,05, ANOVA/Tukey; Tabela 7). As
esponjas contendo ALN apresentaram maior perda de massa em relacéo
ao placebo. Analisando a erosao entre os sistemas com ALN, a esponja
Q-G ALN teve menor perda, indicando maior estabilidade frente as
condicdes experimentais utilizadas.

Estudos na literatura relatam que a reticulacdo de matrizes porosas
aumenta a bioestabilidade dos materiais; reduzindo a solubilidade em
meio aquoso (Bl et al., 2011; QIAN et al., 2009; YAN et al., 2010).
Dependendo da aplicagao, a bioestabilidade pode ou ndo ser desejada. Em
casos de scaffolds utilizados como implantes na engenharia de tecidos,
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esta € uma caracteristica importante (GRIFFON et al., 2006; SEOL et al.,
2004). J& para materiais de uso topico, por exemplo, esse aspecto ndo é
uma exigéncia. A solubilizacdo/erosdo da QS pode representar uma
vantagem quando se objetiva a cicatrizacdo de tecidos considerando que
0s seus mondmeros N-acetil-glucosamina e glucosamina auxiliam na
biossintese do &cido hialurénico e outros componentes da matriz
extracelular (COSTA SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006).

5.3.7 Determinacao das propriedades mecanicas
5.3.7.1 Teste mecanico de tracdo

Por meio do teste mecénico de tracdo, pdde-se obter as curvas de
tensdo versus deformagdo para as esponjas. A tensdo de ruptura (MPa),
deformacdo na ruptura (%) e modulo de elasticidade (MPa) néo
apresentou variagGes significativa entre as amostras testadas (p>0.05,
ANOVA/Tukey; Tabela 8). Para todos os parametros analisados,
principalmente tensdo de ruptura e deformagdo na ruptura, os valores
encontrados foram expressivamente menores aos das membranas de QS
(Capitulo 111, Tabela 4). Devido a menor maleabilidade das matrizes
porosas, esses resultados ja eram esperados.

Tabela 8 - Pardmetros do teste mecanico de tragéo obtidos para as esponjas de

Qs.

. . Modulo de
. Tenséo de Deformacéo na L
Esponja ruptura (MPa) ruptura (%) elasticidade
P (MPa)

Q Branca 0,18 £ 0,07 1,60 + 0,47 0,14 £ 0,03
Q ALN 0,20 £ 0,06 1,63+0,54 0,15+ 0,01
Q-G Branca 0,26 £ 0,10 2,28+0,51 0,15+ 0,06
Q-G ALN 0,14 + 0,04 1,87+ 0,64 0,11+ 0,04

Os dados estao apresentados como média + desvio padrao. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as médias utilizando-se o teste
ANOVA/Tukey (p >0,05).

O comportamento das esponjas, quando submetidas a tracdo, pode
ser observado na figura 49. Assim como para as membranas com agente
plastificante, as matrizes porosas apresentam apenas a regido elastica
antes da ruptura. Essa deformacéo é reversivel quando retirada a tensdo
sobre o material (BARBOSA et al., 2017; CANEVAROLO JR., 2004;
HIBBELER, 2004; MANUEL; DIAS, 2017).
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Figura 49 - Teste mecénico de tragdo. Curvas ilustrativas de deformacéo plastica
e/ou elstica das esponjas (n=1)
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Suh e Matthew (2000) relatam a reducdo no médulo de elasticidade
de scaffolds de QS comparando-se com membranas ndo porosas do
mesmo polimero. Os valores de tensdo de ruptura para 0s sistemas
porosos foram entre 30-60 KPa (0,03-0,06 MPa). Estudos demonstram
gue a porosidade de scaffolds influencia na tensdo de ruptura e médulo de
elasticidade. O aumento da porosidade estaria relacionado com a
diminuicdo desses parametros. O tamanho, assim como espessura das
paredes dos poros, podem ser controladas no momento de preparo,
variando-se a temperatura de congelamento (IKEDA et al., 2014; LIN et
al., 2003) ou alterando-se a forga ibnica do meio (adicdo de agUlcares,
sais).

Nas andlises por MEV, as esponjas Q Branca e Q-G ALN
apresentam menor tamanho de poro. Entretanto, divergindo dos estudos
citados acima, 0s parametros mecanicos encontrados nao apresentaram
correlacdo com a porosidade. A heterogeneidade da morfologia das

esponjas pode ser 0 motivo para a similaridade dos resultados nos testes
de tracgdo.
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5.3.7.2 Teste mecanico de compressao

No teste mecanico de compressdo, regides lineares em baixas
tensbes sdo caracteristicas de materiais porosos, indicando
comportamento eldstico (PIERRE; PAJONK, 2002; ZMORA;
GLICKLIS; COHEN, 2002). Em estudos com scaffolds de fibroina de
seda, Kim e colaboradores (2005) verificaram a influéncia do tamanho de
poro nos pardmetros de compressdo. Quanto menores oS poros do
material, maior a rigidez e resisténcia mecénica.

Tabela 9 - Pardmetros do teste mecanico de compressao obtidos para as esponjas
de QS.

Maddulo de compressibilidade

Esponja Tensdo maxima (MPa) (MPa)

Q Branca 0,0795 + 0,0099 0,0013 + 0,0002
Q ALN 0,0431 + 0,0076 0,0014 + 0,0004
Q-G Branca 0,050 + 0,021 0,0013 + 0,0003
Q-G ALN 0,0548 + 0,0247 0,0012 + 0,0004

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as médias, utilizando-se o teste
ANOVA (p < 0,05).

Para as esponjas de QS testadas, também se observou um
comportamento elastico a compressdo. Nao foram observadas diferencas
significativas entre as amostras para os dados de tensdo maxima (MPa) e
modulo de compressibilidade (MPa) (p>0,05, ANOVA/Tukey; Tabela 9).
Os valores encontrados para estes parametros foram relativamente baixos
qguando comparado a sistemas semelhantes da literatura (LIMA, 2006;
ZHANG; ZHANG, 2002). Estes resultados indicam a menor resisténcia
mecanica e rigidez dos materiais, contudo, certa resisténcia ao manuseio.
Considerando-se que as esponjas Sdo para uso topico em lesdes, tais
caracteristicas podem representar uma vantagem para 0s Sistemas
poliméricos.

Nao foram observadas relages entre tamanho de poro, adi¢do de
farmaco ou de agente reticulante para esse teste mecanico.
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5.3.8 Ensaios de permeacao cutanea ex vivo

De forma andloga as membranas, ensaios de permeacdo foram
realizados com esponjas de QS. Novamente, observou-se um aumento na
permeacdo do farmaco (ug/cm?) ao longo do tempo (Figura 50) para todos
0s sistemas testados. Analisando o parametro fluxo (Js) na tabela 10, nota-
se que houve diferenca entre as esponjas e o controle (solucdo de ALN a
1mg/mL) (p < 0,001). Entre as esponjas, h4 uma diminuigéo aparente da
permeacdo para o sistema reticulado Q-G ALN, porém, sem diferenca
estatistica (p>0,05). A reducdo dos grupamentos hidrofilicos disponiveis
apos a reticulacdo, diminui a interagdo com a agua, podendo influenciar
na difusdo da ALN, bioadesdo e permeacdo. Da mesma forma que o
observado para as membranas, a ALN apresentou maior retencdo na
derme e epiderme quando veiculada em esponjas ndo reticuladas. A
discussdo dos dados de retencdo cuténea foi apenas qualitativa pelas
razBes ja expostas (limitagdes da metodologia de extracdo e altos valores
de coeficiente de variagdo). Uma perda de massa proxima a 30% foi
encontrada para ambas as esponjas, corroborando com valores do teste de
solubilidade. As membranas apresentaram perda de massa de
aproximadamente 70% na permeacéo, porém tal resultado esté associado
a difusdo do SBT para a pele, impossibilitando a correlagdo entre os
sistemas para a biodegradagdo da QS. Os testes de liberacdo in vitro das
esponjas revelaram um perfil semelhante aos sistemas com e sem GNP.
Observou-se uma tendéncia de maior permeacao para o sistema Q ALN
em relacdo ao reticulado, porém sem diferencas estatisticas.

Com relagéo & andlise do comportamento cinético de ordem zero
(Tabela 10), esponjas sem reticulante apresentaram maior coeficiente de
correlagdo comparativamente as esponjas reticuladas. A esponja sem
reticulante apresentou um perfil cinético similar ao do farmaco puro.

Tabela 10 - Parametro de fluxo (Js) e coeficiente de correlagdo (R?) considerando
uma cinética de ordem zero.

Js (ug/cm?.h) R? — Ordem zero
ALN 26,45 + 5,23 0,997
Q ALN 64,99 + 5,01 0,978
Q-G ALN 61,19 + 2,45@™) 0,964

Os dados de fluxo (Js) estdo apresentados como média + desvio padréo (n=6). Letras
iguais indicam que ndo h& diferencas estatisticas significativas entre as medias
utilizando-se o teste ANOVA/Tukey (p >0,05).** indica diferenca estatistica
significativa (p < 0,001).
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Figura 50 -Perfis de permeacéo do fa&rmaco puro (ALN) e das esponjas Q ALN
e Q-G ALN através da pele de orelha de porco (n=6).
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Figura 51 - Perfis de permeacdo do farmaco puro (ALN), das membranas (M)
Q-S 5% ANL, Q-G-S 5% ALN e das esponjas (E) Q ALN e Q-G ALN através
da pele de orelha de porco (n=6).
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Esse aumento na permeacdo da ALN, quando incorporada nas
esponjas, foi novamente associado a interacdo que ocorre entre QS e a
pele. Conforme descrito no capitulo anterior, estudos associam 0 aumento
da hidratacdo, maciez, relaxacéo e fluidez da pele a maior permeacéo de
farmacos. Tais propriedades sdo observadas quando a pele entra em
contato com a QS. Além disso, a modificagdo conformacional da
queratina do estrato cdrneo também estaria diretamente relacionada com
esse aumento na permeacdo (CERCHIARA et al., 2002; HE et al., 2009).

Tabela 11 - Parametro de fluxo (Js) e coeficiente de correlagio (R?) para a cinética
de ordem zero do farmaco puro (ALN) e ALN permeada por meio das membranas
(M) Q-S 5%ALN, Q-G-S 5% ALN e esponjas (E) Q ALN e Q-G ALN.

Js (ug/cm?.h) R? — Ordem zero
ALN 26,45 + 5,23@" 0,997
(M) Q-S 5% ALN 47,21 + 10,886 0,965
(M) Q-G-S 5% ALN 36,81 + 5,826 0,956
(E) Q ALN 64,99 + 5,01 0,978
(E) Q-G ALN 61,19 + 2,45 0,964

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo (n=6). Letras iguais
indicam que ndo h& diferencas estatisticas significativas entre as médias utilizando-
se o teste ANOVA/Tukey (p >0,05). * e ** indica diferenca estatistica significativa (p
<0,001).

Comparando-se os perfis de permeacdo, bem como valores de Js e
R? entre todos os sistemas testados, incluindo o farmaco em solugdo,
notam-se algumas diferencas (Figura 51 e Tabela 11). O perfil de
permeacdo e Js das esponjas apresentaram valores maiores em relacao as
membranas e farmaco puro. Esses resultados indicam que as esponjas
apresentam maior interagdo com a pele e, desta forma, facilitariam a
permeacdo da ALN. Nas analises por MEV, estruturas porosas e de alta
area de contato foram observadas nas esponjas, diferentemente das
estruturas compactadas e superficies lisas das membranas. Nos testes de
bioadesdo e GI, um aumento significativo da interacdo dos sistemas
porosos com a agua e a pele foi relatado, bem como uma maior area de
contato, o que justificaria a maior permeacdo da ALN encontrada.
Analisando os resultados da permeacéo e dos testes de liberacdo in vitro,
notou-se uma inversdo nos comportamentos dos sistemas. Na liberacéo,
as membranas apresentaram um efeito de liberagdo “burst”, na qual a
guantidade de ALN liberada foi maior que 75% nos primeiros 5 min. J&
as esponjas apresentaram uma liberacdo mais lenta em relacdo as
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membranas. Para o estudo de permeacdo foi observado o inverso. Visto
que a liberagdo ocorre com a submersdo da membrana/esponja no meio
PBS, a liberagdo do farmaco que estd na superficie da membrana foi
facilitada. Na permeacéo, além da solubilizagdo da ALN o fator interacéo
com a pele tem grande peso na permeacdo da molécula. Desta forma,
verifica-se que os resultados de bioadesdo podem ser indicativos do
comportamento na permeacao cutanea de sistemas contendo QS.

As esponjas de Q-ALN e Q-G ALN facilitaram a permeacdo de
ALN a niveis ndo toxicos na pele, podendo conferir um aumento da
atividade farmacoldgica do ativo (AKEMA, 2006; BECKER et al., 2010).
Uma vez que os fibroblastos encontram-se na derme, torna-se importante
a permeacdo do farmaco até essa camada para que possa auxiliar na
cicatrizacdo tecidual (DRISKELL; WATT, 2015; KIM et al., 2007). A
estrutura das esponjas, além de facilitar a absor¢do de liquidos (exsudato,
por exemplo), funcionam como suporte para a fixagdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular quando aplicados na engenharia de tecidos. Suas
estruturas 3D e alta porosidade representam ambientes apropriados para
a regeneracdo tecidual. Além disso, pode-se considerar também a
atividade cicatrizante das unidades monoméricas da QS como uma
terceira vantagem do sistema (COSTA SILVA; DOS SANTOS;
FERREIRA, 2006). Com a perda de massa de aproximadamente 30 % na
permeacéo de 6 h, estima-se que uma quantidade consideravel de QS foi
liberada no local. Ensaios de cicatrizagdo in vivo poderiam confirmar as
vantagens dos sistemas propostos em relacdo aos géis de ALN e outros
curativos encontrados no mercado.

5.4 CONCLUSOES

A operacdo de liofilizacdo foi eficaz para a obtencéo das esponjas
de QS, GNP e ALN e estudos de caracterizacdo, liberacdo e permeacéo
cuténea ex vivo foram realizados neste capitulo. Pela analise de FTIR foi
confirmada a reacdo de reticulagdo entre o polimero e GNP, além de
possiveis interacdes entre ALN e o sistema. As matrizes apresentaram
poros heterogéneos, associados ao processo de congelamento, além de
deposicdo de sal na parede dos mesmos. Devido a morfologia das
esponjas, verificou-se o dobro dos valores encontrados para as
membranas no teste de bioadesdo, indicando que os sistemas porosos
interagem mais com a pele. Outro resultado associado & porosidade foi o
Gl, no qual os valores foram expressivamente maiores para 0s sistemas
liofilizados (GI > 1100 %), em relacdo as membranas.
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Com base na cinética de liberagdo, é sugestivo que o mecanismo
de liberagdo da ALN incorporada nas esponjas esta relacionado com o
intumescimento da matriz polimérica, seguida da difusdo do farmaco para
0 meio aquoso. Comparando-se com as membranas, apesar da liberacao
mais lenta da ALN, foi observado valores maiores de permeacéo cutanea
para as esponjas. Estes sistemas sao porosos e de alta retencéo de liquidos,
interagem com a pele mais facilmente, auxiliando para aumentar a
permeacdo de ALN. Com base nas caracterizagcbes dos sistemas
desenvolvidos, ndo foram observadas diferengas entre as esponjas com e
sem o agente reticulante.

A alta porosidade, bioadesdo, capacidade de absorcéo de liquidos,
aumento da permeacdo de moléculas na pele e as propriedades
cicatrizantes e antimicrobianas da QS, tornam as esponjas Q ALN e Q-G
ALN fortes candidatos para formulacfes que objetivam a regeneracgao
tecidual cutanea.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos de pré-formulacdo foram realizados a fim de investigar
possiveis interacdes entre o farmaco e excipientes das formulagdes. Com
auxilio de técnicas de caracterizacdo do estado solido, foi verificada a
interacdo fisica que ocorre entre ALN e o plastificante SBT.
Considerando que ndo foram observadas alteracdes no espectro de FTIR
dessa mistura fisica, tdo pouco deslocamentos nas reflexbes do
difratograma do farmaco, a interacdo foi relacionada com a solubilizagéo
parcial que ocorre entre ALN e SBT, intensificada com o aumento de
temperatura. Dessa forma, todos excipientes foram utilizados para o
desenvolvimento das membranas e esponjas de QS.

Comparando-se os sistemas com e sem GNP, foram notadas
diferencas entre as membranas, principalmente na bioadesdo, grau de
intumescimento e angulo de contato. Ja para as esponjas, foi confirmada
a reacdo de reticulacdo pela técnica de FTIR, porém, diferencas sutis
foram notadas entre os sistemas frente & caracterizacéo fisico-quimica. A
variacdo da cor esverdeada das membranas e esponjas reticuladas com e
sem o farmaco, sdo indicativos que a adicdo de ALN interage com o
sistema de alguma forma. Outro fato observado foi que as baixas
temperaturas de congelamento podem ter reduzido a formagdo dos
compostos que ddo cor a esponja, interferindo no processo de reticulaco.
Notou-se que a permea¢do da ALN na pele foi mais lenta para os sistemas
reticulados, auxiliando na modulagdo da liberacdo e permeacdo do
farmaco. Considerando o estudo de desenvolvimento das membranas, o
uso de SBT facilitou a dispersdo de ALN, bem como aumentou a
maleabilidade dos sistemas.

As membranas e esponjas de QS neutras e reticuladas com GNP
apresentaram notorias diferencas nos estudos de caracterizagdo. A
capacidade de absorcéo e retengéo de liquidos e a forga de bioadesao das
esponjas foi maior que das membranas, uma vez que as esponjas
apresentam estruturas porosas, permitindo a maior interagdo com a agua
e a pele. J& a estrutura compactada e lisa das membranas reduz essa
captagdo de liquidos e interagcdo com a pele. Nos ensaios de liberagéo in
vitro, as membranas exibiram um perfil de liberacdo imediata,
caracteristico do efeito de liberagdo “burst”, j4 nos sistemas porosos a
liberacdo da ALN foi relacionada com o intumescimento da matriz
polimérica, seguido da difusdo do farmaco para o meio.

Nos ensaios mecénicos de tracdo, observou-se uma melhor
resisténcia a ruptura das membranas, indicando que esses sistemas sdo
mais maledveis e resistentes. O aumento da permeacéo cutanea da ALN
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nos testes ex vivo em cAmara de difusdo de Franz foi associado ao uso da
QS como veiculo, uma vez que o polimero interage com as camadas da
pele, possibilitando a passagem do farmaco para a epiderme e derme. Tal
efeito, promove uma ac¢do mais rapida e efetiva do farmaco no local de
cicatrizagdo. A ALN apresentou maior permeacdo quando incorporada
nas esponjas, fato associado a interagdo que ocorre entre o sistema poroso,
pele e tampédo PBS.

As propriedades de biodegradacgdo, bioadesdo, baixa toxicidade e
efeitos farmacoldgicos da QS, bem como o facil manuseio, baixo indice
de cristalinidade, capacidade de captacdo de liquidos e troca de gases e
aumento da permeagdo cutdnea de ALN, tornam os sistemas do tipo
membrana e esponjas neutras de QS promissores para aplicagdo em
feridas e queimaduras.

Considerando as quatro formulagdes desenvolvidas, a esponja Q-
G ALN representa um sistema promissor e inovador na area de curativos
funcionais. Tal concluséo se baseia nas vantagens do sistema de interacdo
com a pele, aumento da permeagdo cutanea e liberacdo modificada da
ALN, além da alta capacidade de retenc¢éo de liquidos e troca de gases do
sistema.
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