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RESUMO

Este estudo tem por objetivo o desenvolvimento de membranas a base de quitosana contendo
curcumina associada a copolimeros do tipo Pluronic para posterior recobrimento de fibras
eletrofiadas de acetato de celulose com finalidade de tratamentos cutaneos. Assim, o trabalho
foi dividido em quatro capitulos, sendo o primeiro uma introdugdo geral ao assunto, o segundo
relata o estudo da curcumina (CUR) em diferentes solventes e sua interagdo com os copolimeros
(PLU) P123 e F127 em meios aquosos e estado solido por técnicas espectroscopicas e
calorimétricas. Estudos de fluorescéncia demonstraram que a CUR interage mais com o P123
em comparagdo ao F127, quando em solugdo aquosa, e que o aumento da temperatura favorece
a interacdo com ambos os copolimeros. O raio hidrodinamico das particulas observadas por
espalhamento de luz dindmico demonstrou valores abaixo de 100 nm. Verificou-se por medidas
de calorimetria diferencial de varredura (DSC) a CUR tem solubilidade maxima, no estado
solido, proximas a 15% (m/m) em ambos os copolimeros. O Capitulo III, mostra o
desenvolvimento de membranas a base de quitosana (QTS) contendo CUR incorporada nos
PLUs na propor¢ao 80:10:10 m/m através da técnica de secagem de solvente. Os resultados
mostram que a adi¢do dos copolimeros aumenta o grau de intumescimento, permeagao ao vapor
de 4gua e elongacdo maxima das membranas a base de QTS e diminuem a tensdo maxima,
modulo de elasticidade e angulo de contato em comparagdo as membranas contendo CUR, mas
sem a adicdo dos copolimeros. Ou seja, as membranas ficam menos rigidas e quebradigas.
Testes de liberagdo in vitro indicam que a presenca dos PLUs nas membranas aumenta a
quantidade de curcumina liberada para ~70% quando avaliadas em solu¢do tampao contendo
Tween 80, demonstrando bons ajustes a0 modelo cinético de Peppas-Sahlin. Estudos de
permeagdo ex vivo em pele humana mostram que a CUR permanece retida em uma quantidade
entre 5 e 10 vezes maior na epiderme em comparagdo com a derme e que enzimas podem estar
associadas a lise da estrutura das membranas de QTS e a concomitante liberagdo da CUR
verificadas por microscopia confocal. Testes microbioldgicos mostraram que os géis usados na
formagao das membranas de QTS contendo CUR foram eficientes contra o crescimento de
cepas de Staphiloccocus aureus e Pseudomonas aeruginosa em concentragdes minimas (MIC)
de 25 e 100 mg mL™!, respectivamente. O desenvolvimento de fibras eletrofiadas de acetato de
celulose (AC) e recobertas com as solugdes filmogénicas de QTS foram objetos de estudo
apresentados no Capitulo IV. Diferentes parametros instrumentais (distancia agulha-coletor,
voltagem e fluxo de solugdo) e de solucdo (concentragdo de polimero e mistura de solventes)
foram abordados na tentativa de obter fibras com o maior tempo de continuidade possivel. Dois
recobrimentos diferentes foram avaliados: por spin coating e aspersdo por aerdgrafo. A
combinagdo de fatores que demonstrou maior potencial de continuidade (~ 8 min) foi usando
concentragdo de 11 % (m/m) de AC em mistura de acetona/[etanol/dgua] nas proporcdes
48/41[65/35], principalmente ao utilizar voltagem abaixo de 8,0 kV, distancia entre 8,0 e 10,0
cm e fluxo de 4,0 mL h!. O recobrimento das fibras de AC pelas solucdes de QTS realizados
através do aerografo proporcionou maior rendimento de deposicao, uniformidade de aspersao
e controle visual do processo.

Palavras-chave: Curcumina. Quitosana. Pluronic. Curativo de pele.



ABSTRACT

This study aims to develop curcumin-loaded chitosan/Pluronic-type copolymers membranes for
coating of electrospun cellulose acetate fibers for wound healing applications. Thus, the work
was divided into four chapters, which the first one contains a general introduction to the subject,
the second chapter reports the study of curcumin (CUR) in different solvents and its interaction
with the copolymers (PLU) P123 and F127 in aqueous media and solid state by spectroscopic
and calorimetric techniques. Fluorescence studies have shown that CUR interacts more with
P123 than with F127, when in aqueous solution, and that the increase in temperature favor
interaction with both copolymers. The hydrodynamic radii of the particles observed by dynamic
light scattering showed values below 100 nm. Differential scanning calorimetry (DSC)
measurements showed that CUR has maximum solubility, in solid state, close to 15% (w/w)
into both copolymers. Chapter III shows the development of chitosan-based (QTS) membranes
containing CUR incorporated in the PLUs in the 8:10:10 (w/w) ratio using the casting method.
The results showed that the addition of the copolymers to the formulations of QTS-based
membranes increases the swelling degree, water vapor permeation and the elongation at break
and decreases the tensile strength, Young’s modulus and contact angle compared to those
containing CUR, but without the addition of copolymers. That is, the membranes are less rigid
and brittle. In vitro release essays indicate that the presence of PLUs in QTS membranes
increases the amount of curcumin released to ~70%, when evaluated in a phosphate buffer
containing Tween 80, demonstrating good fits to the Peppas-Sahlin kinetic model. Ex vivo
permeation studies on human skin showed that CUR permeates between 5 to 10 times more in
the epidermis than the dermis, and that enzymes may be associated with the lysis of the QTS
membranes structure and concomitant release of CUR, verified by confocal microscopy.
Microbiological tests indicated that the gels used to form the CUR-loaded QTS membranes
were efficient against the growth of Staphiloccocus aureus and Pseudomonas aeruginosa
strains at minimum concentration (MIC) of 25 and 100 mg mL"!, respectively. The development
of cellulose acetate (AC) electrospun fibers and then covered with QTS-film-forming solutions
were evaluated in Chapter IV. Different instrumental parameters (needle-collector distance,
voltage and solution flow) were approached in an attempt to obtain fibers with the highest
continuity time as possible. Two different coatings were evaluated: spin coating and spray by
airbrush. The factors combination that demonstrated the greatest potential of continuity (~8
min) was using 11% (w/w) of AC in an acetone/[ethanol/water] mixture in the proportions of
48/41[65/35], mainly when employed voltage below 8.0 kV, distance between 8.0 and 10.0 cm
and flow of 4.0 mL h™!. The covering of the AC fibers by QTS solutions performed through the
airbrush provided greater deposition yield, spray uniformity and process visual control.

Keywords: Curcumin. Chitosan. Pluronic. Wound dressing.
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CAPITULO 1

Introducio geral e justificativa
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1 JUSTIFICATIVA E INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

A pele (Figura 1) se destaca, entre os tecidos humanos, ndo s6 por suas importantes
funcdes biologicas, mas também por sua extensdo, sendo o 6rgdo de maior extensao no corpo
humano. A pele funciona como uma barreira para o ambiente externo, mantendo a homeostase
e temperatura corpdrea, dentre outras fungdes. Danos ocasionados a esta barreira apds lesao ou
queimadura aumentam a suscetibilidade de infec¢ao por bactérias presentes na microbiota
natural da pele, como as do género Staphylococcus e Pseudomonas, por exemplo. O tecido
necrotico do seio da ferida também pode atuar como um meio para o crescimento de

patogenos. !

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura da pele e principais constituintes.

Pelo

X
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Fonte: figura adaptada de Kamoun et al. (2017).3

Lesdes de pele causadas por feridas, queimaduras e diversas doengas atingem milhares
de pessoas ao redor do mundo. A Swift Medical Inc. estima que, todos os anos, mais de 305
milhdes de feridas agudas e queimaduras sdo registradas e tratadas globalmente. Esse ¢ um
niimero nove vezes maior do que a quantidade de pessoas que vivem com cancer no mundo.*
A Organiza¢do Mundial da Satude estima que aproximadamente 180 mil pessoas morrem devido
a queimaduras anualmente, sendo que a maioria delas ocorrem em acidentes domésticos ou em
locais de trabalho.’

A ferida de queimadura pode ser dividida em trés zonas: a parte central da ferida (zona
de coagulacdo) ¢ exposta a maior quantidade de calor e sofre mais danos. Em torno da zona
central esta a zona de isquemia, caracterizada por diminui¢ao da perfusdo e o tecido pode ser
potencialmente recuperavel. Nas regides periféricas da ferida encontra-se a zona de hiperemia
que recebe o fluxo sanguineo aumentado através de vasodilatagao inflamatoria e provavelmente

ira se recuperar.!
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O processo normal de cura e cicatrizagdo de feridas e queimaduras ¢ um processo
dindmico muito bem orquestrado e regulado, que consiste em uma série de fases sobrepostas
(Figura 2). A sequéncia de cicatrizagdo comec¢a com a hemostasia e inflamagado. Esse estagio
inicial envolve o direcionamento de plaquetas e células imunologicas para controlar a perda de
sangue e a eliminagdo de patogenos, prevenindo a infec¢do durante a cicatrizagio e degradando
o tecido necrosado. Neutrofilos e mondcitos sao enviados para o local da lesao via vasodilatagao
localizada e extravasamento de fluido, iniciando uma resposta imune sustentada por macréfagos
e quimiocinas. A fase inflamatdria é seguida pela fase proliferativa, caracterizada por ativacao
de fatores de crescimento, queratindcitos e fibroblastos, ajudando no processo de fechamento e
restauragdo de uma rede vascular (angiogénese), que ¢ um passo vital no processo de cura.
Sobreposto a essa fase, ocorre a fase final de cura que envolve o evento de remodelacao da
ferida, em que a matriz previamente formada ¢ lentamente transformada em pele funcional ou

tecido cicatricial semifuncional."®

Figura 2 - Representacdo esquematica do processo geral de cicatrizagdo de tecidos.
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Fonte: figura adaptada de Korrapati ef al. (2016).2

O principal objetivo dos tratamentos de pele que sofreram feridas e queimaduras sdo
o alivio rapido da dor, fechamento apropriado do tecido lesionado e obter uma cicatrizagdo com
os melhores resultados funcionais e estéticos possiveis. Isso ¢ alcangado através da prevengao
de infecgdes e traumas adicionais e proporcionando um ambiente que otimize o processo de
cicatrizagdo.'”’

De maneira geral, feridas e queimaduras necessitam de cuidados iniciais semelhantes,

os quais podem ajudar a reduzir significativamente a probabilidade de infec¢do. Por exemplo,
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¢ importante lavar bem o local com dgua morna corrente, dependendo do caso, aplicar alguma
formulagao farmacéutica contra infec¢des € micro-organismos em conjunto com bandagem ou
curativo na ferida, para proteger o tecido lesionado de patdgenos provenientes do ambiente
externo e/ou favorecer a cicatrizagcdo. Dependendo do grau da lesdo, € necessaria intervencao
cirirgica para fechar rapidamente o tecido lesionado via enxerto.'8

Certos fatores como presenca de infec¢do, acimulo de liquidos e detritos, limpeza e
integridade estrutural do curativo influenciam a frequéncia de manutencdo do mesmo. A
substitui¢do do curativo ¢ o item que causa mais preocupacao tanto aos profissionais da satde
quanto aos pacientes, pois sua manutengao perioddica ¢ um tanto quanto complicada e porque o
curativo ¢ o material que oferece a principal barreira contra patdgenos e detritos do ambiente
externo. Durante uma pesquisa de campo realizada com 121 especialistas da area de tratamento
de pele de 39 paises, foi constatado, por 55% dos especialistas entrevistados, que trauma
minimo durante a remog¢ao/manutencdo ¢ um dos requisitos mais importantes para curativos
emergentes. Propriedades essas que ndo sdo demonstradas pelos curativos comercialmente
disponiveis.®’

Os curativos tradicionais comercialmente disponiveis, incluindo gaze, algodao e 1a
causam um segundo trauma e dores significativas durante a sua manutencao devido a adesao
excessiva ao seio da ferida e desprendimento de fiapos. Esses curativos podem provocar reagdes
alérgicas, contaminagao por fiapos, além de aderir as feridas & medida que o exsudato” seca,'’
ademais, os tecidos regenerados na fase proliferativa podem vir a crescer através do curativo,
provocando inflamagdo e atrasando o processo de cicatrizagdo do tecido.®!!12

Um curativo ideal para o tratamento de lesdes e queimaduras deve proteger o leito da
ferida contra a penetracdo de micro-organismos e ameagas externas, proporcionar um ambiente
condutor dos mecanismos defensivos naturais do corpo, manter um ambiente de cura umido
(removendo o exsudato em excesso), permitir a troca de oxigénio, promover a cicatrizagdo com
minima formagdo de cicatriz e ser de facil aplicagdo e remog¢@o. No caso de um biocurativo
também ¢ importante que esse se degrade em componentes ndo toxicos quando em contato com
a pele, sendo eliminados ou reabsorvidos pelo organismo.!'>!#

Neste contexto, permanece a preocupagao em ser desenvolvido novas tecnologias para

a fabricagdo de curativos com caracteristicas biocompativeis que apresentem

biodegradabilidade, propriedades hemostatica, anti-inflamatoria, antimicrobiana e que nao

* Exsudato ¢ um fluido inflamatério rico em proteinas e fragmentos celulares que sio provenientes de
feridas e se depositam nos tecidos superficiais.



20

gerem trauma ao paciente durante a remoc¢ao/manutencao do curativo. Uma alternativa para tal
¢ o uso de materiais na forma de membranas e fibras baseados em biopolimeros. Estes chamam
atencdo da comunidade cientifica como uma abordagem alternativa para lidar com os problemas
apresentados pelos curativos tradicionais, promovendo mudangas no ambiente do tecido
danificado e proporcionando uma cura mais satisfatoria.'> Assim, o presente trabalho apresenta
o esfor¢o de produzir um material com essas caracteristicas, partindo-se de matrizes poliméricas
de quitosana e acetato de celulose. Como essas matrizes nao exibem propriedades cicatrizantes
e bactericidas tao significativas, optou-se por enriquecé-las com curcumina, um composto que
apresenta propriedades antioxidante, anticancer, antimicrobiana e anti-inflamatoria, oferecendo

sinergismo ao sistema curativo.

1.2 POLIMEROS NATURAIS

Nessa perspectiva, polimeros naturais, em especial os polissacarideos e seus derivados
vém atraindo um grande interesse pelas comunidades tematicas e cientificas em virtude de suas
propriedades interessantes no campo da medicina regenerativa para feridas e queimaduras. Essa
classe de materiais ¢ muito versatil por desempenhar diferentes fungdes fisioldgicas
(hemostasia, interagdo com fator de crescimento, etc.), possuem uma ampla variedade de
potenciais aplica¢des, como, carreador de ativos, scaffold, curativos, entre outros e apresentam
similaridade com o meio celular.'¢

Além dessas propriedades, existe a preocupacdo em se diminuir o uso de reagentes
perigosos e danosos a satide humana e da biota utilizados na producao de polimeros sintéticos,
como derivados de petroleo e hidrogeno cianeto, por exemplo.!>!7-!® Gragas a semelhanca dos
polimeros naturais com os componentes da matriz extracelular, esses materiais apresentam
baixa estimulacao de reagdes imunologicas cronicas e toxicidade, muitas vezes ocasionadas por
polimeros sintéticos.!® Dentre a familia dos biopolimeros, os polissacarideos possuem a
vantagem de serem abundantes, renovaveis e de baixo custo. Varios desses polimeros fazem
parte da nossa dieta e podem ser utilizados como excipientes farmacéuticos, membranas ou
como fonte nutritiva.!'>!

Polissacarideos consistem em monossacarideos (agucares) ligados entre si por ligacoes
glicosidicas. As diferengcas na composicdo dos monossacarideos, em decorréncia da fonte
bioldgica, padrdes de ligacdo, estrutura da cadeia e massa molar fornecem diferentes conjuntos
de caracteristicas fisico-quimicas que influenciam a solubilidade, viscosidade, propriedades
superficiais dentre outras caracteristicas desses biopolimeros.!®!” Incluso nessa classe de

polimeros se encontram diversos compostos, dentre eles podemos citar o amido, a celulose e
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seus derivados, a goma guar, a goma ardbica, os alginatos, as galactanas, as carragenanas, a
quitina e seus derivados, dextrina, dentre outros.'>!® Dentre os citados, os derivados de quitina
e o acetato de celulose tém sido muito pesquisados para aplicagdes farmacéuticas, biomédicas
e em engenharia de tecidos, por serem substratos semelhantes as macromoléculas reconhecidas
pelo corpo humano, apresentando propriedades hemostaticas, mucoadesivas, anti-

inflamatdrias, antimicrobianas, serem biodegradaveis e abundantes.'>!

1.3 QUITINA E QUITOSANA

A quitina [poli(3(1->4)-N-acetil-D-glicosamina)] ¢ um polissacarideo de ocorréncia
natural e abundantemente disponivel, sintetizado por uma variedade de micro-organismos
vivos, sendo extraida principalmente do exoesqueleto de crustaceos (caranguejo e camarao) por
tratamento acido, para dissolver carbonato de calcio, seguido de extracdo alcalina para
solubilizar proteinas. E o segundo biopolimero mais abundante, apos a celulose.'®?*?! No
entanto, as aplicagcdes da quitina sdo limitadas, por ser estruturalmente semelhante a celulose,
mas quimicamente inerte. O derivado mais importante da quitina em termos de aplicacao ¢ a
quitosana (QTS), obtida por desacetilagdo parcial (>50%) da quitina em condi¢des alcalinas
(NaOH concentrado) ou por hidrolise enzimatica via quitina desacetilase. Como resultado, a
QTS possui em sua estrutura grupos hidroxila, acetilamida e grupos amina livres, como
demonstrado na Figura 3, e dessa forma fornece propriedades muito diferentes das da

celulose. %2021

Figura 3 - Esquema da obtenc¢do da quitosana a partir da desacetilagdo da quitina por base
concentrada ou por quitina desacetilase.
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Ambos os polissacarideos sdo insoliveis em dgua a pH neutro, no entanto a quitosana
possui um pKa de aproximadamente 6,5 tornando-a soluvel em solugdes aquosas de acidos
organicos, incluindo 4cido acético, férmico, tartarico e citrico diluidos (1—3%) com pH entre
4,5 e 6,5. A maior solubilidade ocorre devido a protonacdo dos grupos NH, em pH baixo,
tornando a quitosana um polieletrolito catidnico soluvel em dgua. Porém a quantidade de 4cido
necessaria para solubilizd-la depende do grau de desacetilagdo (GD) deste polissacarideo.
Poucos biopolimeros possuem alto teor de aminas primarias, conferindo importantes
propriedades funcionais a quitosana. O carater cationico da quitosana leva a interagdo deste
polimero com moléculas pequenas e proteinas negativamente carregadas em sistemas
biolégicos.?>?* A QTS é comercialmente disponivel com massa molar média variando entre 50
e 375 kg mol™! e grau de desacetilagio (GD) entre 66 e 95%.!4?1?* As propriedades gerais da
quitosana dependem principalmente da massa molar e da distribuicdo dos grupos acetilénicos
ao longo da cadeia principal. Geralmente, quitosanas com massas molares mais baixas e GD
maiores apresentam maior solubilidade que aquelas com massas molares elevadas. Desta forma,
QTS com maior massa molar pode proporcionar maior controle de liberagio de ativos.?!**

Ao longo da ultima década, a quitosana tem atraido cada vez mais atencdo como
biomaterial por ser obtida de fontes renovaveis, ao seu baixo custo de producdo e as suas
propriedades vantajosas, incluindo biodegradabilidade, biocompatibilidade, mucoadesao,
rapido intumescimento, ndo toxicidade e alta estabilidade, além de ser levemente bactericida e
aprovada pela Food and Drug Administration (FDA). Trabalhos relatam que a quitosana ¢
muito adequada para a preparacdo de particulas para a liberagdo controlada de agentes ativos,
especialmente como transportador de compostos sensiveis ao pH devido sua propriedade
ionizante. Métodos de preparacdo simples e faceis sem a utilizagdo de solventes organicos
perigosos sio outros atributos da quitosana.>>*

Hidrogéis, membranas e fibras a base de quitosana oferecem varias vantagens sobre
materiais utilizados no processo de cicatrizagdo de feridas e queimaduras, além da utilizagao
como scaffold em enxertos e transplantes. Esses materiais mostram aumento na adesdo,
proliferagdo e diferenciacao celular, levando a regeneragdao de um novo tecido, ou seja,
acelerando o processo de cicatrizagdo de tecidos lesionados. A QTS também possui boa
aderéncia em pele e mucosas em geral e sua porosidade auxilia no processo de troca de gases e

material liquido como, por exemplo, os exsudatos.?”?
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1.4 CELULOSE E ACETATO DE CELULOSE

A celulose (Figura 4), outro polissacarideo, ¢ também um polimero natural de alta
massa molar e cadeia linear composto de unidades [-D-glicopiranose que sdo ligadas
covalentemente através de fungdes acetais entre o atomo de carbono C1 e o grupo —OH
equatorial do C4 (ligagdes B-1,4 glicosidicas), conferindo a celulose resisténcia ao ataque
quimico/enzimatico. E constituida por trés grupos hidroxila e um acetila. Considerada como o
polimero organico mais abundante na natureza, ¢ sintetizada por uma variedade de organismos
vivos, incluindo plantas, algas e bactérias, sendo o principal componente das paredes celulares
das plantas. A madeira, por exemplo, possui um teor de 40 a 50% de celulose e varios milhdes
de toneladas s3o produzidas a cada ano. J4 a fibra de algoddo possui um teor de
aproximadamente 90% de celulose.!®%

E um polimero altamente cristalino e insolivel em muitos solventes, exceto em alguns
acidos minerais. Para tornar a celulose mais solivel e, consequentemente, mais aplicavel e
processavel, sdo realizadas modificagdes estruturais no polimero. Os derivados mais
importantes da celulose sao €steres e €teres produzidos a partir da reagcdo dos grupos hidroxilas
da celulose com diferentes 4cidos. A esterificagao diminui o numero de ligacao de hidrogénio,
interferindo na natureza cristalina do polimero. Desta forma, os derivados de celulose possuem
aplicacdes amplas e importantes na preparacdo de membranas semipermeaveis para processos

de separagiio, materiais de embalagem alimenticias e para aplica¢des biomédicas.'®°

Figura 4 - Representagao estrutural da celulose e do acetato de celulose.
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O acetato de celulose (AC; Figura 4), preparado pela primeira vez em 1865, ¢ um
derivado éster da celulose muito importante e amplamente utilizado em muitas aplicagdes em
decorréncia da sua biodegradabilidade, estabilidade térmica, resisténcia quimica e relativa
transparéncia. Além de ser abundante ¢ também amplamente utilizado na tecnologia de
alimentos, aplicagcdes biomédicas e na fabricagdo de membranas de separacao devido seu baixo
custo. Possui estabilidade hidrolitica, compatibilidade com material bioldgico e baixa
toxicidade .’

Ainda que os polissacarideos descritos acima possuam atividade bactericida e
antifiingica, a capacidade de acdo nao ¢ suficientemente ampla e dependem de varios fatores
intrinsecos a natureza do polimero como, por exemplo, fonte de obten¢do, massa molar, grau
de acetilacdo, dentre outros.?! Observa-se que o enriquecimento de formula¢des poliméricas
com compostos naturais que possuam multiplas acdes terapéuticas podem ser um interessante
artificio para aumentar o potencial de tratamento. Nessa perspectiva, o composto natural
curcumina apresenta diversas propriedades farmacologicas interessantes, as quais serdo

apresentadas a seguir.

1.5 ACAFRAO E CURCUMINA

Apds o advento de varias drogas sintéticas pelos esfor¢cos continuos dos quimicos
sintéticos com o objetivo de melhorar os padrdes gerais de satde a um custo mais acessivel, ha
uma crescente preocupagdao com o aumento do custo para projetar novas moléculas e seus
ensaios clinicos, assim como os riscos ambientais inerentes as suas producdes em larga escala
e os efeitos adversos a longo prazo.** Devido a estas razdes, os pesquisadores voltaram suas
atengdes novamente para os produtos naturais, medicamentos tradicionais de povos antigos,
que apresentam baixo custo de obtencao e agdo terapéutica significativa.

Em face do exposto anteriormente, um agente ideal a ser adicionado a um curativo
para cicatrizagdo de feridas protege o tecido da ferida contra infecgdes bacterianas, reduz a
inflamagdo e induz a proliferagdo celular para ajudar na reconstrug¢do do tecido danificado.
Adicionalmente, deve atuar como um antioxidante, uma vez que os radicais livres sdo
considerados a principal causa de inflamagdo durante o processo de cicatrizagio de feridas.*
Um dos produtos naturais que possui esses requisitos ¢ o agafrao e seus constituintes.

O agafrao (Curcuma Longa L.) ¢ uma planta tropical da familia do gengibre, nativa do
sul da Asia. E comumente usada como corante alimenticio, especiaria na culinria e cosméticos,
bem como na medicina tradicional de paises asiaticos. A India é o maior produtor de agafiio,

com produgdo anual de cerca de 25 milhdes de toneladas. Entre a familia do gengibre, apenas
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membros do género Curcuma contém os compostos amarelos curcuminédides.>®*” A curcumina
(Figura 5; diferuloilmetano) ¢ um pigmento amarelo natural e um dos principais componentes
polifenodlicos presentes nos rizomas do agafrdo. O nome IUPAC da curcumina (CUR) ¢ 1,7-
bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, portanto a molécula possui dois grupos
orto metoxifenol ligados por uma B-dicetona o,p insaturada. A curcumina comercialmente
disponivel ¢ uma mistura de trés curcumindides: curcumina, demetoxi e bisdemetoxi-
curcumina, sendo que as duas tltimas estdo presentes em até 30% nas amostras rotuladas como
“pura”. Embora seja produzida uma quantidade consideravel de agafrdo, o rendimento da
curcumina, que € o componente mais valioso, ¢ de cerca de 2 a 7%, dependendo da variedade
e das condicdes durante o crescimento.>**”-*® A CUR possui valores de pKa entre 7.8 ¢ 11,12 ¢

coeficiente de particdo (LogP) proximo a 3,2.3%?

Figura 5 - Estrutura dos principais curcuminoides presentes no agafrao: (A) curcumina
(~77%), (B) demetoxicurcumina (~18%), e (C) bisdemetdxicurcumina (~5%).

0 0
o . P O
A
HO OH
0 0
0 N — H
B
HO OH
0 0

H H
O AN Z
C
HO OH
Fonte: figura adaptada de Chen et al. (2016).%

Nas ultimas décadas, este composto se tornou foco de pesquisa em diferentes areas por
suas multiplas propriedades. No campo da biologia e farmacologia tem sido estudado como
agente terapéutico contra diversas doengas cronicas, como por exemplo, na cicatrizagao de
doencas cutaneas, cardiovasculares e oculares devido suas propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes, antimicrobianas, antifiingicas, antivirais, etc.’’*# Recentemente também
surgiu como potencial agente antitumoral e inibidor de agregacao -amildide relacionado com
a doenga de Alzheimer (o qual depende do tautomerismo da CUR), atraindo ateng¢do dos

pesquisadores de diferentes 4reas como quimica, biologia e medicina.*’ Toxicologicamente, a
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curcumina € relativamente inerte, e ndo apresenta toxicidade tanto para animais quanto para
humanos, mesmo em alta concentracio (~ 10 g ao dia).**

Além das propriedades descritas acima, existem estudos indicando que a CUR exerce
influéncia em algumas etapas do processo de cicatrizagdo de pele. O potencial de cura da
curcumina ¢ atribuido principalmente a seus efeitos anti-inflamatorios, bactericidas e atividade
antioxidante.>> Tem-se verificado também que a CUR melhora a cicatrizagio de feridas
cutaneas através do seu envolvimento na remodelacao dos tecidos, formagao de granulagdo e
deposicdo de colageno. Aparentemente a aplicagdo de CUR em feridas também melhora a
regeneracio epitelial, aumenta a proliferagdo de fibroblastos e a densidade vascular.’>*

Notavelmente, demonstrou-se que a curcumina inibe a producao de interleucina-1 (IL-
1), uma das principais citocinas liberadas por monocitos e macréfagos que desempenham
papéis importantes na regulagdo das respostas inflamatorias. Assim como inibe a atividade do
NF-(x), um fator de transcri¢do que regula muitos genes implicados no inicio de respostas
inflamatorias.>>*

A fase proliferativa na cicatrizagdo envolve a formagao de tecido de granulacao e
deposicao de colageno (a formacdo da matriz proteica extracelular), proliferacdo de
fibroblastos, epitelizacao e apoptose de células indesejadas. Pesquisas indicam que na fase de
proliferacdo a CUR melhora a migragao de fibroblastos, formacdo de tecido de granulacdo,
deposigdo de colageno e, em geral, reepitelizagio.*® E apoptotica na fase inicial da cicatrizagao,
eliminando assim células inflamatdrias indesejadas do local da ferida.’>*®* Na fase de
remodelag¢do a curcumina melhora a contragdo da ferida, aumentando a produgdo de fator de
crescimento transformador [ (TGF-B) e, portanto, aumentando a proliferacio de
fibroblastos.>>*° Em estudos com animais, foi demonstrado que a CUR aplicada topicamente
reduziu pela metade o periodo de epitelizacao das feridas tratadas em ratos, quando comparadas
ao grupo controle nio tratado.>>!

Apesar disso, o uso da curcumina ¢ limitado devido sua baixa solubilidade aquosa

-1)’52

(1,34 pg mL!, equivalente a 3,64 umol L e consequentemente, fraca absor¢do e baixa

biodisponibilidade, seguindo de répida eliminagdo sist€émica pelo metabolismo. Essas sao as
principais dificuldades que precisam ser superadas para aumentar sua eficicia terapéutica.’*>?
Ao longo dos ultimos anos foram realizados muitos esfor¢cos para contornar os problemas
descritos acima relacionados a curcumina, através do seu encapsulamento em varias
113 99 1.2 J . s , .
montagens” bioldgicas, como micelas, vesiculas, membranas, fibras de polimeros naturais ou

sintéticos e macromoléculas presentes no organismo humano, como proteinas e

ciclodrextrinas.>*> Dentre as estratégias descritas acima, destaca-se a utilizagdo de micelas



27

copoliméricas em razdo do seu fécil preparo, biocompatibilidade e eficiéncia de encapsulacdo

de compostos pouco soluveis.

1.6 COPOLIMEROS TRIBLOCO DA CLASSE DOS PLURONICOS®

Diferentes estratégias tém sido adotadas e citadas na literatura visando melhorar a
solubilidade, absor¢do e aumentar a eficacia terapéutica de compostos ativos. Dentre as
diferentes estratégias, os copolimeros em bloco com comportamento anfifilico que formam
estrutura micelar autoassociada espontaneamente ganharam muita atengdo nos ultimos anos
objetivando a aplicagdo de entrega de principios ativos. Plurdnicos (Pluronic) ou poloxameros
(Poloxamer) (Figura 6), como sdo conhecidos, sdo compostos de um bloco central de poli(6xido
de propileno) PPO flanqueado em ambos os lados por cadeias de poli(6xido de etileno) PEO,
arranjados numa estrutura de PEOx—PPOy—PEO.>*® Esses copolimeros apresentam
diferentes unidades de repeticao de ambos os grupos € massa molar que varia de 1.800—15.000
g mol™. Sdo sintetizados por polimerizagdo anionica adicionando sequencialmente mondmeros
de PO (6xido de propileno) e EO (6xido de etileno) na presenca de um catalisador alcalino, sdo
copolimeros aprovados pela FDA como excipientes inativos. %%

Dois copolimeros da classe dos pluronicos bastante estudados sdo o F127 e o P123
(Figura 6). O primeiro possui massa molar de 12.600 g mol™!, contém, em média, unidades EO
=~ 100 e PO = 70. O P123 apresenta massa molar de 5.750 g mol™! e unidades EO = 20 e PO
= 70, esses numeros podem apresentar pequena variagdo dependendo do fabricante e lote.
Ambos possuem unidades de repeticdo dos grupos PO hidrofobicos iguais, diferenciando
apenas no numero de repeticdo dos grupos EO hidrofilicos. Onde o P123, por ter um balanco
hidrofilico-lipofilico (HLB) menor (8) em consequéncia do menor nimero de repeticdo EO
tende a se autoassociar com maior facilidade que o F127, que possui um valor de HLB igual a
22.%0 Isso pode acarretar comportamento diferente no tocante a capacidade de encapsulamento

e liberacdo controlada de ativos.>®61:%2
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Figura 6 — (A) Representagao estrutural dos copolimeros P123 e F127 e (B) ilustrag¢do da
formacao de micelas em solucdo, abaixo e acima da concentracao e temperatura micelar
critica (CMC e TMC, respectivamente).
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Fonte: figura adaptada de Basak e Bandyopadhyay (2013).%3

O nucleo hidrofébico formado pelas unidades PPO ¢ um segmento incompativel com
0 meio aquoso, ¢ forma o nucleo da micela, porém interage bem com compostos hidrofébicos.
Esse compartimento insolivel pode ser transportado pelo sistema sanguineo pelas cadeias
hidrofilicas da corona, formada pelas unidades PEO, pois fornece compatibilidade as micelas
em meio aquoso. Assim, essa estrutura micelar do tipo core-shell organizada ¢ essencial para
suas aplicagdes como encapsulador de compostos hidrofilicos e hidrofobicos, os quais sozinhos
exibem farmacocinética indesejavel e baixa estabilidade no ambiente fisiologico. A corona
hidrofilica ¢ biocompativel e causa um reconhecimento reduzido das micelas por sistemas
reticuloendoteliais, contribuindo grandemente para o comportamento farmacéutico das
formulagdes dos copolimeros, mantendo as micelas no estado disperso. Isso faz com que
diminua a ocorréncia de interagdes indesejaveis dos ativos com células, proteinas e

componentes do sangue através de efeitos de estabilizagio estérica. 66162
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar fibras eletrofiadas de acetato de celulose recobertas com
filme fino de quitosana/plurdnico contendo curcumina aplicados a liberacdo controlada e

sustentada para possivel aplicagdo em feridas cutneas e queimaduras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o comportamento tautomérico da curcumina em meio aquoso € como melhorar
sua solubilidade pela utilizagdo dos copolimeros micelares anfifilicos P123 e F127
principalmente por técnicas espectrofotométricas e calorimétricas.

Investigar a melhor condicdo de produgcdo de membranas de quitosana/plurdnico
contendo curcumina pelo método da evaporagdo de solvente, variando-se o tempo de agitacao,
utilizagdo de temperatura, método de adicao dos constituintes e secagem de solugao.

Caracterizar as membranas produzidas quanto as propriedades térmicas, mecénicas e
morfologicas, através das técnicas de calorimetria diferencial de varredura (DSC), analise
termogravimétrica (TGA); analisador mecanico universal; microscopia Optica com luz
polarizada (PLOM), confocal e eletronica de varredura (SEM); assim como determinar o grau
de intumescimento, permeagao ao vapor de 4gua e angulo de contato das amostras.

Avaliar a cinética de liberacao in vitro das formulagdes contendo curcumina em meio
de pH simulado de pele e a permeacao ex vivo em pele humana empregando a célula de Franz,
sendo quantificada por fluorescéncia utilizando curva analitica validada.

Realizar testes microbiologicos in vitro das formula¢des obtidas contra cepas de
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), respectivamente, no intuito de determinar a
concentragao inibitdria minima através do método de microdiluigao.

Desenvolver sistemas eletrofiados a base de acetato de celulose variando-se a
concentragdo do polimero e a razdo da mistura acetona/etanol/agua utilizada como solvente;
assim como a distancia entre coletor e agulha, fluxo de solucdo, voltagem aplicada.

Avaliar a influéncia dos parametros de eletrofiacdo no tempo de eletrofiagdo e recobrir
a fibra obtida com maior tempo de eletrofiacdo com uma fina camada das formulagdes a base

de QTS/PLU contendo curcumina.
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CAPITULO 11

Estudos da curcumina em solucio e estado so6lido
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Apesar de o foco do estudo ser uma formulacao na forma de matriz sélida, também ¢
de extrema importancia o estudo da curcumina e dos copolimeros em solu¢do. Uma vez que
tanto a corrente sanguinea quanto o exsudato possuem grande quantidade de liquidos. O
exsudato ¢ um fluido inflamatorio extra vascular rico em proteinas e fragmentos celulares, que
sai dos vasos e deposita-se nos tecidos superficiais.

As caracteristicas fisico-quimicas do solvente como: polaridade, o tipo de interagao
intermolecular (for¢as de Van der Waals), constante dielétrica e a capacidade de formagdo de
ligacdo de hidrogénio afetam fortemente o perfil espectral, a absortividade molar, assim como
o comprimento de onda de maxima absor¢do e emissdo da curcumina (CUR) ou outro soluto
qualquer. Isso ocorre devido a diferente estabilizagdo dos estados fundamental e excitado do
soluto pelo solvente, como explica o principio de Franck-Condon.%*

Além das caracteristicas do solvente, equilibrios envolvendo o préprio soluto também
influenciam consideravelmente o perfil espectral deste. A avaliagdo da solubilidade,
quantificagdo e o equilibrio i6nico (Ka) da CUR, como de outros compostos, sao geralmente
realizados através de técnicas espectrofotométricas, como UV-Vis e fluorescéncia. Sendo o
UV-Vis muito utilizado para determinar os valores de Ka de compostos croméforos.*’ Para a
curcumina, outros dois equilibrios s3o muito importantes quando em meio aquoso € merecem
destaque: o equilibrio 1,3 diceto/ceto-endlico (ceto-enol; D/CE) e o processo de autoagregagao
em dimeros, quando duas moléculas de curcumina se associam formando o autoagregado.
Ambos os equilibrios dependem das caracteristicas do solvente e do pH, quando em meio
aquoso. 36

O processo de autoagregacdo de compostos hidrofobicos a partir de moléculas
individuais livres (monomérica) formando agregados diméricos, ¢ descrito como um fendémeno
que se origina de um equilibrio complexo, dinamico e reversivel entre forcas intermoleculares
dos mondmeros e agregados, como descrito no equilibrio da Equag@o 1. Onde as interagdes de
Van der Waals entre as moléculas do proprio soluto (principalmente as hidrofobicas) sdo mais
favorecidas em comparagdo as interagdes sol uto-solvente, neste caso, agua.®*% Neste modelo,
duas moléculas de monomero (M) de curcumina, ou outro cromoforo hidrofobico qualquer, se

associam para formar um unico dimero (M; ou D), que estdo em equilibrio dinamico.

k

M+M

Mz ouD
- 1)
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onde M ¢ a espécie na forma monomérica e M2 ou D representa o composto associado em
dimeros.

Desta forma, o microambiente, pH e a temperatura sdo fatores que podem afetar o
equilibrio envolvido na agregacdo de compostos como a curcumina.®*%> Comumente as
espécies de monomeros e dimeros sdo caracterizadas por diferengas nas propriedades Opticas
apresentadas por essas espécies.>*%*%7 Os agregados em solugiio aquosa exibem caracteristicas
distintas nas bandas de absor¢ao em comparac¢ao com as espécies monoméricas. Deslocamento
espectral, divisdo da banda de absorc¢do, ou diminui¢do da absor¢do de maximo comprimento
de onda do monomero e formagdo de banda adicional em outros comprimentos de onda sdo
caracteristicas tipicas de agregacdo.’*¢7%® Assim, conhecendo os padrdes das mudancas
espectrais é possivel propor o tipo de agregado que o composto apresenta.®

Os dimeros sdo formados por duas moléculas associadas e, portanto, possuem dois
momentos de dipolos de transi¢do interativos. Desta forma, os momentos de dipolo de transi¢ao
podem estar em fase ou fora de fase. Quando estdo em fase, a interacdo ¢ repulsiva, resultando
num aumento de energia. Se os momentos de dipolo de transi¢do estao fora de fase a interagao
¢ atrativa, diminuindo a energia total do sistema, como demonstrado na Figura 7A.%
Normalmente existem duas possibilidades de autoagregacdo das moléculas de CUR, os
agregados J e os agregados H. Quando as moléculas estao empilhadas em orientagdo paralela o
agregado ¢ chamado H, e ocorre mudanca do comprimento de onda de absor¢do para valores
menores ou ocorre desaparecimento da banda de absor¢do do mondmero e aparecimento de
banda de absor¢dao do agregado em comprimento de onda menor. Por outro lado, moléculas
agregadas em linha sdo caracterizadas como agregado J, ocorrendo mudang¢a do comprimento
de onda de absor¢do principal para valores maiores, ou deslocamento para o vermelho (Figura
7B).546869 Em geral, o agregado H é o tipo mais recorrente entre os compostos organicos, uma
caracteristica importante desse tipo de agregado ¢ que a fluorescéncia do cromoforo € extinta,

pois seu nivel de energia excitado mais baixo se torna proibido.
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Figura 7 - (A) Representagdo esquematica da intera¢do em fase e fora de fase do momento de
dipolo de transi¢do, dando origem a divisao do estado excitado do dimero. (B) Processo de
excitagdo/desexcitagdo das espécies monoméricas e diméricas, juntamente com o arranjo
espacial dos dois tipos de dimeros.

A Em fase Fora de fase
mondémero mondmero dimero H mondémero mondmero dimeroJ
Q" *QN
s, N s,

) *s,l'.-,'_.‘.
T l *S’.‘ -";: -' ‘-'.,--‘ [ ‘ *S_'.‘. .
s, +— S, S,

dimero H monomero dimero J

) = ==

Fonte: figura adaptada de Heyne (2016).%

Como dito anteriormente, além do processo de agregacdo, a CUR apresenta outro
equilibrio muito importante quando em meio aquoso. A curcumina pertence ao grupo das [3-
dicetonas fendlicas, possuindo equilibrio tautomérico diceto/ceto-enol (D/CE) que ¢
caracterizado por uma forte ligacdo hidrogénio intramolecular, como mostrado na Figura 8§,
além de poder formar ligagdes de hidrogénio intermoleculares com moléculas de solventes. A
solubilidade da CUR também ¢ afetada pelo pH do meio, onde menores pHs tendem a aumentar

a solubilidade do composto.’7°

Figura 8 - Estruturas relacionadas ao equilibrio diceto/ceto-enol da CUR.

O O
/O AN = O\
Diceto
HO OH
H
o

/O \ Z / O\
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Fonte: figura elaborados pelo autor deste trabalho (2020).
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Existem diferentes estudos envolvendo a termodinamica do equilibrio ceto-enolico da
CUR, no entanto a cinética deste processo ¢ relativamente pouco estudada. Além disso, a
curcumina possui trés protons ionizaveis, correspondendo aos grupos fenolicos e ao hidrogénio
metileno ativo da [-dicetona (alguns autores atribuem ao hidrogénio endlico),
respectivamente.>® No entanto, diferentes valores de pKa para a dissociacdo desses hidrogénios
acidos foram determinados por técnicas espectroscopicas. Tennesen ef al. (1985) encontraram
valores de pKa de 7,80, 8,50 ¢ 9,00. Bernabé-Pineda et al. (2004) indicam que os valores de
pKa sdo na realidade 8,38, 9,88 ¢ 10,51, enquanto os valores relatados por Zhang et al. (2012)
foram 8,41, 9,94 e 11,12.3°*! Desta maneira, a diferenca nos valores de pKas obtidos pelos
pesquisadores podem estar associados ao tempo necessario para o equilibrio ceto-enolico ser
estabelecido.**"" Portanto, o estudo do comportamento cinético do equilibrio D/CE da CUR em
agua ainda pode ser muito investigado.

A fim de evitar o processo de dimerizacdo e induzir a presenca de um Unico tautomero
no meio fisiologico, diferentes estratégias t€m sido empregadas por pesquisadores, aumentando
a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade da CUR. Os copolimeros triblocos do tipo
plurdénicos (PEOx—PPOy—PEOy) possuem a capacidade de incorporar ativos pouco soliveis. A
natureza hidrofobica do nucleo das micelas formadas por esses copolimeros fornece um
ambiente favoravel a prote¢do de moléculas insoluveis em agua do processo de agregagao,
enquanto a corona protege o sistema estericamente contra o metabolismo e agentes
biologicos.®*"! Sendo 6timos candidatos a eficiente encapsulagio de curcumina.

Este capitulo tem como objetivo estudar a influéncia da variagdo do solvente e da
temperatura no comportamento espectral da CUR e avaliar a melhora da solubilidade deste
composto pelo emprego dos copolimeros P123 e F127, tanto em meio aquoso quanto em estado
solido. Para isso utilizou-se principalmente técnicas espectrofotométricas (UV-Vis e

fluorescéncia) e calorimétrica (calorimetria diferencial de varredura).
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAIS

Curcumina (contendo > 65% de curcumina e < 35% de demetdxi e bisdemetdxi-
curcumina), Plurénico P123 (M, = 5.750 g mol™') e F127 (M, = 12.600 g mol") com 99% de
pureza foram adquiridos da Sigma-Aldrich, acetona, etanol, dimetilsulféxido e acetonitrila
foram comprados da NEON. Todos os outros reagentes e solventes foram de grau analitico e

usados sem purifica¢do prévia. Agua deionizada foi utilizada em todo o estudo.

2.2 METODOS
2.2.1 Espectros de absor¢ao e emissio da CUR em diferentes solventes

Os espectros de absor¢do e emissdo da CUR (4,0 pg mL™!) foram obtidos em etanol,
acetona, DMSO, acetonitrila e agua utilizando o espectrofotdmetro UV-Vis Cary-60 da Varian
e o fluorimetro Hitachi F-4500. As absorbancias em todos os solventes foram normalizadas,

assim como para a fluorescéncia, com excecdo da 4gua nesse tltimo.

2.2.2 Influéncia da temperatura nos espectros de absorcio da CUR em etanol e agua.
Este estudo foi realizado no intuito de verificar se a diferenga do perfil espectral da
curcumina em solvente organico e em meio aquoso ¢ devido ao equilibrio diceto/ceto-enolico
ou devido ao processo de autoagregacao que moléculas hidrofobicas sofrem quando em contato
com moléculas de agua
Espectros de absor¢do da CUR (4,0 ug mL™!) em etanol e 4gua foram adquiridos em
diferentes temperaturas (15—50 °C) a fim de avaliar como a mudanga deste parametro

influencia a variagdo espectral do composto.

2.2.3 Calculos computacionais referentes ao equilibrio diceto/ceto-enolico da CUR

Os calculos computacionais foram realizados no Grupo de Estrutura Eletronica e
Molecular do Departamento de Quimica da UFSC.

Otimizacdo das geometrias e frequéncias por calculos computacionais foram
realizadas usando o software ORCA versdo 4.0.1.2 (PBE0-D3/def2-TZVP), a fim de avaliar a
direcdo do equilibrio D/CE da CUR em fase gasosa, dimetilsulfoxido, etanol e agua.’>”
Estruturas implicitamente solvatadas foram calculadas usando o modelo universal de

solvatagdo SMD.”* Com excecdo da forma enol em 4gua que apresentou uma Unica frequéncia

imaginaria (< 14 cm™) todas as estruturas foram obtidas nos minimos das superficies de energia
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potencial sem a presenca de frequéncias imaginarias. As imagens foram feitas com o Chemcraft

versao 1.8 (build 518a).

2.2.4 Cinética de equilibrio tautomérico (D/CE) e influéncia da temperatura no processo.

Uma aliquota de 50 pL de uma solucdo estoque de CUR (0,2 mg mL™") em etanol foi
transferida para uma cubeta contendo 2,5 mL de dgua deionizada e agitada manualmente duas
vezes de forma vigorosa para homogeneizacdo. Espectros UV-Vis foram adquiridos por um
periodo total de 12 min, com intervalos de 10 s em cada leitura, nas temperaturas de 21, 25, 29,
33, 37 e 41 °C. As constantes cinéticas (k) em cada temperatura foram ajustadas a lei cinética

de primeira ordem (Equagdes 2 e 3) utilizando o A = 426 nm.”

Ap=Age ™t (2)
At_Aoo — _
In (AO_—AOO) = —kt 3)

onde Ao ¢ a absor¢do no tempo zero, A; € a absor¢do no tempo t, Ax a absor¢do no tempo
infinito, k a constante cinética de primeira ordem referente ao processo de equilibrio
diceto/ceto-endlico da CUR e t o tempo em segundos.

A energia de ativagdo (Ea) do equilibrio tautomérico da curcumina foi obtido
empregando-se a Equacdo 4, construindo-se um grafico de In(k) vs 1/T. E, € obtido através do
coeficiente angular.

E, 1

In(k) = In(A) — 22 4)

Os parametros termodindmicos de ativagio (AG*, AH¥, AS¥) foram obtidos a partir da
teoria do complexo ativado. Construiu-se um grafico de In(kh/kgT) vs 1/T empregando-se a
Equagcdo 5.7° A partir do coeficiente angular obtém-se a entalpia de ativagio (AH?) e a partir do

linear a entropia de ativacio (AS¥). AG* ¢ obtido através da Equacio 6.7

kh AST  aHt
in (k?r) = = " ' )

AG* = AHY — TAS*? (6)
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em que k ¢ a constante cinética a uma determinada temperatura T, h a constante de Planck
(6,62607 x107* J s), kp a constante de Boltzmann (1,380645 x102*J K!) e R a constante dos
gases (8,314 ] K'! mol™).

2.2.5 Interacio da CUR com os copolimeros micelares P123 e F127

Isotermas de interagao da CUR com os copolimeros foram realizadas por titulacao de
uma solu¢do aquosa de CUR por solucido estoque de cada PLU, conforme proposto por
Vilsinski et al. (2015), obtendo-se a fluorescéncia da CUR no sistema.’® A concentragio de
P123 variou de 0 a 2,05 mg mL!, e a de F127 variou de 0 a 40,00 mg mL"!, dependendo da
temperatura avaliada. Foram avaliadas seis diferentes temperaturas (21, 25, 29, 33, 37 ¢ 41 °C).
Este procedimento foi conduzido em quatro concentragdes estoque distintas de CUR (0,208;
0,156; 0,104 e 0,052 mg mL™"), adicionando 10 uL de cada solugdo estoque em uma cubeta
contendo 2,0 mL de 4gua deionizada. Desta forma ¢ possivel saber qual a massa de CUR que
esta dispersa na cubeta contendo agua. Aliquotas dos copolimeros foram adicionadas a cubeta
contendo a CUR. A intera¢do/solubilidade da CUR com cada copolimero foi avaliada
adquirindo o espectro de fluorescéncia no intervalo de 446 a 700 nm usando um Aexc = 426 nm
e monitorando a intensidade de emissdo em 497 nm.

A solubilidade nos copolimeros foi obtida pela intersec¢@o de duas linhas derivadas da
regido de interagdo e da regido de saturacao para cada uma das quatro solugdes estoque de CUR.
A intersecc¢ao individual dessas linhas derivadas fornece a solubilidade de cada concentracao
de CUR a cada PLU em uma determinada temperatura. O coeficiente angular do grafico dessas
intersec¢des versus massa de PLU ¢ a solubilidade intrinseca (x) em mg de CUR por g de PLU.

A partir de x obtém-se o coeficiente de particdo molar micela-dgua (Kw), utilizando a

equagio 7.7

x(1-CMC)

K, =
M Sw

(7)

onde CMC ¢ a concentragdo micelar critica do plurénico a uma dada temperatura ¢ Sw € a
solubilidade da CUR pura em 4agua (3,64 umol L1).32 Do ponto de vista termodindmico, a
solubilizagdo pode ser considerada como uma parti¢do normal da CUR entre duas fases, micela

e aquosa, e a energia livre de solubiliza¢do (AG) pode ser representada pela Equacio 8.7

AG = —RTIn(Ky) (8)
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Para sistemas complexos, a equacao de van’t Hoff ndo se adequa de forma satisfatoria.
Desta forma, a equagdo polinomial de segunda ordem (Equagdo 9) descreve melhor o
comportamento termodindmico de sistemas mais complexos como € o caso da solubilizagdo da

CUR nos plurdnicos. Em que a, b e ¢ sdo coeficientes polinomiais.’”

AG = a + bT + cT? 9)

Dividindo a Equagao 9 por T e derivando-a em relagdo a 1/T nos fornece a equagao de
Gibbs-Helmholtz (Equacao 10). Usando essa equacao e conhecendo os coeficientes polinomiais
a e ¢ pelo grafico dos pontos experimentais de AG versus 1/T € possivel obter AH em cada

temperatura. A entropia em cada temperatura foi obtida empregando a Equagio 11.78

A0
a(T)_a_CTzzAHo (10)

(11)

2.2.6 Espalhamento dinimico de luz (DLS) dos sistemas de PLU-CUR

O tamanho das particulas com e sem CUR, em seis diferentes temperaturas no
intervalo de 21 a 41 °C, foram medidos por um DLS (goniémetro ALV CGS-3 multi-tau com
laser de 35 mW e A = 632,8 nm com controle de temperatura), de acordo com a metodologia
usada por Basak e Bandyopadhyay (2013) com algumas modificagdes.®> A concentracio de
ambos os copolimeros foi de 2,5 mg mL! e a de CUR foi de 0,8 ug mL™'. Todas as solugdes
analisadas foram previamente filtradas em filtro de acetato de celulose de 0,22 pm.

O sistema contendo CUR foi preparado usando o método de dispersdo solida, de
acordo com o procedimento descrito por Vilsinski et al. (2015).7® Neste método, CUR e PLU
sao dissolvidos em um cossolvente, etanol por exemplo, sendo posteriormente rota evaporado
(Biichi, R-114) a 50 °C em baixa pressdo. O filme fino resultante foi deixado em dessecador
por 24 h para completa eliminagdo do solvente e entdo hidratado com agua deionizada a
aproximadamente 50 °C com auxilio de um banho Dubnoff da Quimis por 2 h.*

As distribuigoes de tamanho de todas as formulagdes analisadas foram obtidas

diretamente através da curva normalizada de auto correlacao dependente do tempo (intensidade
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de espalhamento). O coeficiente de difusdo translacional D, para particulas em movimento de
translagdo, ¢ obtida pelo coeficiente angular da taxa de relaxagdo T' versus q* (I' = Dg?), q
(Equacdo 12) ¢ a magnitude do vetor de espalhamento a um dado dngulo de espalhamento 0

para um comprimento de onda A especifico em um solvente com indice de refracdo no (dgua).

=t sen (2 @

O raio hidrodinamico efetivo (Ru) das particulas foi obtido usando a relagao de Stokes-

Einstein (Equagao 13).

_ kgT
" 6mnRy

(13)
onde kg ¢ a constante de Boltzmann, 1 ¢ a viscosidade do solvente e T a temperatura em

Kelvin.?!

2.2.7 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) para os sistemas PLU—CUR

A técnica de calorimetria diferencial de varredura foi empregada para avaliar a
interacdo da CUR com cada PLU no estado solido. As amostras foram preparadas solubilizando
diferentes propor¢des de CUR e P123 ou F127 (0 a 100%) em acetona e a solucdo resultante
foi deixada em pressao reduzida durante aproximadamente 24 h para completa evaporagao do
solvente. A interacdo entre cada PLU e a curcumina foi avaliada pela diminui¢dao do ponto de
fusdo e/ou desaparecimento do pico de fusdo da CUR adquirido usando o equipamento
Shimadzu DSC-50. Entre 5 e 10 mg de cada amostra foi depositada em cadinho de aluminio e
submetida a aquecimento de 0 a 190 °C com uma taxa de 5 °C min™' e atmosfera de nitrogénio

(50 mL min™). Um cadinho de aluminio vazio foi utilizado como referéncia.®?

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESPECTROS DE ABSORCAO E EMISSAO DA CUR EM DIFERENTES SOLVENTES

A avaliagdo da solubilidade e quantificacdo da CUR ¢ geralmente realizada através de
técnicas espectrofotométricas como UV-Vis e fluorescéncia. No entanto, para avaliar a
solubilizacdo e outras propriedades fisico-quimicas da CUR por essas técnicas, é necessario

também avaliar o comportamento deste composto em solventes onde ele ¢ soluvel a fim de
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verificar se ocorrem certos padrdes espectrais caracteristicos nesses solventes e na dgua. Desta
maneira, os espectros de absor¢do e emissdo da CUR (4,0 ug mL ') foram obtidos em diferentes

solventes (Figura 9) para avaliar a influéncia da polaridade destes nos perfis espectrais da CUR.

Figura 9 - Espectros de (A) absorcdo e (B) emissdo normalizados da CUR (4,0 ug mL™!) em
acetona, acetonitrila, agua, etanol e dimetilsulfoxido (a emissdao da CUR em agua foi a unica
nao normalizada). Os espectros de emissdo foram adquiridos a 25 °C utilizando Aexcitagio = Aabs

maxima.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

De forma geral, a curcumina ¢ soluvel em solventes organicos polares proticos e
aproticos, se mostrando na sua forma livre monomerizada nesses meios. Os espectros e
comprimentos de onda (Aaps) de maxima absor¢do da CUR em solventes aproticos (acetona,
acetonitrila (ACN) e dimetilsulfoxido(DMSO)) sdo similares (Figura 9), apresentando uma
unica banda estreita. Em solventes orgénicos préticos como € o caso do etanol (EtOH) a CUR
exibe também uma Unica banda de absor¢do, porém mais larga que os exemplos de solventes
aproticos citados anteriormente.?** Os Aups maximos para todos os solventes nio sio os
mesmos, entretanto ndo foi notado tendéncias desse parametro em relacdo as constantes
dielétricas, momentos de dipolo ou a polaridade E1(30) dos solventes organicos avaliados.®*3*
Em 4agua a CUR possui duas bandas de absor¢do, uma de maior intensidade com Aaps muito
proxima aquelas apresentadas pelos solventes organicos proticos e outra de menor intensidade
em comprimentos de onda menores.>*%*

Os perfis espectrais de emissdo da CUR em solventes organicos seguem uma tendéncia
similar aos espectros de absor¢do do composto, porém, as diferengas de larguras praticamente
nao existem. Ficando, assim, a diferenca por conta dos comprimentos de onda de emissao (Aemi)

maximos. Novamente nao foi verificado qualquer correlagdo entre 0 Aemi Maximo e as

caracteristicas fisico-quimicas dos solventes. A grande singularidade aqui ficou por conta da
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CUR quando em 4gua, neste solvente o composto tem sua intensidade de emissdo quase que
totalmente reduzida. Nota: a intensidade do espectro da CUR em 4agua foi aumentado
significativamente (porém ndo normalizada), uma vez que a de intensidade de emissao da CUR
em 4gua ¢ muito menor comparada aos outros solventes utilizados.34%

Analisando-se os espectros de absor¢ao e emissdo da curcumina obtidos em solventes
organicos e agua sugeriu-se a ocorréncia da autoagregacdo da CUR em dimeros do tipo H
(empilhadas em orientacdo paralela) quando em 4gua, visto que ocorre diminui¢do da banda
principal de absor¢ao em maior comprimento de onda e o surgimento de uma banda de absor¢ao
de menor intensidade em menor comprimento de onda. Em solventes organicos esse fendmeno
ndo ¢ observado, ja& que nesses ambientes a CUR estd na forma monomérica ou livre.
Adicionalmente, o espectro de emissdo da curcumina em agua € praticamente extinto, sendo
este mais um fator que poderia corroborar com a sugestdo de agregacao proposta. Uma vez que,
como discutido, agregados do tipo H tem sua intensidade de emissdo severamente diminuida
em comparacio a solventes onde o composto é soltivel, no caso, solventes organicos polares.

Adicionalmente, além do processo de agregagdo, outro fator (supressao) pode
influenciar significativamente a intensidade de emissdo da CUR e outros cromo6foros em meio
aquoso.®*% Em solugdo aquosa, moléculas de 4gua podem atuar como supressores de
fluorescéncia e diminuir significativamente a emissdo de fluorescéncia da curcumina e outros
cromoforos, transferindo a energia adquirida pelo composto durante o processo de absor¢do por
colisdes entre a CUR e as moléculas de dgua supressoras, como visto na Figura 9. Desta forma,
a desativacao do estado excitado da curcumina se dé por rota nao radiativa. Além disso, estudos
sugerem que a capacidade supressora de fluorescéncia da agua depende da quantidade desta no
sistema.®

Provavelmente os fatores de agregacao e supressao prevalecem no comportamento de
fluorescéncia da CUR. Ainda assim, ¢ dificil apontar com rigor se ¢ o processo de agregacao
ou outro equilibrio, tal como o de equilibrio tautomérico o causador da modificacio espectral
de absor¢ao molecular da CUR em meio aquoso, ou ainda se ¢ a participagdo sinérgica de ambos

oS I)I'OCGSSOS.34’70

3.2 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NOS ESPECTROS DE ABSORCAO DA CUR
EM ETANOL E AGUA.

O processo de autoagregacdo de compostos organicos ¢ favorecido a baixas
temperaturas devido ao maior tempo de contato entre mondmero-mondmero provendo tempo

suficiente para que ocorra alinhamento das moléculas e, assim, a formagdo de dimeros.
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Enquanto que altas temperaturas aumentaria a velocidade do movimento difusional dos
mondmeros no solvente, diminuindo assim o tempo de contato entre mondmero-monomero €
consequentemente restringindo a formagio de dimeros.®* No propoésito de verificar qual dos
dois comportamentos (equilibrio tautomérico e agregacional) é predominante na influéncia da
constituicdo do espectro de absor¢do molecular da CUR em solugdo aquosa, realizou-se
medidas de UV-Vis em fun¢do da temperatura para a CUR em etanol e agua. A Figura 10
apresenta os espectros de absor¢do do principio ativo nesses solventes em diferentes

temperaturas.

Figura 10 - Influéncia da temperatura no espectro de absor¢do da CUR (4,0 ygm L) em (A)
etanol e (B) 4gua. As setas indicam o sentido da variagdo espectral devido ao aumento da
temperatura do sistema.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

E possivel observar na Figura 10A que a curcumina solubilizada em etanol exibe um
espectro de absor¢do bem resolvido, com uma Unica banda de absor¢do proximo a 426 nm
referente a espécie livre, ndo ocorrendo modificacao significativa do perfil espectral da CUR
neste solvente com a variacdo da temperatura e que a conformagao ceto-enol ¢ predominante
nesse meio.®>’*%* Nota-se somente um pequeno alargamento da banda de absor¢do e um
aumento da intensidade de absor¢ao com a diminui¢cdo da temperatura, isso € resultado da maior
probabilidade de transi¢des eletronicas com a diminui¢do da temperatura, influenciando apenas
a absortividade molar (¢) da CUR em etanol e ndo o equilibrio tautomérico do composto neste
solvente.%7% Em solugdo aquosa (Figura 10B) ocorre um comportamento diferente do
observado em etanol. Inicialmente a baixas temperaturas a curcumina apresenta uma banda de
absor¢ao em 428 nm e um ombro em 358 nm. O aumento da temperatura resulta na diminuicao
da banda em 428 nm e no aumento na intensidade do ombro em 358 nm, este comportamento

indica que a mudanga espectral ndo ¢ devido a diminui¢do da probabilidade da transicdo
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eletronica ocorrer, mas sim que outro tipo de equilibrio esta envolvido no processo e que ¢
favorecido pelo aumento da temperatura.5-7°

Como mencionado anteriormente, se o processo de dimerizagdo fosse o predominante
para a composi¢ao do espectro de UV-Vis da CUR ocorreria o processo oposto ao observado
na Figura 10, uma vez a agregacdo ¢ desfavorecida com o aumento da temperatura. Isto ¢, se a
banda em 428 nm fosse atribuida a0 monomero e a em 358 nm ao dimero ocorreria um aumento
da banda em 428 nm em vez do decaimento da mesma. Entretanto, foi observado o efeito oposto
a teoria agregacional com o aumento da temperatura. Desta forma pode-se apontar que o
processo de equilibrio tautomérico ¢ o responsavel pelo comportamento espectral da CUR em
solucdo aquosa e que a banda em 428 nm ¢ atribuida a espécie ceto-enol, enquanto a banda em

358 nm esta relacionada a forma diceto do equilibrio tautomérico.>*¢6.7

3.3 CALCULOS COMPUTACIONAIS REFERENTES AO EQUILIBRIO DICETO/CETO-
ENOLICO DA CUR

Com base nas observagdes experimentais, fez-se uso de estudos baseados em calculos
computacionais para simular e avaliar o equilibrio diceto/ceto-enolico da curcumina em agua,
etanol, DMSO e em fase gasosa (Figura 11) e avaliar se os dados teéricos corroboram com os
experimentais. Os dados obtidos das simulagdes apresentados na Figura 11 estdo sintetizados
na Tabela 1.

Em todos os ambientes (solventes), a forma ceto-enol € a mais estavel e predominante.

A forma enolica pode existir em diferentes formas isoméricas cis e trans dependendo da
natureza, temperatura, polaridade ou ligacdo de hidrogénio dos solventes, no entanto, a forma
cis-endlica deve ser energeticamente mais estdvel devido a forte ligagdo de hidrogénio
intramolecular.®* A diferenca de energia entre as formas diceto e ceto/enol depende do ambiente
(Figura 11, Tabela 1). Conforme ilustrado na Figura 11, Ksgua € aproximadamente 3 trés vezes
menor do que Ketanol, mas quase 40 e 150 vezes menor que Kpwmso e Kgas, respectivamente. Isso
enfatiza a maior abundancia esperada da forma diceto em 4gua, em comparacdo com solventes
organicos ou fase gasosa. A principal contribuicdo energética para esta diferenga vem do
componente entalpico da energia livre de Gibbs (Tabela 1) quando em fase gasosa e pelo
componente entropico nos solventes. A mesma tendéncia foi observada por Anjomshoa et al.
(2016) ao estudarem a optimizagdo da geometria e o equilibrio tautomérico utilizando outro

tipo de codigo funcional (B3LYP) ao realizar os calculos tedricos.®
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Figura 11 - Equilibrio diceto/ceto-enolico (D/CE) da curcumina em (A) 4gua, (B) etanol e (C)
DMSO e (D) fase gasosa a 25°C. As constantes de equilibrio (K) D/CE respectivo a direcao
enol estdo destacadas e os comprimentos de ligagdo selecionados estdo em A.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Tabela 1 - Pardmetros termodinamicos teodricos calculados a 298,15 K e 1 atm. Todas as
energias sdo relativas a forma enol em cada meio. As constantes de equilibrio descrevem o
observado na Figura 11.

Kambiente ~ AH (kJ mol™")  AS (J K™ mol™)

Agua 7,53 x10! —15,95 —-17,57
Etanol 2,54 x10? —15,28 —-5,20
DMSO 3,09 x10° —15,91 +13,48
Fase gasosa 1,10 x10* —23,82 - 2,51

Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).

E possivel observar pela Tabela 1 que a contribuigdo entalpica do processo de
equilibrio é relativamente préxima comparando-se agua (—15,9 kJ mol™), etanol (—15,3 kJ mol

1) e DMSO (—15,9 kJ mol™), entretanto, a contribuigdo entrépica (desfavoravel) em dgua é
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relativamente maior que em etanol, —17,6 ¢ —5,2 ] K™! mol’!, respectivamente. Isso reflete nos
valores de energia livre de Gibbs e na Keq do equilibrio D/CE da curcumina.®

De acordo com os resultados analisados podemos propor as seguintes afirmagdes: O
processo de dimerizagdo/agregagdo e a supressao sao os responsaveis pelo efeito de decaimento
da intensidade de emissdo de fluorescéncia da curcumina em meio aquoso, uma vez que este
composto forma agregados do tipo H em agua. Entretanto, o processo de dimerizagdo da CUR
parece nao conferir qualquer significancia a construg¢do do espectro de absor¢ao da curcumina,
Jj& que o aumento da temperatura causa um comportamento oposto ao esperado para a agregacao
de compostos hidrofobicos. Sendo, portanto, o equilibrio D/CE o responsavel pela diminui¢ao
da banda em 428 nm e aumento da banda em 358 nm quando a CUR muda de um solvente

organico para o meio aquoso. Esses achados estdo compilados na Figura 12.6570-84

Figura 12 - Esquema explicando a influéncia da temperatura, pH e solvente no equilibrio
tautomérico e no processo de agregacdo da curcumina em meio aquoso.
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Fonte: figura adaptada de Bhatia et al. (2016).%

3.4 CINETICA DE EQUILIBRIO TAUTOMERICO (D/CE) E INFLUENCIA DA
TEMPERATURA NO PROCESSO.

Apesar de ambos os equilibrios (dimerizacao e tautomerizacao) serem importantes e
acontecerem em solugdo aquosa, o equilibrio diceto/ceto-endlico predomina em relacdo ao
primeiro se a técnica de UV-Vis for utilizada para avaliar o processo de mudanga espectral da
curcumina em meio aquoso. Desta forma, a cinética envolvida no equilibrio D/CE da CUR em

solugdo pode ser satisfatoriamente avaliada pelo emprego da técnica de UV-Vis sem influéncia
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do processo de dimerizagdo da CUR.% A Figura 13 mostra os sucessivos espectros de absorcio

da CUR (4,0 pg mL!") em fun¢io do tempo com a mudanga do solvente (de etanol para agua).

Figura 13 - (A) Variagdo dos espectros de absor¢do em func¢ao do tempo envolvidos na
cinética de equilibrio diceto/ceto-enol da curcumina (4,0 ug mL) em 4gua a 25°C e (B) zoom
do ponto isosbéstico em 374 nm. Os espectros foram obtidos ap6s a adicdo de uma aliquota da

solugdo estoque de CUR em etanol a uma cubeta contendo 2,5 mL de agua.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Quando uma aliquota de uma solugido etandlica de CUR foi transferida para uma
cubeta contendo solucdo aquosa, um decaimento na banda caracteristica da espécie ceto-enol e
um aumento na intensidade da banda diceto em fun¢do do tempo pdde ser observado. Ou seja,
o equilibrio tautomérico foi deslocado para a forma diceto quando em meio aquoso. A mesma
tendéncia foi encontrada por Namazian et al. (2016) em seus estudos tedricos.*® Também foi
observada a formagdo de ponto isosbéstico em 374 nm durante a variacao espectral, indicando
que o processo de equilibrio ocorre em uma tnica etapa.®® O perfil cinético das principais
bandas referentes as espécies diceto (358 nm) e ceto-enol (428 nm), além do ponto isosbéstico
(374 nm) estao expostos na Figura 14.

Neste contexto € possivel entender melhor o motivo pelo qual a literatura apresenta
valores de pKa distintos para a CUR, dependendo do tipo de método utilizado, principalmente
quando o estudo ¢ realizado por métodos espectrofotométricos, como mostrado por Tennesen
et al. (1985),%° Bernabé-Pineda et al. (2004)* e por Zhang et al. (2012).*! Como o equilibrio
tautomérico ocorre paralelamente ao equilibrio 16nico, € factivel que os espectros (ou as leituras
em geral) obtidos pelos investigadores tenham sido colhidos antes que o equilibrio tautomérico
tivesse sido estabelecido. Fazendo com que valores incorretos ou discrepantes de pKa fossem

encontrados pelos diferentes pesquisadores.
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Figura 14 - Perfil cinético das principais bandas de absor¢ao envolvidas no equilibrio D/CE
da CUR obtidos a partir da Figura 13. Mostrando a diminui¢do da banda da espécie ceto-enol
em 428 nm, aumento da banda referente a espécie diceto em 358 nm e o perfil do ponto
isosbéstico em 374 nm.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

E importante enfatizar que mesmo nio sendo mostrado matematicamente, o
desaparecimento da banda em 428 nm ocorre na mesma taxa de aumento da banda em 358 nm,
0 que esta de acordo com nossa proposta em relagao ao equilibrio tautomérico ocorrer em uma
Unica etapa.

Adicionalmente, os estudos de cinética do equilibrio D/CE da CUR em meio aquoso
foi realizado em diferentes temperaturas a fim de conhecer o efeito desse pardmetro neste
processo. O grafico da Figura 15 mostra o perfil cinético monitorado em 428 nm a diferentes

temperaturas.
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Figura 15 - (A) Perfil cinético de decaimento da banda de absor¢do normalizada referente a
espécie ceto-enol (428 nm) em fungdo do tempo em diferentes temperaturas e (B) logaritmo
neperiano da absor¢do em 428 nm da CUR versus tempo em diferentes temperaturas.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A partir da Figura 15 pode ser notado que a velocidade com que o equilibrio
tautomérico ¢ estabelecido ¢ altamente dependente da temperatura. A 21 °C o equilibrio ¢
alcancado em aproximadamente 700 segundos, enquanto que em temperaturas mais elevadas a
cinética ocorre mais rapidamente. Assim, a temperatura afeta tanto o deslocamento do
equilibrio D/CE como também a velocidade que ele ocorre. Adicionalmente, os decaimentos
exponenciais se ajustam perfeitamente ao modelo cinético de primeira ordem (Equagdo 3;
Figura 15B). Os valores das constantes cinéticas obtidos pela equacdo de primeira ordem estao

sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores das constantes cinéticas relacionadas ao equilibrio de tautomerizagao da
CUR em 4gua em funcdo da temperatura.

T(®K) TCC) k(103sh)

204,15 21 7,46 + 0,05
298,15 25 10,40 + 0,04
302,15 29 1539 4 0,07
306,15 33 21,13+0,11
310,15 37 28,07 40,18
314,15 41 35,74 40,33

Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).



49

A Tabela 2 denota que as constantes cinéticas (k) aumentam quase 5 vezes com o
aumento da temperatura de 21 para 41 °C. O valor da energia de ativagdo (E.) foi obtida a partir
do coeficiente angular do grafico da Figura 16A,usando a Equacdo 4.7

Os valores de AH*, AS* foram adquiridos usando a Equagdo 5 (Figura 16B), onde o
coeficiente angular do grafico representa o termo AH*/R e o coeficiente linear AS*/R. A energia
livre de ativagdo (AG*) pode ser obtida pela relagdo entre AH* e AS* como resultado da Equacio
6.75

Figura 16 - (A) Grafico de In(k) versus 1/T utilizado para obter o valor de energia de ativacao
(Ea) e (B) grafico de In(kh/kgT) versus 1/T utilizado para obter os parametros termodinamicos
de ativagio (AH*, AS* e AG*) envolvidos no equilibrio diceto/ceto-enol da curcumina em
solucdo aquosa.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A partir da anélise dos dados acima constatou-se que a energia de ativa¢ao do processo
de tautomerizagio é de aproximadamente 61,2 k] mol™!, AH* e AS* tém valores de 58,6 kJ mol"
e —86,0 J K™! mol!, respectivamente. Esses valores sdo consistentes, uma vez que a entalpia
foi positiva e a entropia negativa, pois a entropia do complexo ativado deve ser menor que a
entropia dos reagentes e produtos. Outra informagdo importante foi que tanto o AH* quanto o
termo —TAS* contribuem sinergicamente para o valor positivo de AG*. Estudos conduzidos por
Huang et al. (2009) demonstraram valores de E, similares ao da curcumina em sua pesquisa
envolvendo o equilibrio tautomérico do 4cido 4-hidroxifenilpiravico.®’

Como demonstrado acima, em meio aquoso a CUR tende a sofrer autoagregacao em
dimeros e seu equilibrio tautomérico ser deslocado para a espécie diceto, principalmente em
baixas temperaturas para o primeiro e altas temperaturas para o ultimo, ocasionando
precipitagdo ou saida do meio de dissolucdo. Esses dois fatores no ambiente fisiologico ricos

em agua, como ¢ o caso da corrente sanguinea e exsudato, podem influenciar fortemente a
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interagdo/ligagdo da curcumina em células, receptores ou proteinas especificas de uma
determinada doenga ou condi¢ao de saide. Como demonstrado por Yanagisawa et al. (2010)
em sua pesquisa relacionada a agdo da CUR em doenca de Alzheimer.*”-38

Consequentemente, ¢ necessario encontrar um sistema carreador que proporcione um
ambiente favordvel a manutencdo e permanéncia da CUR na sua forma enol e aumente sua
solubilidade. Copolimeros tribloco do tipo plurénico formados por PEO—PPO,—PEO tem sido
empregues a fim de evitar a agregacdo de compostos hidrofobicos, aumentando assim a
solubilidade, estabilidade e a atividade em meio fisiologico desses compostos. Foram
reportados a incorporacdo de hipericina, ftalocianinas e a propria curcumina a esses sistemas

transportadores.® !

3.5 INTERACAO DA CUR COM OS PLURONICOS P123 E F127

O estudo da interacdo da CUR com os copolimeros em solu¢do aquosa ¢ de grande
interesse para o desenvolvimento de formula¢des biocompativeis que visem a melhoria da
solubilidade e/ou liberagao de ativos pouco soluveis em agua e fluidos bioldgicos, assim como
a manutengido e permanéncia da CUR na sua forma enol.*°! Os copolimeros exibem boa
compatibilidade, integridade estrutural das micelas e sdo indetectaveis por macréfagos.

O perfil de interacdo da CUR com os plurdnicos P123 e F127 foi acompanhado por
emissdo de fluorescéncia (Figura 17) adicionando-se a solu¢do aquosa de CUR aliquotas de

uma solucao concentrada de copolimero de acordo com a descri¢ao do item 2.2.5.

Figura 17 - Variagdo do espectro de emissao da CUR (2,08 pg) em funcdo da concentragdo de
(A) P123 (0—2,05 mg mL™") e (B) F127 (0—40,00 mg mL") em 4gua. Aexe =426 nm e T = 25
°C. A massa de CUR indicada ¢ obtida sabendo o volume da aliquota retirada da solug¢do
estoque de CUR em EtOH e transferida para a cubeta contendo 2,0 mL de agua.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).
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Inicialmente, observa-se que a intensidade de emissdao da CUR ¢ praticamente zero,
causado pelo processo de supressao e autoagregagao deste composto em meio aquoso, como ja
discutido na segdo 3.1.6566.703% Apos as adigdes de aliquotas de solugdes concentradas de P123
ou F127 ¢ possivel observar um aumento gradativo na intensidade de emissdo da CUR em
solucdo em virtude da solubilizagdo deste composto pelos plurénicos.

Em agua, o principal mecanismo de solvatagdo da CUR ¢ por ligacdes de hidrogénio
entre CUR e agua ou entre CUR—CUR (dimero). Apds a adi¢do dos plurénicos a curcumina se
difunde a partir do seio da solug@o para o ntcleo interno das micelas, no qual o principal meio
de solvatacdo ¢ por interagdes dipolo-dipolo proporcionado pelas cadeias ndo proticas de PPO
da estrutura dos copolimeros (PEOx—PPOy—PEQOy). Fenomeno favorecido pela existéncia de
um microambiente mais hidrofobico comparado ao sistema aquoso.’®%> Assim, a CUR fica
menos acessivel a moléculas de agua, dificultando o estabelecimento de interagdes com
moléculas do solvente supressor e moléculas da propria CUR.

As isotermas de ligagdo CUR—PLU usando diferentes quantidades de curcumina
(2,08-0,52 pg) foram monitoradas em comprimento de onda de emissao igual a 497 nm. Os
experimentos foram realizados em 5 temperaturas diferentes (25, 29, 33, 37 e 41 °C), onde as
curvas referentes as temperaturas de 25 e 37 °C para ambos os copolimeros sdo mostradas na
Figura 18. As massas de CUR indicadas sdo obtidas sabendo o volume da aliquota retirada da

solugdo estoque de CUR em EtOH e adicionadas a cubeta contendo agua.
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Figura 18 - Variacdo da intensidade de emissdo da CUR (2,08 — 0,52 pg) em meio aquoso
monitorada em 497 nm com o aumento da concentragdo de (A e C) P123 ¢ (B e D) F127. Sao
mostrados os resultados referentes as temperaturas de (A ¢ B) 25 °C e (C e D) 37 °C. Aexc =
426 nm. As massas de CUR indicadas sdo obtidas sabendo o volume da aliquota retirada da
solucao estoque de CUR em EtOH e transferida para a cubeta contendo 2,0 mL de agua.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

As curvas experimentais mostram um comportamento usualmente observado em
isotermas de ligagdo, sendo uma etapa inicial de associagdo simples, seguida de tendéncia a
saturacdo na interacdo CUR—PLU.7®% A distin¢do entre as curvas reside na concentracdo de
cada copolimero necessaria para atingir a regido de saturagao de emissdo da CUR (veja os eixos
X). Duas linhas foram tracadas nas etapas distintas de associagdo e saturagdo, respectivamente,
fornecendo assim a solubilidade (interseccdo das curvas) para cada quantidade de CUR
utilizada. Os quatro pontos adquiridos com este procedimento foram graficados em fun¢do da
quantidade de P123 e F127 e o coeficiente angular desses pontos forneceu a solubilidade
intrinseca ()) da CUR em cada copolimero (Tabela 3). Esse procedimento foi executado para
as diferentes temperaturas a fim de se obter a solubilidade intrinseca como fun¢do da

temperatura (Figura 19).
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Figura 19 - Solubilidade de cada quantidade de CUR utilizada para calcular a solubilidade

intrinseca (x) em (A) P123 e (B) F127 a diferentes temperaturas.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Tabela 3 - Solubilidade intrinseca (x) da CUR em P123 e F127 em funcao da temperatura.

PLU T T (ugCUR) , (mmolCUR)
(K) (°C) mgPLU molPLU
298,15 25,0 2,58 40,22
302,15 29,0 5,09 79,45

§ 306,15 33,0 6,28 98,02

- 310,15 37,0 6,77 105,63
314,15 41,0 6,68 104,30
298,15 25,0 0,05 1,95
302,15 29,0 0,56 19,00

5 306,15 33,0 1,86 63,56

- 310,15 37,0 2,75 94,17
314,15 41,0 3,54 121,11

Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).

Analisando a Figura 19 e a Tabela 3 nota-se, de modo geral, que a uma mesma

temperatura o P123 interage e solubiliza melhor a CUR que o F127. Adicionalmente, a

temperatura exerce uma influéncia significativa na interagdo da CUR com ambos os
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copolimeros. Onde o aumento deste pardmetro causa um aumento da interacdo entre os
constituintes, resultando na elevagao da quantidade de curcumina ligada as micelas nos dois
plurdnicos.®® Porém, esse efeito é sempre mais significativo para o P123 do que para o F127,
no qual o F127 sempre oferece uma menor solubilidade a CUR que o P123. Por exemplo, a 25
°C a solubilidade da CUR em P123 ¢ de 2,6 pug mg! enquanto que a solubilidade em F127 é de
apenas 0,05 ug mg'. Elevando-se a temperatura da solugdo para 41°C ocorre substancial
aumento da solubilidade da CUR em ambos os copolimeros, exibindo valores de 6,7 € 3,5 ug
mg! para P123 e F127, respectivamente.

Os copolimeros do tipo plurdnicos possuem consideraveis diferengas nas suas
caracteristicas fisico-quimicas e no processo de organiza¢do micelar, raio hidrodinamico (Run),
concentragdo micelar critica (CMC), temperatura micelar critica (TMC), além da interacao e
entrega de ativos. Essas propriedades dependem da razao PEO/PPO na estrutura do copolimero,
concentracio do pluronico e temperatura da solugdo.’®** Desta forma, essas caracteristicas
acabam refletindo no grau de interagdo e solubilidade da CUR em P123 e F127, e para auxiliar
na elucidacdo dos comportamentos descritos anteriormente ¢ necessario utilizar as Tabela 4 e
5 que descrevem quantitativamente alguns dos paradmetros associados ao processo de

organizagdo micelar dos copolimeros aqui trabalhados.

Tabela 4 - Temperatura micelar critica (TMC) dos copolimeros P123 e F127 em fung¢do da
concentragdo de copolimero.

F127 P123
[PLUlmgmL!  [PLUImmolL' TMC (°C) | [PLU]mmol L! TMC (°C)
0,25 0,02 35,5 0,043 24,0
0,50 0,04 33,0 0,087 22,5
1,00 0,079 31,0 0,174 21,0
2,50 0,198 28,0 0,435 19,0
5,00 0,397 26,5 0,87 17,5
10,00 0,794 24,0 1,74 16,0

Fonte: tabela elaborada a partir do trabalho de Alexandridis et al.*
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Tabela 5 - Concentragdo micelar critica (CMC) dos copolimeros P123 e F127 em fungdo da
temperatura da soluc¢do.

F127 (PEO100—PPO70-PEO100) P123 (PEO20-PPO70—PEO»0)
T(°C) CMC (mgmL"') CMC (mmolL') | CMC (mgmL"') CMC (mmol L)
20,0 40,0 3,174 1,8 0,313
25,0 7,0 0,555 0,3 0,052
30,0 1,0 0,079 0,05 0,009
35,0 0,25 0,019 0,01 0,002
40,0 0,08 0,006 — —

Fonte: tabela elaborada a partir do trabalho de Alexandridis et al.>®

Apesar de ambos os copolimeros possuirem quantidades similares de unidades de PPO
(~70) que formam o nucleo micelar, o nimero de unidades de PEO no F127 € cinco vezes maior
(100) que no P123 (20), resultando num balango hidrofilico-lipofilico (HLB) maior para o F127
(22) em comparagio ao P123 (8).%° Neste sentido, devido sua menor cadeia de PEO e HLB o
P123 proporciona um microambiente mais lipossoluvel, capaz de acomodar compostos pouco
soltiveis como a curcumina com maior eficiéncia que o plurénico F127. Essa diferenca no
tamanho da cadeia PEO do P123 e F127, assim como o HLB acabam influenciando a facilidade
com que cada copolimero se associe em micelas quando em solugdo aquosa.

Como visto na Tabela 5, os valores de concentragdo micelar critica (CMC) dos
plurénicos dependem fortemente das caracteristicas de cada copolimero e sdo altamente
afetados pela temperatura, resultando como visto na Tabela 3, numa diferenga de solubilidade
da CUR pelos dois copolimeros, sendo também fun¢ao da temperatura. Por exemplo, a 25 °C a
CMC do P123 ¢ de 0,3 mg mL"!, enquanto para o F127 a CMC ¢ consideravelmente maior (7,0
mg mL™). Ou seja, a associa¢io de unimeros de P123 em solu¢do ocorre com uma concentragio
significativamente menor conferindo ao P123 melhores propriedades para a solubilizagao de
ativos mesmo a baixas temperaturas.’®%*

Um aumento de apenas 4 °C na temperatura (29 °C) foi suficiente para quase dobrar a
solubilidade da CUR (5,1 pg mg') em P123, enquanto que para o F127 um aumento
consideravel da solubilidade da curcumina (1,9 pg mg') foi obtida apenas a 33 °C. Tal
comportamento ¢ resultante das mudangas estruturais que ocorrem nas micelas com o aumento
da temperatura, principalmente proximas a TMC. A diferenga de TMC do P123 e do F127 numa
mesma concentracdo ¢ de aproximadamente 10 °C, vide Tabela 4, o que condiz com os

resultados obtidos da interagdo CUR—PLU. Enquanto que para temperaturas acima das supra
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mencionadas variagdes de interagdo/solubilidade menores foram observadas, resultado de
menores variagdes estruturais das micelas ocorrerem em temperaturas mais elevadas.>®%*

Sabe-se que o aumento da temperatura de solugdes contendo os copolimeros causa
desidratagdo das cadeias poliméricas, aumentando a hidrofobicidade das cadeias de PEO e PPO.
O aumento da hidrofobicidade ¢ desidratagao das cadeias leva a forma¢ao de micelas com um
nlcleo mais denso, ampliando a capacidade de solubilizar a CUR na forma monomérica. O
efeito da temperatura também eleva a vibragdo térmica das cadeias poliméricas, aumentando a
distancia intermolecular entre as cadeias e, assim, o espaco disponivel para solubilizar uma
maior quantidade de curcumina por micela polimérica.’®** Entretanto a menor interagio
CUR—F127 em comparagao com a interagdo CUR—P123 nao deprecia a efetividade do sistema
com F127 para o encapsulamento e liberagao da CUR, isso porque existe uma competitividade
entre a ligacdo e a liberagio do composto pelos copolimeros.”

Dados termodinadmicos sao importantes para avaliar quais parametros sao dominantes
na interacao ativo-plurdnico. Normalmente a equacao de van’t Hoff ¢ empregada para calcular
os parametros termodinamicos de processos simples quando os valores de AH e AS ndo
dependem da temperatura (AH e AS s3o constantes na faixa de temperatura utilizada).
Entretanto, o processo associado a solubilizagao da CUR pelos PLUs ¢ muito complexo devido
ao processo de formagdo micelar dos plurdnicos, que sdo altamente dependentes da
temperatura.’>” Neste caso, AH e AS variam com a temperatura, produzindo um
comportamento ndo linear quando ¢ construido o grafico de In(Kwm) versus 1/T (Figura 20).
Onde o coeficiente de particdo molar micela-dgua (Km) € obtido a partir de x usando a Equacao

7.

Figura 20 — Grafico de van’t Hoff (In(Kwm) versus 1/T) para o processo de intera¢do da
curcumina com os copolimeros (A) P123 e (B) F127 em meio aquoso.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).
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Desta maneira, os parametros termodinamicos devem ser obtidos a partir de um
método mais acurado de calculo. Para processos que ocorrem com uma dependéncia nao linear
de AG versus T, uma equagdo polinomial de segunda ordem (curva parabodlica) consegue
descrever melhor o comportamento termodinamico de sistemas mais complexos como € o caso

: = _ 78,79
da interagago CUR—PLU.

Os valores de AH em cada temperatura trabalhada pode ser calculada a partir dos
coeficientes polinomiais a e ¢ da Equacdo 10, obtidas pelo ajuste da curva aos dados

experimentais do grafico de AG versus T (Figura 21), como descritos no item 2.2.5.

Figura 21 - Ajuste dos pontos experimentais de AG em funcao de T relacionados a interagdo
entre CUR e (A) P123 e (B) F127 em meio aquoso utilizando um polindmio de segunda

ordem.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Como pode ser visto na Figura 21, a curva experimental ajustou-se significativamente
aos pontos experimentais obtidos pelo polindmio de segunda ordem, fornecendo os valores dos
coeficientes polinomiais para o P123 (a = 1613,9 J mol™!'; ¢ = 0,0168 ] mol! K?) e F127 (a =
5163,23 Jmol™'; ¢ = 0,05307 J mol™! K?). Substituindo esses valores na Equagdo 10, os valores
de AH relacionado ao processo de solubilizacdo da CUR nos PLUs em cada temperatura foram
obtidos, conforme mostrado na Tabela 6.7 Os valores de AS foram adquiridos empregando-

se a Equagdo 11 (Tabela 6).
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Tabela 6 - Coeficiente de partigdo molar micela-dgua (Kwm) e pardmetros termodindmicos
relacionados a interacdo da CUR com P123 e F127 em fun¢do da temperatura.

PLU T(®X) T(C) Ku  AGKJmol') AH(Imol') TAS (kJ mol')

298,15 25,0 11.056,4 —23,08 123,14 23,20
302,15 29,0 21.841,5 —25,10 82,87 25,18
S 306,15 33,0 26.947,0 —26,00 42,06 26,01
- 310,15 37,0  29.039,2 —26,50 0,72 26,50
314,15 41,0 28.673,5 —26,81 —41,16 26,77
298,15 25,0 535,8 —15,58 445,66 16,02
302,15 29,0 5.222.,4 -21,50 318,22 21,82
5 306,15 33,0 17.472,9 —24,86 189,09 25,05
- 310,15 37,0  25.888,3 —26,20 58,27 26,26
314,15 41,0 33.294,69 -27,20 —74,26 27,12

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A incorporagdo da CUR nos copolimeros ¢ um processo espontaneo em toda a faixa
de temperatura trabalhada. O AG de interagado CUR—P123 permanece entre valores de —23,1 e
—26,8 k] mol™!, quando a temperatura aumenta de 25 para 41 °C. Enquanto que para a interagio
CUR-F127 o0 AG exibe uma faixa maior de valores (—15,6 a—27,2 kJ mol!) no mesmo intervalo
de temperatura. Os resultados estdo em concordancia com os fatores de micelizagado discutidos
acima.>® E importante salientar que nas temperaturas de trabalho mais elevadas os valores de
AG tendem a se convergirem, ou seja, a energia associada ao processo de micelizagao/interagdo
CUR-PLU se tornam préximas para P123 e F127.

De acordo com a Tabela 6 a interagdo CUR—PLU se torna menos endotérmica (AH
diminui) com o aumento da temperatura, inclusive tornando-se exotérmica a 41 °C em ambos
os copolimeros. J4 a entropia segue uma tendéncia oposta a entalpia: aumenta com o aumento
da temperatura. A contribui¢do do termo entrépico (—TAS) para a espontaneidade da interagdo
(AG < 0) prevalece em toda a faixa de temperatura empregada. Portanto, a energia requerida
para o processo de incorporacao da CUR no interior do microambiente micelar fornecido pelo

nticleo se torna menor com o aumento da temperatura do sistema.”®
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3.6 ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS) DO SISTEMA PLU-CUR
Medidas de DLS de solug¢des de PLU (2,5 mg mL™) contendo CUR (0,8 pg mL™)

foram realizadas em diferentes temperaturas na faixa de 21 a 41°C. Nessas medidas, a

intensidade normalizada da funcdo de autocorrelacio G(t) foi obtida em 13 angulos de

espalhamento em cada temperatura. As curvas de autocorrelacao obtidas a 90 ° sdo mostradas

na Figura 22.

Figura 22 - Curvas de autocorrelacdo G(t) das formulacdes de (A) P123 e (B) F127 (2,5 mg
mL) contendo CUR (0,8 pg mL™") como fungdo da temperatura. No canto direito superior
esta o grafico de I versus ¢°.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).
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A Figura 22 mostra que ocorre um deslocamento nos tempos de decaimentos da fungdo
de correlagdo para tempos mais curtos com o aumento da temperatura para ambos os sistemas
de copolimeros contendo CUR estudados. Além disso, nas temperaturas mais altas as curvas de
G(7) tendem a se ajustar a uma fun¢do exponencial de primeira ordem, € como consequéncia,
I" tende a variar linearmente com q° a temperaturas mais elevadas, indicando um movimento
difusional quase esférico das micelas. A diminui¢do da temperatura para valores iguais ou
abaixo de 25 °C para CUR—P123 e de 29 °C para CUR—F127, faz com que I' deixe de variar
linearmente com q° e G(t) ndo tenha a tendéncia a se ajustar a uma equagio exponencial de
primeira ordem. Como mostrado por Basak e Bandyopadhyay (2013), isso estabelece
indiretamente que a TMC dos PLUs estdo na faixa de 21—25 °C para CUR—P123 e 25—-29 °C
para CUR—F127, indicando que em baixas temperaturas ocorre uma quebra ou dissociagdo das
micelas copoliméricas em unimeros livres em solu¢dao ou de pequenos agregados interagindo
fracamente com as moléculas de CUR.%

Como discutido na sessdo anterior, a diferenca de TMC entre os copolimeros surgem
dos distintos tamanhos do bloco hidrofilico PEO e HBL dos plurénicos. O F127 possui cinco
vezes mais unidades de repeticdo EO do que o P123, fornecendo uma micela maior e menos
compacta em comparag¢io com o P123.°7 Como efeito, o tamanho obtido através do coeficiente
angular do grafico de I' vs q* aplicada a Equagdo 13 diminui de 32 para 11 nm para o P123 e de
101 para 12 nm para o F127 quando a temperatura ¢ aumentada de 21para 33 °C.

Basak e Bandyopadhyay (2013) verificaram que quando compostos hidrofobicos sao
incorporados em copolimeros, os valores de CMC e TMC dos pluronicos diminuem devido a
presenga dessas moléculas. Eles notaram que compostos hidrofobicos atuam como uma espécie
de nucleadores, fazendo com que a hidrofobicidade do nucleo formado por PPO também seja
significativamente aumentada. De acordo com eles, isso favorece a agregacdo micelar em
temperaturas mais baixas comparadas as apresentadas pelos copolimeros puros. Em contraste,
o tamanho médio se torna maior, provavelmente devido ao aumento do espago entre as cadeias
PPO do nucleo micelar. Os autores também observaram que a redugdo dos valores de CMC e
TMC estao intimamente relacionados com o coeficiente de particdo dos compostos
incorporados, onde um aumento do coeficiente de parti¢ao reduz tanto a CMC quanto a TMC
dos copolimeros, e assim, favorecendo a formagdo das micelas a concentragdes e temperaturas
mais baixas.®

Entretanto, esse comportamento ndo foi observado para os sistemas descrito neste
trabalho (Figura 22 e 23), isso pode estar associado a diferenga de concentracao de copolimeros

e os solutos usados em cada estudo. Outra possibilidade ¢ ser devido a mudanga da TMC
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causada pela presenca da CUR ser muito pequena em relacdo as solugdes de PLU puras,

dificultado sua observagdo no gap de temperatura utilizado (4 °C).

Figura 23 - Variagdo do raio hidrodinamico aparente (Ry) dos sistemas (A) P123, (B) F127,
(C) CUR—-P123 ¢ (D) CUR—F127 em fun¢ao da temperatura da solucao.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A Figura 23 mostra o raio hidrodindmico aparente (Ry) para os sistemas formados por
P123, F127, CUR—-PI123 e CUR—F127 a diferentes temperaturas. Pode-se observar que
mudangas relativamente pequenas ocorrem nos valores Ry, para as amostras de P123 e F127
puras (sem a presenga de CUR), devido ao aumento da temperatura da solugdo, principalmente
acima da TMC. No entanto, quando a CUR ¢ incorporada as formulacdes, drasticas mudancas
nos Ry ocorrem, apresentando ao menos duas regides distintas. As regides com raio maior que
100 nm provavelmente consistem em agregados de CUR associados a unimeros ou clusters de
copolimeros, uma vez que essas distribui¢des de tamanho sdo encontradas principalmente em
baixas temperaturas. A outra regido proxima a 10 e 20 nm esta relacionada as micelas de

CUR—-PLU ou PLU (quando sem a presenca de CUR na formulacdo), essa distribuicdo de
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tamanho ¢ observada predominantemente em temperaturas acima da TMC dos copolimeros.
Uma terceira distribuicdo de tamanho aleatéria as vezes pode ser percebida em algumas
temperaturas para alguns dos sistemas estudados, estas podem estar associadas a presenga de
unimeros individuais na solug¢do. Resultados similares foram observados por Raval et al.
(2017)* e Ghosh et al. (2014).”8

Adicionalmente, as polidispersidades de ambos os copolimeros aumentam
substancialmente quando a temperatura ¢ diminuida ou quando curcumina € incorporada no
interior do nticleo micelar. Fungdes de distribuigdes mais largas indicam maior polidispersidade
(Figura 23). Basak e Bandyopadhyay (2013) também observaram que a incorporacido de
compostos hidrofilicos formam micelas maiores e mais polidispersas, enquanto que solutos
hidrofobicos tendem a formar micelas menores e mais compactas.®> A mesma tendéncia foi
encontrada por Chat et al. (2018) em sua pesquisa envolvendo a incorporacdo de 6leo de
lavanda em micelas de P123.%

Apesar de quando solubilizados em sistemas aquosos, ou em meios que contenha uma
fracao consideravel de dgua, como ¢ o caso do exsudato, os copolimeros formarem micelas e
encapsularem e protegerem as moléculas de CUR, o material de partida pretendido para a
liberagio desses sistemas sio membranas s6lidas.” Assim, o estudo da interacdo da CUR com

o P123 e 0 F127 no estado sdlido também se mostra de grande importancia.

3.7 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA DO SISTEMA PLU-CUR

O estudo da interacdo da CUR com os copolimeros no estado sélido foi realizado por
calorimetria diferencial de varredura (DSC). Inicialmente avaliou-se os componentes puros e
posteriormente a mistura da CUR com os PLU em diferentes propor¢des massicas a fim de
encontrar se existe uma propor¢ao 6tima de mistura entre os componentes no estado sélido. A

Figura 24 exibe as curvas de DSC para os componentes puros.



63

Figura 24 - Curvas de DSC da CUR, P123 e F127 puros realizados a uma taxa de 5 °C min™!
na faixa de temperatura de 0 a 190 °C.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

« Endo Fluxo de calor (Wg') 1Wg™

As curvas de DSC da CUR e do F127 puros exibem apenas um evento endotérmico
estreito (AnsH = 131,0 € 108,3 J ¢!, respectivamente) correspondentes aos pontos de fusio a
178,4 e 56,4 °C, respectivamente. O plurénico P123 apresenta dois picos endotérmicos largos
e pequenos entre 0 e 56,0 °C com uma entalpia total de 29,7 J g”! em que o pico principal ocorre
a 38,2 °C, indicando que esse copolimero deve possuir duas fases cristalinas distintas.3>!%
Confirmando que nessas condi¢des os componentes sao estaveis e ndo se decompoem. A Figura

25 mostra as curvas de DSC de varias propor¢des massicas de CUR—PLU e a variagdo da

temperatura de fusdo dos componentes em funcdo do aumento da massa de CUR no sistema.
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Figura 25 - Curvas de DSC dos plurdnicos (A) P123 e (B) F127 com o aumento da
quantidade de CUR (%m/m) na dispersao solida. (C) e (D) apresentam a variagao da

temperatura de fusdo dos componentes nos sistemas CUR—

P123 e CUR—-F127,

respectivamente.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A temperatura de fusdo de todos os componentes puros (CUR: 178,4; F127: 56,4 e

P123: 38,2 °C) diminuiram com a formacao da mistura pela dispersao solida, como mostrado

na Figura 25(C e D). Esse comportamento indica que um componente interfere

significativamente na estrutura cristalina do outro através de interacdes fracas (Van der Waals)

em arranjos organizados ndo aleatorios com maior entropia.!’! Os valores da entalpia de fusdo

(AH) obtidos pela area dos picos de fusdao da curcumina e dos pluronicos sao mostrados na

Figura 26.
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Figura 26 - Diagrama de triangulo de Tamman mostrando a entalpia de fusdo dos plurénicos
(circulos fechados) e da curcumina (circulos abertos) versus a porcentagem em massa da CUR
incorporada em (A) P123 e (B) F127.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

De acordo com a Figura 26, o efeito térmico (AH) de fusdao dos plurénicos tende a zero
para a composicao correspondente a CUR pura. Isso esta de acordo, uma vez que ¢ a presenga
de copolimero que proporciona amorfizagdo da CUR. Os valores de AH de fusdo dos PLUs
(circulos fechados) aumenta linearmente com o aumento da quantidade de P123 e/ou F127 no
sistema. Desta forma, a solubilidade maxima da CUR ¢ determinada pela extrapolacao da
entalpia de fusdo deste componente (circulos abertos) em fungio da sua composicio méssica.®?
A solubilidade da CUR em estado solido foi de 15,2 ¢ 14,4 % m/m em P123 ¢ F127,
respectivamente.

Karolewicz et al. (2017) encontraram resultados similares quando avaliaram a
interacao entre imatinibe (IMA) e F127 preparados pelo método da dispersdao solida. Eles
estabeleceram que solubilidade maxima do composto no pluronico foi de 2,3%.%

A fim de avaliar quais grupos funcionais sdo responsaveis pela interagdo da CUR com
os PLUs, foram realizadas medidas de FTIR das amostras de CUR/PLU nas razdes massicas
de: 25/75, 50/50 ¢ 75/50. Porém nenhum deslocamento conclusivo do niimero de onda relativo
as bandas caracteristicas dos grupos hidroxil e diceto/ceto-enélico (3700—3000 cm™ e ~1600
cm’!, respectivamente) da CUR pdde ser observado. Medidas de FTIR s3o boas para verificar
mudancas de grupos funcionais na estrutura de compostos quando ocorre adi¢cao ou eliminagao
de grupos caracteristicos, mas ¢ relativamente inadequada para avaliar interagdes fracas como
interacdes polimero-curcumina. Entretanto, como visto acima, devido as mudangas das
temperaturas e entalpias de fusdo obtidas nos estudos de DSC, a interacdo entre CUR e os

copolimeros no estado solido realmente ocorrem.!0%1%3
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4 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste capitulo investigou-se as propriedades espectroscopicas da CUR em solventes
organicos e solucao aquosa. Em agua avaliou-se o processo de autoagregagdo em dimeros da
CUR assim como o equilibrio diceto/ceto-endlico deste composto € como a temperatura
influencia nesses processos. No intuito de aumentar a solubilidade do ativo, explorou-se a
interagdo da CUR com os copolimeros micelares P123 e F127 em solug@o aquosa e o efeito da
temperatura nesses fatores. Por fim, obteve-se resultados acerca do comportamento térmico de
misturas entre CUR e os PLUs por DSC no intuito de encontrar uma propor¢ao ideal dos
componentes no estado sélido.

A CUR exibe espectro de absor¢do e emissdo similares para solventes organicos
proticos e aproticos, no entanto sua fluorescéncia ¢ completamente extinta devido aos processos
de supressao pela agua e agregacao da CUR em dimeros do tipo H. O espectro de absor¢ao do
composto neste solvente apresenta duas bandas, uma de maior intensidade que est4 associado a
espécie ceto-enol e outra de menor intensidade e comprimento de onda referente a espécie
diceto da curcumina. O equilibrio entre essas espécies ¢ afetado pela temperatura, onde o
aumento deste parametro desloca o equilibrio para a espécie 1,3 diceto, aumentando também a
velocidade com que o processo ocorre.

A interagdo da CUR com os PLUs foi avaliada por método fluorimétrico,
demonstrando que a solubilidade do principio ativo no P123 e no F127 aumentam com o
aumento da temperatura no sistema. O AG de interagcdo dos componentes variou de —15,6 a
—27,2 kJ mol!. Tanto a solubilidade da CUR quanto o AG de interacio dela com os plurdnicos
sao resultados da diferenga de CMC, TMC e razdo PEO/PPO dos copolimeros e dependem da
temperatura.

Medidas de DLS mostraram um aumento do R e polidispersidade com a inser¢ao da
CUR hidrofébica na formulagao.

A diminui¢ao da temperatura de fusdo ocorreu tanto para a CUR quanto para ambos
os copolimeros, indicando que um componente interfere significativamente na estrutura
cristalina do outro por meio de interagdes fracas. A solubilidade maxima da CUR no estado
solido para ambos os PLUs ¢ de aproximadamente 15% m/m para ambos os sistemas
CUR-F127 e CUR—P123.

Os estudos conduzidos até aqui serviram de base para o desenvolvimento do proximo
capitulo, que esta centrado no desenvolvimento das membranas QTS/PLUs contendo CUR para

aplicagdo em feridas cutaneas.
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CAPITULO III

Desenvolvimento e caracterizacdo das membranas

de quitosana/plurénico contendo curcumina
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Muitos métodos foram desenvolvidos para preparar formulagdes de quitosana,
incluindo emulsdo, secagem por pulverizagdo, técnica de coalescéncia de goticulas
emulsificadas, gelificacdo i0nica, dentre outras. Para formar particulas de diferentes formas:
microesferas, tabletes, nanoparticulas, fibras, filmes, hidrogéis, esponjas, etc.'®?? Esse
polissacarideo exibe excelente capacidade de formacdo de membrana e encontra muitas
aplicagdes como dispositivo para administragdo de ativos, sendo aplicados na mucosa oral,
entrega bucal, transdérmica, sublingual e periodontal, fornecendo uma protecdo externa ao
ativo, melhorando a estabilidade do ativo em ambientes complexos.!'®2?

Diferentes técnicas de processamento podem ser aplicadas para produzir membranas
de QTS, tais como: secagem de solvente, moldagem com o polimero fundido, utilizagao de ndo
solvente, dentre outras. A técnica de secagem de solvente (Figura 27) ¢ a mais facil
experimentalmente, uma vez que ndo hé a necessidade de utilizacdo de temperaturas elevadas
e nem de solventes secundarios. Membranas a base de quitosana possuem uma ampla gama de
aplicagdes biomédicas, como entrega controlada de medicamentos, curativos para feridas e

enxertos vasculares.'$2%104

Figura 27 - Esquema de preparacdo de membranas a base de quitosana por secagem de
solvente (casting).
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Fonte: figura elaborada pelo autor deste trabalho (2020).

Em relagao a utilizagao da quitosana como material curativo de feridas e queimaduras,
tem-se mostrado que, durante as fases iniciais de cicatriza¢dao, a QTS atua como componente
hemostatico e promove a infiltragdo e migracdo de neutrofilos e macrofagos em diregdo aos
tecidos epiteliais. Estudos indicam que a QTS, principalmente a de alta massa molar, promove
a proliferacao de células queratinécitos. Estudos in vitro demonstram que esse polimero nao

exerce citotoxicidade quando testada com fibroblastos dérmicos, resultados in vivo também
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indicam que QTS ndo apresenta toxicidade aguda significativa.!®> Além disso, relata-se que
esse polissacarideo estimula a secrecao de interleucina 8 (IL-8) dos fibroblastos, resultando em
angiogénese e migragdo de neutrofilos, quando testada em cachorros. Verificou-se também
auséncia de efeitos pirogénicos (febre, calafrios, etc.) e irritacdo da pele causada pela QTS
aplicada em camundongos. Assim como a curcumina, a QTS aumenta a expressdo de fator de
transformagdo do crescimento beta (TGF-B1) e producdo de colageno na fase pos-lesao
inicial.'*

O cerne do presente capitulo reside no desenvolvimento (por secagem de solvente) e
caracterizagdo de membranas a base de quitosana/plurénico contendo curcumina para aplicagao
cutanea. As amostras produzidas foram caracterizadas por diferentes técnicas microscopicas,
analisou-se também o grau de intumescimento, angulo de contato e permeabilidade ao vapor de
agua das membranas. As caracteristicas fisico-quimicas foram obtidas por infravermelho,
analise termogravimétrica, calorimetria diferencial de varredura e ensaios mecéanicos. Avaliou-
se a taxa de libera¢do in vitro da CUR contida nas membranas e a permeacdo ex vivo do
composto em pele humana. Por fim, investigou-se os valores de concentragao inibitoria minima
das amostras contra cepas de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa pelo método da

microdilui¢ao.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAIS

Quitosana de média massa molar (Lote #STBG8451) (com grau de desacetilagao 87%
calculado de acordo com Brugnerotto et al., (2001) e massa molar viscosimétrica My = 10,6
x10* calculada de acordo com Tanasale et al. (2019)),'°%1%7 curcumina (contendo > 65% de
curcumina e < 35% de demetoxi e bisdemetoxi-curcumina), Pluronic P123 (M, = 5.750 g mol
1), F127 (M = 12.600 g mol ™), Tween 80, dodecilsulfato de sédio (SDS) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich, Cloreto de potassio, cloreto de sddio, fosfato de sodio dibasico, fosfato de
potéassio monobasico, acido acético (HAc), etanol e propileno glicol (PG) foram comprados da
NEON. Meio de congelamento de tecidos (TissueTec) foi obtido da Leica. Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), obtidas da Microbiologics®.
Todos os reagentes foram usados sem purificagdo prévia. Agua deionizada foi utilizada em

todos os ensaios.

2.2 METODOS
2.2.1Preparo das membranas a base de quitosana
2.2.1.1 Preparo das membranas de QTS pura

As membras de quitosana foram preparadas usando a técnica de secagem de solvente,
também conhecida como casting. Preparou-se uma solucao padrao viscosa de quitosana (2,0%
m/V) em 4cido acético (1,0% V/V) sob agitacdo mecanica com rotacao de 600 rpm durante 24
h, pardmetros definidos a partir de revisio.!”® A solucio resultante foi filtrada em peneira
metalica com 170 mesh e abertura de 90 pum com auxilio de bomba de vécuo, essa etapa foi
realizada para extrair a quitina residual nao solubilizada pela solugdo écida.

A solugdo foi vertida em placa de petri de poliestireno e deixada em repouso em
superficie plana para que a secagem do solvente fosse realizada de forma uniforme, a

temperatura ambiente e sem o auxilio de exaustdo.

2.2.1.2 Preparo das membranas contendo CUR e PLU

A partir da solugdo descrita no item anterior, preparou-se seis membranas com
diferentes formulagdes: QTS pura, QTS—F127, QTS—P123, QTS—CUR, QTS—F127—CUR ¢
QTS—PI123—CUR. As membranas constituidas de QTS—CUR, QTS—FI127 ¢ QTS—P123
foram preparadas na razdo massica de 90:10, enquanto aquelas de composi¢dao
QTS—F127—CUR e QTS—P123—CUR foram preparadas na propor¢ao 80:10:10. Todas as

amostras foram submetidas a aquecimento a 50 °C e agitagdo magnética vigorosa e constante
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durante 24 h para garantir dispersdo uniforme e homogénea das solugdes filmogénicas. As
solucdes foram vertidas em placas de petri e deixadas em repouso para secagem do solvente.
Por fim, as amostras foram condicionadas em estufa para posterior caracterizagdo e aplicagao.
Em todas as etapas de preparo e armazenamento as amostras foram protegidas da luz. A Tabela
7 descreve a propor¢do de cada formulagao.

As condi¢des de trabalho descritas acima foram definidas a partir de diferentes
metodologias para a preparagdo das solucdes filmogénicas e da secagem do solvente e
verificadas por via visual. Dentre as variaveis podemos destacar o método de adi¢do da CUR e
dos copolimeros (adicao direta e pré dissolvidos em acetona), dissolugdo conduzida com e sem
aquecimento, variando-se o tempo de agitagdo (2, 6, 12 e 24 h) por meio de agitagdo magnética.
Por fim avaliou-se a influéncia da utiliza¢ao ou nao de fluxo de ar (capela de exaustdo) durante
o processo de secagem das solugdes nas placas de petri. A melhor condi¢do escolhida foi aquela
que apresentou maior homogeneidade da solucdo e nenhum cristal visivel. O aquecimento

auxiliou no aumento de solubilidade da CUR e velocidade de solubiliza¢do dos copolimeros.

Tabela 7 - Proporcao de cada constituinte utilizado no preparo das membranas.

Formulagdes QTS (% m/m) PLU (% m/m) CUR (% m/m)
QTS 100 — —
QTS—F127 90 10 —
QTS—-P123 90 10 —
QTS—CUR 90 - 10
QTS—F127—-CUR 80 10 10
QTS—P123—CUR 80 10 10

Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).

As membranas obtidas a partir da Tabela 7 foram caracterizadas como se segue:

2.2.2 Microscopia optica de luz polarizada (PLOM)

A microscopia 6tica de luz polarizada € um ensaio para rapida observacao de dominios
cristalinos nos materiais produzidos, as diferencas dos dominios cristalinos sdo observadas a
partir da presenca ou auséncia de particulas luminosas causadas por birrefringéncia (diferentes
indices de refracao para diferentes dire¢des de propagacao da luz). Esse ensaio foi realizado
depositando um pedago de cada amostra no suporte de um microscopio otico da marca Motic
Microscopes, modelo SMZ-168-BL contendo uma lente polarizadora acoplada a um sistema de
aquisicao TCS pro500 e software VMS 3.6. A ampliagdo foi escolhida e a imagem capturada

por fotografia digital.!®
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2.2.3 Espectrofotometria de ultravioleta-visivel das membranas

As analises de espectrofotometria UV-Vis foram realizadas para averiguar o
comportamento espectral das membranas com e sem a presenca da curcumina e dos pluronicos.
As leituras foram realizadas diretamente nas membranas, com auxilio de um equipamento UV -
Vis da marca Kasuabi B-500 com fibra otica, na faixa de comprimento de onda de 200—650
nm com 1 nm de intervalo de leitura. E importante frisar que a concentragdo da curcumina
presente na membrana ndo pdde ser determinada por essa técnica, uma vez que as membranas
ndo possuem a mesma espessura em toda sua extensao, podendo variar ainda de amostra para

amostra.

2.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier das membranas
Os espectros de infravermelho (FTIR) foram realizados em um equipamento da marca
Shimadzu modelo IR-PRESTIGE 21 na faixa de nimero de onda de 4000—750 cm™! em modo

absorbancia com resolucdo de 2 cm’!

e 25 acumulagdes. Os componentes puros foram
misturados em KBr, macerados em gral de 4gata e, com uso de uma prensa hidraulica,
preparados na forma de discos para analise. As membranas de quitosana pura e das formulagdes
foram analisadas através da técnica de refletancia total atenuada (ATR—FTIR) usando ZnSe

como material éptico. Ambos os lados das membranas foram examinados.!'!°

2.2.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A perda de massa dos componentes puros ¢ das membranas produzidas foram
analisadas por termogravimetria usando um TGA da marca Shimadzu modelo TA-50.
Aproximadamente 10—15 mg de cada amostra foi colocada em um cadinho de platina e
aquecida da temperatura ambiente até 600 °C a uma taxa de 10 °C min™! sob fluxo dindmico de

nitrogénio de 50 mL min'.!!!

2.2.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram conduzidas usando um
calorimetro Shimadzu modelo DSC-50 sob atmosfera de nitrogénio com uma taxa de 50 mL
min’!. Entre 5—10 mg dos componentes puros, exceto para a QTS, foram colocados em
cadinhos de aluminio, refrigerados até —30 °C e entdo submetidas a aquecimento a uma taxa de
5°C min™! até 220 °C. As amostras contendo QTS foram submetidas a duas corridas. A primeira

foi realizada a uma taxa de 10 °C min™! partindo-se da temperatura ambiente e aquecendo até
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145 °C e mantido isotérmico na temperatura final por 15 min a fim de remover a dgua residual
e apagar a historia térmica. Apos a primeira corrida, o cadinho foi submerso em nitrogénio
liquido e resfriado a —30 °C, em seguida foi novamente aquecido conforme procedimento

descrito para os componentes puros.'!!

2.2.7 Ensaios de traciao versus deformacio para as membranas a base de quitosana

Para a determinagdo das propriedades mecanicas das membranas utilizou-se uma
maquina universal de ensaio (EMIC, modelo DL2000) em modo de tragdo com a célula de
carga TRD21 com capacidade maxima de 50 kgf, segundo norma ASTM D882 (2002).'? Os
corpos de prova ficaram fixos entre duas garras moveis, inicialmente a uma distancia de 50 mm
e a velocidade de afastamento das garras constante em 12,5 mm min™.

As membranas obtidas por secagem de solvente foram cortadas em corpos de prova
retangulares com 90 mm de comprimento, 12,3 mm de largura e a espessura medida em trés
pontos a fim de se tomar a média. Os corpos de prova foram entdo condicionados em uma
camara com umidade relativa controlada de 58 + 5% (solugao saturada de brometo de s6dio)
por, 40 h antes da realizacdo dos ensaios. Os ensaios foram realizados com ao menos 5 corpos
de prova de cada amostra.

A resisténcia a tra¢do (T) e a porcentagem de elongacao (E%) foram calculadas pelas

Equagdes 14 e 15, respectivamente.
T=— (14)

em que T ¢ a tensdo obtida quando as amostras sdo expostas a tragdo (MPa), Fi corresponde a
forga maxima no momento da ruptura da membrana (N) e A ¢ a area da seccdo transversal da

membrana (m?).

E% = & fimidal 4 10 (15)

inicial

onde, E% ¢ a elongacao (%), d; a distdncia no momento da ruptura (mm) € diniciat € @ distancia

inicial de separagio das garras (50 mm).!!?
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2.2.8 Grau de intumescimento das membranas a base de quitosana (%GI)

O comportamento de ganho de massa por intumescimento das membranas foi estudado
adicionando um recorte pré-pesado de 2,5 X 2,5 cm das diferentes membranas em 25 mL de
solugdes tampdo fosfato com pH 5,5 e 9,0, a temperatura (37,0 = 0,5 °C) e agitacdo foram
controlados com banho Dubnof (QUIMIS). As amostras foram retiradas em diferentes
intervalos de tempo, secas superficialmente com papel absorvente para remocao da dgua extra
superficial, pesada com precisdo em balanga analitica e depois colocada novamente na solugao.
O tempo total de andlise foi de 24 h e o intervalo entre as medidas foi de 15 min durante as 2
primeiras horas e a cada 1 h ap6s esse periodo. Medindo-se, assim, o ganho de massa em fungao

do tempo pela Equagdo 16.0 procedimento descrito foi realizado em triplicata.''?

Wi =Wy

%Gl = x 100 (16)

0

onde, GI ¢ o grau de intumescimento, Wy refere-se a massa inicial da amostra ¢ W a massa da

amostra no tempo t.

2.2.9 Microscopia eletronica de varredura das membranas a base de quitosana

As analises morfologicas das membranas foram obtidas antes e apos o ensaio de
intumescimento por meio de um microscopio eletronico (SEM) da marca JEOL, modelo JSM-
6390LV aplicando uma voltagem de aceleragdo de 10 kV. Devido a baixa condutividade
elétricas das membranas produzidas, as amostras foram recobertas com uma camada delgada
de ouro utilizando um aparelho metalizador. As amostras secas recobertas foram submetidas ao
SEM sem preparo anterior além do recobrimento. As amostras apos intumescidas foram
congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas para manter as caracteristicas do material

inchado o mais integro possivel.!!®

2.2.10 Propriedade superficial por angulo de contato das membranas a base de
quitosana

A determinagdo do angulo das membranas foi realizada aplicando uma gota (~3 uL)
de 4gua com auxilio de uma seringa em cima da superficie do material, a cAmera do goniometro
(Ramé-Hart Inst. Co —250-F1) captou a imagem e o software (DropImage versao 3.54) analisou
automaticamente o angulo de contato que a gota apresenta. Foram realizadas 10 medidas a cada

1 segundo de exposicio.!'!?
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2.2.11 Permeabilidade ao vapor de agua das membranas a base de quitosana

A permeabilidade ao vapor de dgua (Kw) das membranas a base de quitosana foram
determinadas em células de difusdo especificas utilizando-se um gradiente de umidade relativa
de 2% (silica) e 75% (solugdo saturada de NaCl) de acordo com a norma ASTM E96-00
(2000).'* O estudo foi realizado em triplicata.

As membranas foram cortadas em moldes circulares de 0,005 m?, medindo-se em 5
pontos diferentes a espessura das membranas com auxilio de um micrometro digital e tomado
a média aritmética. Em seguida, as amostras foram colocadas em cépsulas de teflon com
gradiente de umidade relativa descrita acima.

A passagem de vapor de dgua através da area da membrana foi medida pelo ganho de
massa da capsula em funcdo do tempo, durante 24 h, sendo a permeabilidade determinada pela
Equacdo 17. Onde W = G/t (msgua/horas), sendo calculado pela regressdo linear através dos
dados de ganho de massa da célula de difusdo em fungdo do tempo em estado estacionario; 6 é
a espessura média das membranas analisados (mm) determinadas com auxilio de um
micrometro; A a area de permeacio (0,005 m?); ps = pressido de saturacdo do vapor de dgua a
temperatura do ensaio, 25 °C (3167 kPa); aw1 corresponde a umidade relativa dentro da cuba e

ow2 € a umidade relativa dentro da célula de difusao.

K, = w.$s (17)

A. ps. (Aw1i— Awz)

2.2.12 Quantificacao da CUR pela técnica de espectroscopia de fluorescéncia

As concentragdes da CUR nas amostras foram determinadas via espectroscopia de
fluorescéncia utilizando o fluorimetro Hitachi F-4500, tendo por base os estudos de Mazzarino
et al. (2010), com algumas modificagdes.!!> Ambas as fendas de excitagdo e emissdo foram
ajustadas em 10 nm de abertura para todas as analises. Os comprimentos de onda de excitacao
(Aexc) caracteristicos para a quantificacdo da CUR foram: 425, 426, 416 e 430 nm quando em
Tween 80 (1,0% m/V), SDS (1,0% m/V), acetonitrila (ACN) e mistura H>O/EtOH (70/30 V/V),
respectivamente. Esses comprimentos de onda estdo associados ao A.s maxima da CUR nos
solventes descritos. As leituras dos espectros de emissao foram realizadas na faixa de Aexc + 20
nm a 700 nm para cada meio. A quantificacdo da CUR foi determinada a partir de curva de
calibragdo previamente obtida no intervalo de 2,5 a 119,0 ng mL"! no comprimento de onda de

maxima intensidade de emissdo para todos os sistemas.
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2.2.13 Teste de uniformidade de conteiddo das membranas a base de QTS contendo CUR

Neste estudo, uma membrana inteira (~1 g) de cada formulagao foi cortada em 4 partes,
pesada e adicionada em 50,0 mL de solucdo de 4cido acético (1,0 mol L) para total dissolugio
da membrana. Ap6s isso, 200 pL da solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 25,0
mL e completado com acetona. A medida da intensidade de emissao da CUR relaciona-se com
a concentracao, e assim, pode-se estimar se ha uma distribuicdo uniforme da curcumina nas

membranas de quitosana.'!®

2.2.14 Liberacao in vitro da CUR a partir das membranas a base de quitosana

A liberagdo cumulativa in vitro da CUR a partir das diferentes membranas preparadas
foi realizada em tampao fosfato (PBS) com pH simulado de pele (5,5), com adi¢dao de 1,0%
m/V de Tween 80 ou dodecil sulfato de sddio (SDS) a fim de manter a condi¢ao sink do meio
de dissolugdao. Uma amostra circular com diametro de 2,5 cm de cada formulacao de membrana
foi colocada em um Erlenmeyer contendo 25,0 mL da solugdo tampao termostatizada a 37,0 +
0,5 °C em banho Dubnoff e mantida sob agitacdo constante. Aliquotas de 500 pL foram
retiradas da solugdo em tempos pré-determinados, transferidos para tubos contendo 2,0 mL do
meio de liberagdo (branco) e quantificadas por fluorescéncia. Para cada aliquota retirada do
Erlenmeyer, um volume igual de meio de liberacdo foi reposto ao frasco, sendo realizado
calculo do fator de diluicdo durante a determinacdo da concentracdo da CUR durante o
experimento de liberacdo. Esses experimentos foram realizados durante o periodo de 3 semanas
e em triplicata. Os pontos experimentais foram ajustados aos seguintes modelos cinéticos:
ordem zero (Equagdo 18), primeira ordem (Equacdo 19), Higuchi (Equagao 20), Korsmeyer-
Peppas (Equacao 21) e Peppas-Sahlin (Equagao 22), usando o programa Excel contendo o

suplemento DDSolver.

F=kyt (18)
F = E (1 —e™*t) (19
F = ky-t®® (20)
F= kgp-th @1)

F=ky t"+ k,-t*™ (22)
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onde F ¢ a fracdo do composto liberado no tempo t; ko, ki ko, kn e kxp sdo as constantes de
liberagao de cada modelo cinético; Fmax esta relacionado a fragdo maxima liberada e os
expoentes n € m sao parametros relacionados com o mecanismo de liberagdo proposto por

Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin, respectivamente.

2.2.15 Permeacio ex vivo da CUR a partir das diferentes membranas de quitosana

Os estudos de permeagao ex vivo foram realizados no Laboratorio de Farmacotécnica
e Cosmetologia do Departamento de Farmacia da UFSC.

Pele abdominal humana (espessura total), obtida de um hospital de Florianopolis por
doacgdo espontanea e anonima de pacientes durante casos de cirurgia abdominal, foi empregada
para os ensaios de permeacao ex vivo da CUR a partir das membranas formuladas. O estudo foi
aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Universidade (nimero CAE:
87349418.7.0000.0121). As amostras de pele foram colocadas entre as duas camaras de vidro
da célula de difusdo de Franz (Figura 28). Solu¢do tampao PBS de pH igual a 7,4 contendo 30%
V/V de etanol foi utilizada como fluido receptor a fim de manter a condi¢ao sink durante o
experimento. 1,0 mL de solugdo de CUR (1,2 mg mL™) em propileno glicol (PG) recém
preparada foi usada como controle positivo.'!” A solugio controle e as membranas a base de
quitosana (em um lado especifico) foram acomodadas em cima do estrato corneo da pele em
cada camara doadora. 100 pL de uma solugdo tampao de PBS foi depositada na superficie de
cada amostra a fim de pré intumescer as membranas. Em intervalos fixos de 1 h durante 7 h,
aliquotas de 100 puL foram retiradas da camara receptora, sendo reposta com solucao do meio
aceptor e quantificada por técnica fluorimétrica utilizando uma curva de calibragdo como

descrito no item 2.2.12 deste capitulo.!”-!!8

Figura 28 - Representacdo esquematica da célula de difusdo de Franz.

Amostra contendo
CUR + 100 pulL de PBS

®

Amostra de pele —)
5 Coleta da solugéao

receptora
Banho de
circulagio

—

fte: CAmMara receptora

= Agitagao magnética

Fonte: figura adaptada de Patel ez al. (2016).'"°
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Ao final do experimento de permeagdo, amostras da epiderme foram separadas da
derme empregando um bisturi a fim de determinar a quantidade de CUR nesses tecidos. A CUR
foi extraida das camadas da pele utilizando 5,0 mL de acetonitrila, deixando a solugao com as
peles no freezer durante a noite, sonificando por 15 min e, por fim, centrifugando a 14 kg
durante 12 min. A quantidade de CUR retida nos tecidos foram entdo calculados pela leitura da
solu¢do de ACN em fluorimetro. Pele ndo tratada foi usada como controle negativo (branco),
uma vez que particulas tais como proteinas ou similares presentes na pele podem interferir ou

sobrepor ao espectro de fluorescéncia da CUR por possuirem fluorescéncia propria.

2.2.16 Microscopia confocal das membranas e da pele

A técnica de microscopia confocal foi empregada para monitorar a distribuicdo da
curcumina nas membranas e na pele, esta ultima apds o ensaio de permeagdo ex vivo. No
primeiro caso, um pedago de cada membrana a base de QTS contendo curcumina foi analisada
diretamente no microscopio. No segundo caso, uma fatia de pele de cada célula de Franz foi
cortada ao final no experimento de permeacdo, embebida em meio de congelamento de tecido
(Tissue Tec), sendo congelada a —20 °C e entdo seccionada (20 um) usando um micrétomo
criostato (Leica). As secgdes dos tecidos foram observadas sem aplicagdo de qualquer sonda
adicional ou outro tratamento prévio em um microscopio Leica DMI6000 B acoplado com um
scanner confocal TCS SP5. As amostras foram excitadas em 488 nm com 40% de intensidade

de luz e observadas na regido entre 500—580 nm.

2.2.17 Morfologia da superficie das membranas pds permeacio

Apos os experimentos de permeacdo, as membranas que estavam sobre a pele foram
removidas e colocadas em stub, revestidas com ouro e observadas por meio de SEM seguindo
o procedimento descrito no item 2.2.9 deste capitulo. Ambos os lados das membranas (em

contato ou ndo com a pele) foram avaliados.'!°

2.2.18 Determinaciao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) através do método de
microdiluicao

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Controle de Qualidade
do Departamento de Farmacia da UFSC.
2.2.18.1 Reativagdo das cepas e preparo do inoculo

Foram empregadas cepas-padrao dos micro-organismos Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), obtidas da Microbiologics®
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(Minessota, USA). As culturas bacterianas mantidas em estoque foram repicadas para placas
de Petri contendo agar triptona de soja (TSA) (para S. aureus) ou agar cetrimida (para P.
aeruginosa) e incubadas durante 24 h a 37 °C, para verificar a viabilidade dos micro-organismos
e a pureza das cepas. Em seguida, uma coldonia de cada meio foi transferida para caldo Miiller-
Hinton (MH), seguido de incubacao durante 24 h a 37 °C. A concentragdo de cada inoculo foi
ajustada com salina estéril, tendo como base o tubo 0,5 da escala de Mc Farland, equivalente a
1,5 x10® UFC mL™'. Em seguida, 1,0 mL da suspensdo bacteriana foi transferida para tubo de
ensaio e adicionado 9,0 mL de salina estéril, resultando em uma suspensdo com
aproximadamente 1,5 x10” UFC mL"!, a qual foi empregada nos ensaios posteriores.
2.2.18.2 Ensaio de microdilui¢cdo

Para determinacdo da MIC, pesou-se 1,0 g de cada amostra de gel a base de QTS e
adicionou-se 10,0 mL de salina estéril, obtendo-se uma solug¢ao na concentra¢ao de 100 mg mL"
. A partir desta, foram preparadas dilui¢des seriadas, nos proprios pocos da placa de
microdilui¢do, nas concentragdes de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ¢ 1,56 mg mL"!, em duplicata.
Para a realiza¢do do ensaio adicionou-se, a cada po¢o da microplaca, 100 uL de cada diluicao,
80 pL de caldo MH e 20 pL da suspensdo do micro-organismo. Controles de esterilidade do
meio de cultivo e do diluente foram conduzidos em cada ensaio, assim como controles de
crescimento bacteriano e de auséncia de contaminagao nas amostras (diluicdes). As microplacas
foram incubadas por 24 h a 37 °C e o crescimento bacteriano evidenciado através de turvacgao
e pela adi¢do de 20 pL de solucdo aquosa de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio a 0,5% (m/v)
com incubagdo adicional de 2 h, a mesma temperatura. Pocos com crescimento celular
adquirem a coloragdo rosa, enquanto que 0s po¢os sem crescimento permanecem incolores. A
MIC foi determinada como a menor concentragdo da dilui¢do da amostra que inibiu o

crescimento microbiano.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CONSIDERACOES INICIAIS E ANALISE VISUAL DAS MEMBRANAS

Antes de iniciar a discussao dos resultados obtidos, se mostra pertinente discorrer
sobre o desenvolvimento e preparo das amostras de membranas a base de quitosana contendo
curcumina. Inicialmente foi pensado e desenvolvido a metodologia de preparo das solugdes
para terem aproximadamente 1% de curcumina e 1% dos copolimeros em relacao a massa total
de quitosana.'”® Viérios procedimentos foram executados para verificar quais as melhores
condi¢des de preparo das solugdes. Dentre elas estio a adi¢ao direta da CUR e dos copolimeros
na solu¢do de QTS (2% m/V), adicdo desses componentes pré-solubilizados em solvente
organico (acetona) a solugcdo de QTS. Utilizacao de diferentes tempos de agita¢do (2, 6, 12 e
24 h) em temperatura ambiente e aquecimento brando (~50 °C) e secagem com e sem ajuda de
circulagdo de ar.'?°

Foi verificado nesse estudo qualitativo que as melhores condigdes de preparo de
solugdo foram: adicdo direta dos componentes em solu¢do de quitosana, com aquecimento
brando, tempo de agitagdao de 24h e sem auxilio de circulagdo de ar durante a secagem (Figura
29). A maioria das caracterizagdes e ensaios realizados abaixo foram primeiramente feitas com
essas amostras, no entanto quando partiu-se para as aplicagdes relacionadas a permeacao ex
vivo em pele humana verificou-se que as formulagdes contendo essa concentragao de CUR nao
apresentaria boa permeac¢do na pele, uma vez que o tempo de contato utilizado no ensaio (7 h)
ndo ¢ suficiente para que haja liberacdo de quantidade efetiva minimamente necessaria para
posterior quantificagdo. Isso ocorreu porque a liberagdo da CUR se mostrou lenta (como sera
visto no decorrer do trabalho). Por conta disso, foi retomado o estudo desde o inicio a fim de se
obter amostras com concentragdo de CUR suficiente para quantificacdo nos ensaios de

permeacao.
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Figura 29 - Caracteristicas macroscopicas das membranas de (A) QTS pura, (B) QTS—F127,
(C) QTS—P123, (D) QTS—CUR, (E) QTS—F127—CUR e (F) QTS—P123—CUR contendo
1% m/m de CUR e PLU.

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Figura 30 - Caracteristicas macroscopicas das membranas de (A) QTS pura, (B) QTS—F127,
(C) QTS—P123, (D) QTS—CUR, (E) QTS—=F127—CUR e (F) QTS—P123—CUR contendo
10% m/m de CUR e/ou PLU. As figuras de cima exibem as fotos da parte de cima das
membranas, enquanto que as figuras de baixo exibem as fotos da parte de baixo das

membranas.
A

F..

{ |
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A nova concentragdo utilizada contemplou uma porcentagem de 10% m/m do
principio ativo em comparacao a QTS, quantidade adequada para os ensaios de permeacdo. As
concentragdes dos copolimeros acompanharam a quantidade adicionada de CUR a matriz
polimérica, tendo como base os estudos realizados no Capitulo II da tese. A relagdo CUR/PLU
utilizada acabou sendo (50/50), ou seja, acima da solubilidade méaxima da CUR nos PLUs.
Entretanto estudos anteriores sugerem que a QTS auxilia na solubilizagdo da CUR contida na
matriz, fazendo com que uma quantidade menor de PLU em relacdo a sugerida pelos dados de

DSC pudesse ser utilizada na producio das membranas.'?’ Em geral, analise visual
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macroscopica das membranas, como mostrado na Figura 30, pode fornecer informagdes iniciais
sobre os materiais produzidos, tais como cor, brilho/opacidade e translucidez.

As membranas sem curcumina apresentam caracteristica e coloracdo semelhantes
(Figura 29 e 30 A—C), manifestando brilho quando expostos a luz, ndo exibindo dominios
visiveis de material insoltivel. J4 as membranas contendo CUR (Figura 29 e 30 D—F) exibem
diferencas na coloracdo. A membrana composta por QTS—CUR (Figura 29D e 30D) exibe
coloragdo alaranjada opaca (sem brilho) mas relativamente translicida quando em menor
concentragdo (Figura 29D), provavelmente devido a menor solubilizacdo e dispersdo da CUR
na membrana. Contudo, em maior concentracdo a membrana (Figura 30D) se apresenta brilhosa
em um dos lados (cima) e fosca no outro (baixo), além de ndo ser translicida como a menos
concentrada.

Por outro lado, as membranas contendo CUR e os copolimeros F127 e P123 (Figura
29E—F) exibem um aspecto amarelo limpido, homogéneo e relativamente mais translicido que
a amostra de QTS—CUR, o que pode indicar melhor dispersdo, e provavelmente, melhor
solubiliza¢do do ativo na forma amorfa frente a formulacao sem os PLUs. As membranas mais
concentradas ndo mostram mudancas significativas em relagdo aquela sem os copolimeros,
sendo também brilhantes em um dos lados e foscas no outro. Porém nao exibem colora¢ao mais
amarelada como ocorre com a formulagdo menos concentrada, provavelmente devido a alta
quantidade de ativo disperso.

E importante frisar que houve pouca diferenga de espessura entre as membranas
preparadas (55—65 pm), uma vez que tomou-se o cuidado de preparar amostras com espessuras
semelhantes, adicionando sempre a mesma quantidade de mistura filmogénica, sendo medidas
apos secas por meio de um micrometro. Desta maneira, a variagdo de espessura ndo deve ser
um fator significativo para a maioria das analises aqui apresentadas e discutidas. Além disso,
todas as amostras exibiram uniformidade de conteudo acima de 90% (95 + 3%).

Estudos realizados por Bueno ef al. (2014) mostraram que a presenca de plurdnico
influenciou a opacidade da membrana de quitosana/alginato, aumentando a opacidade com o
aumento da concentracdo do copolimero. Eles atribuiram esse comportamento ao
aprisionamento de ar a matriz polimérica, resultando num material com maior porosidade. As
propriedades mecanicas também foram afetadas pela presenca de plurénico na matriz,
tornando-se menos male4vel com o aumento da quantidade de copolimero.'??

Uma analise visual macroscopica nao nos proporciona informagdes precisas a respeito

da dispersdo e solubilidade da curcumina nas diferentes membranas com matriz de quitosana.
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Uma forma de avaliar a boa dispersdo da curcumina nas membranas ¢ utilizando a microscopia

optica de luz polarizada, microscopia confocal e espectrofotometria UV-Vis.

3.2 MICROSCOPIA OPTICA DE LUZ POLARIZADA E CONFOCAL

Esta técnica nos fornece informagdes em relacdo a dispersdo da curcumina e se o
composto estd presente na forma cristalina ou amorfa apds a obten¢do das membranas. As
imagens (A), (B) e (C) da Figura 31 mostram microscopias dticas convencionais, € as imagens
(D), (E) e (F) apresentam as microscopias de luz polarizada (PLOM) das membranas de
quitosana contendo curcumina (A e D) e curcumina incorporada nos copolimeros F127 (B e E)

e P123 (C e F).

Figura 31 - Microscopia 6tica convencional (A, B e C) e microscopia de luz polarizada (D, E
e F) das membranas de (A e D) QTS—CUR, (B e E) QTS—F127—CUR e (C ¢ F)
~ QTS—P123—CUR, respectivamente; As barras indicam tamanho de 250 pm.

o

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

As trés imagens de microscopia Otica convencional (A, B, C) apresentadas na Figura
31 exibem caracteristicas superficiais semelhantes. Enquanto que nas imagens de PLOM (D, E
e F) existem regides escuras e claras, ou seja, que exibem birrefringéncia (diferentes indices de
refracdo para diferentes dire¢des de propagacdao da luz, resultando nas regides claras),
possivelmente devido aos cristais de curcumina nao solubilizados e as regides escuras devem
ser da por¢ao de matriz polimérica e da CUR amorfos. A birrefringéncia das figuras (D), (E) e
(F) (Figura 31) ocorrem devido orientacdo da luz que passa pela porcao cristalina, sendo que o
polarizador deixa passar luz numa orientagdo especifica, ja os pontos escuros se devem a falta

de orientacdo proporcionada por estruturas ndo organizadas ou amorfas. Assim sendo, observa-
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se que mesmo na presenga dos copolimeros a curcumina ainda exibe certo grau de cristalinidade
nas membranas de quitosana, pelo menos nas concentracdoes de copolimeros utilizadas no
presente trabalho. No entanto ndo € possivel afirmar que a birrefringéncia € ocasionada apenas
pela CUR, uma vez que os copolimeros também exibem certo grau de cristalinidade,
principalmente o F127, como seré visto mais adiante.

A técnica de microscopia de luz polarizada foi utilizada por Crucitti ef al. (2018) para
avaliar o grau de cristalinidade do acido abiético (AAB) em matriz de quitosana. Verificando
que o ativo na forma cristalina mostra birrefringéncia grande devido ao tamanho dos cristais do
acido abiético, a mistura fisica do AAB com a quitosana ndo mostrou mudancas significativa
no grau de cristalinidade do ativo. Entretanto, a mistura por dispersdo solida (secagem de
soluc¢ao contendo ambos componentes) levou a completa amorfizagao do AAB no formulado,
eliminando a birrefringéncia da amostra. Desta maneira, mantendo o AAB na forma solivel em
matriz de quitosana, sugerindo uma boa interagio AAB—polimero.'” No caso da curcumina,
aparentemente, a presenga apenas da quitosana ndo ¢ suficiente para garantir a amorfiza¢ao da
CUR, sendo necessaria a adicao dos copolimeros para auxiliar na dispersao e solubilizacao do
ativo.'?

No propodsito de comparar os dados obtidos pelo PLOM, foram realizadas

microscopias confocal das membranas a base de quitosana (Figura 32).

Figura 32 - Microscopia confocal das membranas de composi¢cdo (A) QTS—CUR, (B)
QTS—F127—CUR e (C) QTS—P123—CUR. As barras indicam a escala de 200 um. As setas
indicam dominios cristalinos de CUR nao solubilizados na matriz.

A C

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

As imagens de microscopia confocal reforgam os achados dos experimentos de PLOM.
Onde a membrana composta apenas por QTS—CUR exibe fluorescéncia (verde) caracteristica
da curcumina em praticamente todo o filme, porém mostra sinais cristalinos nao fluorescentes

associados a CUR nao solubilizada na membrana de QTS (setas em vermelho). Por outro lado,
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as membranas contendo os copolimeros exibem fluorescéncia homogénea em praticamente
toda a extensao do material analisado. A amostra com F127 (Figura 32B) contém alguns pontos
que parecem pequenos cristais fluorescentes que, provavelmente, esta relacionado a cristais de
copolimero contendo curcumina solubilizada dispersos na matriz de quitosana. A membrana
contendo P123 aparentemente apresenta a melhor dispersdo de CUR dentre as composi¢des
preparadas no presente trabalho, ndo sendo possivel visualizar formagao significativa de cristais

na matriz polimérica. Corroborando com os dados do Capitulo II.

3.3 ESPECTROSCOPIA UV-VIS DAS MEMBRANAS

Para verificar a polaridade do ambiente onde a CUR esta situada, a interagdo entre 0s
constituintes e o comprimento de onda de absorcdo caracteristico da CUR, empregou-se a
técnica de espectroscopia de UV-Vis. A Figura 33 mostra os espectros das membranas de
quitosana com e sem curcumina. Nota: os espectros foram obtidos para as primeiras membranas
(menor concentragdo de CUR) pois essas ainda sdo translicidas, enquanto que as mais

concentradas nao deixariam o feixe de luz chegar ao detector.

Figura 33 - Espectros UV-Vis do conjunto de membranas (A) QTS pura, QTS—F127,
QTS—CUR ¢ QTS—F127—CUR ¢ (B) QTS pura, QTS—P123, QTS—CUR ¢
QTS—P123—CUR.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A partir da Figura 33 observa-se que a quitosana e os pluronicos ndo absorvem na

o o« 4 . ;. \ s~ *
regido do visivel, possuindo apenas uma banda proxima a 310 nm referente a transicdon = 1
dos pares eletronicos dos atomos de O e N presentes na estrutura sacaridea da quitosana. As
membranas contendo curcumina exibem absor¢ao na regido do visivel, onde o comprimento de

onda de maxima absorcdo e a intensidade da banda dependem do microambiente onde a CUR
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esta inserida.'?* A curva em azul, de ambas as figuras, mostra o espectro da membrana de QTS
contendo apenas o ativo, sendo possivel observar uma banda préoxima a 450 nm referente a
transicdo m — 1 da CUR, a baixa intensidade de absorc¢do indica que a curcumina esta pouco
dissolvida e provavelmente contém agregados cristalinos (como visto na microscopia confocal).
No entanto para as membranas contendo copolimeros, curva rosa em ambas as figuras, o perfil
espectral ¢ notoriamente diferente, apresentando banda bem definida proxima a 437 nm
podendo indicar melhor solubilidade da CUR nas membranas de quitosana contendo os
copolimeros. 312

A diferenca entre as intensidades das bandas de absor¢cao devem estar associadas a
maior interagdo da CUR com o P123 (Figura 33B) frente ao F127 (Figura 33A), como visto no
Capitulo II, uma vez que o P123 ¢ relativamente mais lipofilico (menor HLB) que o F127,
proporcionando maior solubilidade da CUR no sistema contendo P123, corroborando com os
dados de microscopia confocal 1%

Espectros UV—Vis podem fornecer informacdes sobre o microambiente onde a CUR
pode estar na matriz polimérica, entretanto nao fornece qualquer indicacdo de como, ou quais
grupos funcionais dos constituintes podem estar interagindo para estabilizar o ativo na
membrana polimérica. Espectros de infravermelho podem fornecer informagdes sobre quais

grupos funcionais podem estar interagindo.

3.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

Medidas de infravermelho (Figura 34) dos componentes puros foram realizadas em
KBr e as membranas preparadas foram feitas em modo ATR, os espectros foram obtidos por
acumulo de 25 scans. Essa técnica foi empregada no intuito de obter informagdes relacionadas
as interacdes entre os constituintes das formulagdes e sobre possiveis micro e macro-

caracteristicas das membranas produzidas.
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Figura 34 - Espectros de FTIR obtidos via KBr para (A) componentes puros € modo ATR
para as membranas de (B) QTS—CUR, (C) QTS—F127—CUR, (D) QTS—P123—CUR. As
imagens da direita mostram o zoom (1800—800 cm™') das imagens da esquerda. (E) Imagem

fotografica de uma membrana contendo CUR analisada no lado de baixo e cima.

— F127
— P123 A
I—CUR

—QTS

Abs

(=3
o

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 18 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

—— QTS-CUR baixo| B
||—— QTS-CUR cima
—QTs

Abs

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Nimero de onda (cm™) Nimero de onda (cm™)

—— QTS-F127-CUR baixo
—— QTS-F127-CURcima| C
—— QTS-F127
—— QTS

L

i

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm™) Nimero de onda (cm™)

—— QTS-P123-CUR baixo D
—— QTS-P123-CUR cima
—— QTS-P123
—QTS

L

o

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

Lado de baixo ’ Lado de cima
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Na Figura 34A ¢ mostrado os espectros de infravermelho da quitosana, curcumina e
dos copolimeros P123 e F127. Para a QTS nota-se uma banda larga na regido de 3675—2984
cm! que corresponde a sobreposi¢do espectral dos estiramentos N—H e O—H, assim como das
ligagdes hidrogénio intramoleculares. As bandas de absor¢io ao redor de 2937 e 2875 cm’!
podem ser atribuidas ao estiramento C—H simétrico e assimétrico, respectivamente. Grupos
residuais N—acetil foram confirmados pelas bandas em torno de 1641 cm™ (estiramento C=0O
de amida I) e 1320 cm™! (estiramento C—N de amida III), respectivamente. A banda em torno
de 1550 cm™ ¢ atribuida ao dobramento N—H de aminas primarias. O dobramento de
deformagdo simétrico dos grupos CH> e CH3 foram confirmados pela presenca das bandas ao
redor de 1410 e 1380 cm’!, respectivamente. A banda de absorcio caracteristica em 1152 cm’!
pode ser atribuida ao estiramento assimétrico da ponte (f 1—4) C—O—C. As bandas em 1067
e 1026 cm™! correspondem ao estiramento C—0.'%

O espectro da curcumina exibe uma banda larga entre 3594 e 3065 cm™ devido aos
grupos O—H presentes na molécula. A banda em 1626 cm™ ¢ atribuida predominantemente a
sobreposi¢do das vibragdes de estiramento de alcenos (C=C) e aos grupos carbonila (C=0). A
outra banda em 1580 cm™ ¢ atribuida aos estiramentos simétricos dos anéis arométicos (C=C).
A banda intensa em 1512 cm™! é relacionada ao C=0, enquanto a banda de enol (C—0) ¢

¢ devido aos grupos metoxi (C—O—C),

encontrada em 1281 cm. A banda em 1031 cm’
enquanto as vibragdes trans—CH do benzoato aparecem perto de 966 cm™.!> Normalmente os
estiramentos de grupos C=0 ocorrem acima de 1600 cm’, no entanto, devido tanto a
conjugac¢do quanto ao equilibrio D/CE da CUR, o estiramento C=0 ocorre em menor nimero
de onda para esse composto.

Ambos os copolimeros exibem quase os mesmos perfis espectrais na regido do
infravermelho, uma vez que eles possuem as mesmas unidades de repeti¢ao (PEO e PPO) sendo
a diferenca entre eles apenas na quantidade de repeti¢ao dessas cadeias, O F127 t€ém cinco vezes
mais unidades de repeticdo PEO que o P123. Esses copolimeros possuem uma banda larga entre
3715—3089 cm™ atribuida ao estiramento O—H das hidroxilas terminais das unidades PEO. As
bandas em 2970 e 2868 cm™! sdo devidas aos estiramentos C—H assimétrico e simétrico dos
grupos metil e metileno. Existe uma diferenca de intensidade da banda em 2970 cm™ para o
P123 e F127 devido a razao PEO/PPO em cada copolimero. A banda de absorcao intensa em
1106 cm™ e 936 cm'correspondem as vibragdes simétricas e assimétricas do estiramento C—O

referentes aos éteres dialquilicos presentes na estrutura de ambas as unidades PEO e PPO dos
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dois copolimeros. As bandas em 1456 ¢ 1373 cm™! sdo atribuidas a0 dobramento dos grupos —
CH, e —CH,."”’

Para as membranas compostas por QTS—P123 e QTS—F127 pode-se observar um
pequeno aumento na intensidade das bandas referentes aos grupos metil e metileno (2970—2868
cm™) em comparacgdo a QTS pura, bem como o surgimento de um pequeno ombro proximo a
1108 cm™ que esta relacionado ao estiramento C—O das ligagdes éteres dos PLUs.

As caracteristicas espectrais das membranas contendo CUR em sua constituicdo
dependeram de qual lado da amostra os espectros de FTIR foram obtidos. Na parte de cima,
ndo foi possivel observar alteragdes significativas quando comparado com a membrana de QTS
pura. Enquanto que no lado de baixo ocorreram mudangas significativas no perfil espectral dos
materiais, verificando-se uma diminui¢do da intensidade das bandas N—H proximas a 1641 e
1550 cm™ ou uma sobreposicdo com outros sinais entre 1650 e 1360 cm™. Além disso, ha o
aumento e o surgimento de duas bandas em 1273 e 1154 cm’!, respectivamente, relacionadas a
vibragdo C—0O da CUR. Uma diminui¢io significativa na intensidade da banda em 1067 cm!
da QTS também pdde ser observada. Essas importantes observagdes sdo resultado da interagdo
entre os grupos O—H e N—H da CUR e QTS, respectivamente, como sugerido nos resultados
de DSC e mecanicos mais a frente.

Resultados similares foram encontrados em trabalhos anteriores, sendo verificado
deslocamento do nimero de onda e decaimento da intensidade de absorcao relacionada a banda
de amina primdria da quitosana quando esse polimero interage com os grupos fenolicos da
curcumina.'?8

Desta maneira, nota-se que existe uma deposi¢ao ou concentracao preferencial da CUR
em um dos lados quando as membranas produzidas estdo em processo de secagem. O lado
preferencial de deposicao parece ser o de baixo, uma vez que as bandas de FTIR caracteristicas
da CUR aparecem apenas quando o lado de baixo das amostras ¢ analisado. Pode-se sugerir que
a diferenga observada durante as analises macroscdpicas entre o lado brilhoso (cima) e o lado
opaco (baixo) das membranas (Figura 34) se deva a diferenca de concentracdo da CUR nas
membranas vistas pelos resultados de FTIR (Figura 34). Seguindo essa linha de raciocinio
conclui-se que para possiveis aplicagdes das membranas de QTS contendo CUR aqui
preparadas em feridas ou queimaduras de pele devem ser depositadas preferencialmente em um
lado especifico do curativo (baixo; opaco). Dado que o lado mais concentrado deve fornecer ao
ambiente do tecido maior quantidade de curcumina e tornar o processo de cicatrizagdo mais

significativo que o lado menos concentrado das membranas.
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3.5 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA
A estabilidade térmica até 500 °C dos componentes puros e das diferentes membranas

preparadas foram determinadas por anélises de TGA e as curvas estdo apresentadas na Figura

35.

Figura 35 - TGA e DTGA (A e C) dos componentes puros e (B e D) diferentes formulagdes a

base de QTS.
100 - 100 - f\
B .
801 90
- __ 80+
2 60 S —arTs
© © 704 |—— QTS-CUR
H A —— QTS-F127
S 40| © —— QTS-P123
s 40 = 60 QTS-F127-CUR
QTS-P123-CUR|
201 50
401
o L T T T T T T T T
100 200 300 400 500 100 200 300 400 500
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
_ %
c 4
| [—ats D
——CUR 1
— F127
—P123 H{|—ars
< < —— QTS-CUR
o © | l—arsFrr
-] T | —QTrs-P123
E QTS-F127-CUR
8 QTS-P123-CUR

100 200 300 400 500 100 200 300 400 500
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Pode ser visto nos graficos de TGA e DTGA que a quitosana apresenta ao menos duas
regides de perda de massa com taxas mdximas proximas a 83 (~15%) e 305 °C (~45%)
relacionadas a evaporacdo de agua residual e a degradagdo da QTS, respectivamente. A
curcumina exibe perda de massa de aproximadamente 55% perto de 370 °C devido sua
decomposicio parcial.!'! Ndo obstante, ambos os copolimeros se mostram 0s componentes
mais estaveis e se decompdem em uma unica etapa a 408 e 417 °C para o P123 e F127,
respectivamente.'?’

Desta forma, a presenca desses componentes de maior estabilidade na formulacao das
membranas de QTS faz com que a estabilidade térmica da formulacdo também aumente, em

comparag¢do a QTS pura, como mostrado na Figura 35B. A estabilidade aumenta com a adi¢ao
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de 10% m/m desses aditivos, onde a formulacdo QTS—CUR ¢ a menos estavel dentre elas e a

formulagdo contendo QTS—P123—CUR ¢ mais estavel dentre todas.

3.6 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

Os resultados de DSC dos componentes puros e das diferentes membranas preparadas
sdo mostrados na Figura 36. As Figura 36A e B mostram as temperaturas de fusdo (Tm) do
P123, F127, CUR e a Ty da QTS. Como discutido no capitulo anterior, o P123 exibe dois
eventos endotérmicos de baixa entalpia (29,7 J g') entre 0 e 56 °C, sendo o que o principal
ocorre em 38,2 °C. O F127 e a CUR exibem apenas um unico evento endotérmico agudo
correspondente a fusdo desses compostos que ocorrem em 56,4 °C (AnsH =108,3 J g') e 178,4

°C (AnsH =131,0 J g), respectivamente.*>'*

Figura 36 - DSC (A) da QTS, (B) da CUR e dos PLUs e (C) das membranas a base de

quitosana.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Em contra partida, a QTS é um biopolimero amorfo e ndo exibe eventos térmicos

relacionados a fusdao, ao menos na temperatura de trabalho, mostrando apenas transi¢cdo vitrea
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(T) em 190,3 °C seguida por inicio de decomposigio (vide graficos de TGA na Figura 35). E
sabido que a T da quitosana dependem da massa molar, grau de desacetilacdo (GD) além da
presenca de impurezas ou aditivos plastificantes.!’® Existem estudos indicando que esses
valores de Ty podem variar de 160 a 203 °C dependendo das condi¢des acima descritas.!*! Em
virtude disso, estudos relacionados a T, da quitosana sdo dificeis de serem comparados com a
literatura.

A Figura 36B mostra as curvas de DSC para as diferentes formulagdes a base de
quitosana. A adi¢do de 10% m/m de F127 ou P123 diminui a T, da QTS para 183,3 ¢ 184,2 °C,
respectivamente. Esse comportamento ocorre devido interagdes entre a QTS e as cadeias
poliméricas dos PLUs, resultando na diminui¢ao das ligagdes hidrogénio entre QTS—QTS
presentes no enovelamento nas cadeias sacaridicas, aumentando o volume livre e, como
consequéncia, sua mobilidade molecular.'*>!3* A Ty, de ambos os copolimeros também sofre
alteragdo quando adicionados a matriz polimérica, a Tm do F127 diminui para 47,0 °C e o pico
principal do P123 para 27,9 °C. Indicando que as estruturas cristalinas de ambos os copolimeros
sdo afetadas pela presenca da QTS.

Infelizmente ndo foi possivel observar com clareza ou avaliar a variacdo da T, das
membranas contendo CUR em sua composi¢do, uma vez que o processo de fusdo da CUR se
sobrepde ao evento de transicao vitrea da QTS, o que torna dificil a analise do comportamento
térmicos de ambos os componentes. Todavia € perceptivel a ocorréncia da diminui¢ao da T, da
CUR para 175,9 °C quando esse composto ¢ incorporado a formulagdo da matriz de QTS.!!!
Entretanto esse valor sofre pouca ou nenhuma mudanca na presenca de qualquer um dos
copolimeros na formulagao, enquanto as temperaturas de fusao tanto do F127 quanto do P123
diminuem ainda mais com a presenga da CUR, exibindo T de 45,2 € 25,9 °C, respectivamente,
nas formulagdes QTS—F127—CUR e QTS—P123—CUR. Assim, ¢ possivel concluir que a CUR
interfere significativamente na estrutura cristalina dos copolimeros, e provavelmente na da
matriz de quitosana também.!?!!3* Estando de acordo com os dados observados nos ensaios de
DSC das misturas CUR—PLU apresentados no Capitulo II, com as microscopias PLOM e com
os espectros de UV-Vis das membranas.

John e George (2014) obtiveram perfil de diminui¢ao da T da curcumina semelhante
ao obtido no presente trabalho ao incorporar CUR em matriz de alginato/P123, diminuindo
também a intensidade da energia absorvida durante o evento de fusdo, indicando que a
curcumina permaneceu majoritariamente na forma amorfa quando incorporada a esse

sistema.!3*
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3.7 PROPRIEDADES MECANICAS DAS MEMBRANAS

Materiais emergentes como curativos modelos devem apresentar propriedades
mecanicas adequadas. Durante a aplicacdo da membrana no local da lesdo ¢ essencial que ela
permaneca intacta, ndo rompa facilmente e apresente boa maleabilidade, facilitando assim sua
manutengio periodica.!®

Comumente mudancas na T, de matrizes poliméricas resultam em variagdo nas
propriedades mecanicas do material. A Tabela 8 apresenta o modulo de elasticidade, tensao
maxima e elongacdo maxima para as diferentes membranas formuladas obtidos a partir dos
ensaios de tensdo-deformagdo conforme Figura 37. O modulo de elasticidade ¢ calculado pela

inclinagdo das curvas dentro do limite elastico (reversivel).

Figura 37 - Ensaios de tensdao-deformacao das membranas com diferentes composigdes
contendo (A) F127 ¢ (B) P123.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Tabela 8 - Propriedades mecanicas das membranas de quitosana com diferentes composigdes
obtidas pela andlise da Figura 37.
Moédulo de elasticidade  Tens@o maxima Elongagao maxima

Formulagdo (n =5) (MPa) (MPa) (%)
QTS 2128 £108 &b 78,2 5,0 34,63 +4,6°¢
QTS—F127 2276 £91 »© 46,4 +0,7 4542 8 5] +1,4bd
QTS—P123 1815 +71¢ 46,0 £ 154> 1352 +1,8%°
QTS—CUR 2790 + 105" 53,7+2,5%c81 6884+ 1,7f
QTS—F127—CUR 2112 +121b¢f 475+4,14%i  30,18+59°
QTS—PI123—CUR 2223 £ 141 ¢=f 574+23e0hbi 1327 +364ef

* Valores médios com mesmas letras sobrescritas em uma determinada coluna ndo exibem
diferenga superior a 5% de significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).

Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).
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De acordo com a Figura 37 e a Tabela 8, a adicdo de CUR a matriz polimérica de QTS
torna a membrana mais rigida em comparagao a membrana pura, aumentando o modulo de
elasticidade e a tensdo maxima enquanto diminui a elonga¢io maxima.'>> Como mencionado
acima, o efeito da presenca da CUR sobre a Ty da matriz ndo pode ser avaliada, embora seja
razoavel afirmar que a CUR atue restringindo a relaxacdo das cadeias da matriz de QTS,
favorecendo a rigidez, mesmo que a presenga do polifenol ocasione aumento do volume livre
das cadeias poliméricas da membrana de QTS. Pode-se sugerir que interagdes entre cargas ou
dipolos opostos provenientes da quitosana e da curcumina podem estar ocorrendo para
ocasionar esses efeitos, além disso, os cristais de CUR ndo solubilizados podem fornecer pontos
de armazenamento de tensdes. Durante o ensaio surgem gradualmente pontos de ruptura nas
membranas, ocasionando a diminui¢do da elongacdo maxima das membranas.

As membranas contendo os copolimeros exibem maior elasticidade que aquelas que
contém apenas CUR em sua composicdo. Esses resultados estdo em concordancia com os
resultados obtidos no DSC, em que uma diminui¢do na T da matriz polimérica ¢ associada a
um aumento na mobilidade molecular e, como consequéncia, no aumento da plasticidade do
material. Adicionalmente, as membranas constituidas por QTS—F127—CUR e
QTS—P123—CUR apresentam menores valores de modulo de elasticidade (2112 e 2223 MPa)
e maiores elongagdes na ruptura (30,2 e 13,3%) que aquela composta apenas por QTS—CUR
(2790 MPa; 6,9%).'%

Tsai et al. (2001) estudaram o efeito da adicdo dos surfactantes Tween-20 e Span-80
nas propriedades mecanicas de membranas de polisulfona. Verificando que a adi¢do de 5% de
Tween-20 aumenta a elonga¢ao na ruptura de 8% para 11% e o modulo de Young diminui de
33 MPa para 19 Mpa. Similarmente a adicdo de Span-80 muda a elonga¢do na ruptura da
polisulfona para 15,5%, porém ao contrario do Tween-20, o mdédulo de Young da polisulfona
aumenta para 39 Mpa, em comparagao com o valor de 33 Mpa apresentado pelo polimero puro.
Adicionalmente, estes autores verificaram que a T do polimero diminui com o aumento da
quantidade desses surfactantes no polimero puro, atuando assim, como plastificantes.!** O
mesmo efeito foi encontrado no presente trabalho, onde a adi¢ao dos copolimeros resultou numa

diminui¢do da T, das membranas em comparagdo com a QTS pura.

3.8 DETERMINACAO DO GRAU DE INTUMESCIMENTO DAS MEMBRANAS
Feridas ou queimaduras de pele produzem diferentes quantidades de exsudatos ricos
em cé¢lulas mortas, fragmentos de tecidos, sujeiras e fluidos. Se o exsudato permanecer na pele

por um longo periodo, a recuperagdo da area afetada ¢ atrasada ou diminuida e o risco de
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possiveis infecgdes aumenta consideravelmente. Por esse motivo, o exsudato deve ser retirado
do seio da ferida pela absor¢do da membrana curativo ou, em caso de tecidos queimados, o
local afetado deve ser umedecido com solugao salina de soro fisioldgico ou outro fluido aquoso
adicionado previamente no curativo produzido a partir de novos biomateriais.!*”"!*® Neste
sentido, a habilidade de intumescimento (inchamento por reten¢do de liquido) de membranas
com potencial para serem usadas como curativos ¢ uma propriedade indispensavel. A Figura
38 apresenta a capacidade de intumescimento das diferentes membranas a base de quitosana

produzidas no presente trabalho realizadas em dois pHs (5,5 € 9,0). Sendo o pH do suor, feridas

e tecidos lesionados proximo a 5,5.'%°

Figura 38 - Perfil de intumescimento das diferentes formula¢des em funcdo do tempo em (A)
pH 5,5e (B) pH 9,0 a 25 °C.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Na Figura 38 nota-se comportamentos diferentes durante o processo de
intumescimento das membranas nos distintos valores de pH. Em pH 5,5 os materiais estudados
exibem rapida absor¢ao de 4gua nos primeiros 15 min, seguido por ganho gradual de massa por
absorcao até atingir o equilibrio. A carga positiva dos grupos amina da QTS nesse pH causa
repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas do polissacarideo, aumentando o volume
livre no qual as moléculas de 4gua podem adentrar ou ocupar. 414!

Embora tenha havido um aumento acentuado na absor¢do de dgua nos primeiros
minutos de todas as amostras submetidas a intumescimento em pH 9,0, apés 15 min foi
observado diminui¢do gradual na massa das amostras até que o equilibrio fosse estabelecido. O
comportamento demonstrado pelas amostras intumescidas em pH 9,0 pode ser explicado pela
neutralizagcdo das cargas da QTS em meios basicos ao passar do tempo, ¢ a diminui¢do da

interacao por ligacdes de hidrogénio entre os grupos —OH e —NH; provenientes da quitosana
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e as moléculas de 4gua, devido a diminui¢do da repulsdo eletrostatica e perda da carga da amina
quando em pHs elevados.!40-14!

Em relagdo as diferentes formulagdes de membranas em ambos os pHs € possivel notar
que as membranas compostas de QTS pura, QTS—F127 e QTS—P123 possuem perfis de
intumescimento similares, com uma absor¢do de dgua maxima perto de 300%, estando de
acordo com o reportado na literatura.'*? A adi¢do de CUR na formulacio das membranas
aumenta consideravelmente o grau de intumescimento, provavelmente devido a acdo
cooperativa dos copolimeros e da CUR. E bem conhecido que o poli(6xido de etileno) (PEO)
apresenta elevada absor¢do de 4gua, e como consequéncia, Otima capacidade de
intumescimento.'*> Tanto o F127 quanto o P123 possuem cadeias laterais formadas por
unidades de repeti¢ao EO, o que ajuda a explicar a maior capacidade de intumescimento dessas
formulagdes contendo esses copolimeros, acompanhado do aumento do volume livre causado
pelas moléculas de curcumina.

Yap e Yang (2016) produziram uma QTS modificada e a formularam com F127 e
avaliaram a capacidade de absor¢do de agua pelas amostras preparadas em meio modificado
tipo Dulbecco’s. As formulacdes preparadas pelos pesquisadores apresentaram um grau de
intumescimento proximo de 800%, sendo desta forma, compativel com os resultados
encontrados no presente trabalho.'*?

As membranas de QTS contendo a CUR e os PLUs em sua constituicao devem exibir
alta capacidade de absor¢do de exsudatos ou outros meios fisioldgicos devido sua boa interagao
com agua e, consequentemente, fornecer melhores propriedades para o desenvolvimento de
uma bandagem comercial emergente. Dessa maneira, menores pHs favorecem a absor¢do de

liquidos frente a pHs elevados.

3.9 ANALISE MORFOLOGICA DAS MEMBRANAS APOS INTUMESCIMENTO
No intuito de avaliar a morfologia dos sistemas secos e apds os ensaios de
intumescimento, seguido de congelamento e liofilizagdo, foram realizadas microscopia

eletronica de varredura (SEM) (Figura 39).
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Figura 39 - SEM das membranas contendo (A) QTS, (B) QTS—F127—CUR e (C)
QTS—P123—CUR secos (acima) e depois de intumescidos numa solucao de pH 5,5,
gclados ¢ liofilizados (abaixo). A escala indica 200 um.

TM3030_0027 2017/08/23 0925 N 200 pm

TM3030_0050 2017/08/23 1008 N 200 pm TM3030_0052 2017/08/23 1011 N 200 prm

200 prm N 200 um

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

E visivel a diferenca de rugosidade apresentada pelas membranas apds processo de
intumescimento e liofilizacdo das formulagdes. Esta propriedade pode auxiliar na adesdo e
aumentar a superficie de contato entre membrana e pele. O intumescimento ocasiona a
separagdo entre as cadeias de QTS originada pela difusdo de moléculas de agua para o interior
da matriz polimérica, como visto nos ensaios de intumescimento. Quando as membranas,
depois de intumescidos, passam pelo processo de congelamento rapido, a d4gua presente entre
as cadeias nao dispde de tempo suficiente para difundirem para fora do bulk polimérico ou se
reorganizarem estruturalmente (matriz e 4gua). Uma vez sublimada pela técnica de liofilizagao,
a agua deixa a matriz polimérica, fazendo com que a separagdo entre as cadeias de QTS
ocasionadas pelas moléculas de agua provoquem rugosidade na superficie das membranas
durante o processo de sublimagio, assim como visto na Figura 39.14

As membranas de formulagio QTS—CUR exibem superficie lisa quando seca e
extremamente rugosa apos intumescida. A amostra contendo F127 ndo mostrou alteragdes
significativas apds intumescimento, continuando lisa apds o ensaio, esse comportamento pode
estar associado a boa interacdo deste copolimero com a matriz polimérica, fazendo com que a
membrana sofra menos alteragdes quando submetida a resfriamento rapido, ja que o F127
possui boa capacidade de absor¢do de 4dgua. A formulagdo contendo P123 exibiu perfil

morfoldgico intermediario entre as membranas de QTS—CUR e QTS—F127—CUR, indicando
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que a menor capacidade de retengdo de liquido pelo P123 frente ao F127 faz com que a
membrana ainda exiba certa rugosidade.

O processo de liofilizacdo ¢ amplamente utilizado no preparo de diferentes
formulagdes poliméricas, principalmente aquelas que sdo estocadas como p6 s6lido e hidratadas
apenas antes do uso ou aplicacdo. Essa técnica ¢ empregada porque a hidratacdo da formulagao
solida ocorre muito mais rapidamente quando ¢ submetida anteriormente ao procedimento de
liofilizagdo, fazendo com que a aplicagdo em um possivel paciente se torne mais rapida, além
de aumentar consideravelmente o tempo de prateleira de formula¢des diversas, sendo assim
uma importante ferramenta procedimental para a farmacologia.'*> No entanto, para o presente
estudo, apesar de formar rugosidades na membrana as quais poderiam aumentar a rapidez de
absorcao de agua, o congelamento e liofilizagdo das amostras fez com que as membranas
ficassem extremamente frageis e quebradicas, em alguns casos se desintegrando durante a
primeira etapa do processo.

Resultados similares foram obtidos por Qin ef al. (2017) ao prepararem um material
gelificado a base de quitosana por resfriamento ultrarrapido (quenching cooling) seguido de
liofilizacdo, obtendo porosidade e area superficial elevada.'*® Bueno et al. (2014) verificaram
que o aumento da quantidade de copolimero Pluronic F68 em membranas de quitosana e
alginato resultou num aumento da porosidade do material, porém com diminui¢do da tensao

méxima e da elongacio na ruptura.'??

3.10 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA DAS MEMBRANAS A BASE DE QTS
A permeabilidade ao vapor de dgua ¢ uma caracteristica muito dependente da
composicao e se mostra muito importante na aplicabilidade de membranas poliméricas, tanto
no campo da industria de filtragdo como na area médica. Nesta ultima, a capacidade do vapor
de agua permear a membrana polimérica estd intimamente associada a manuten¢ao dos fluidos
dermatoldgicos, como pus e transpiragdo em feridas na pele, oxigenag¢ao da epiderme, barreira
para fungos, bactérias e outros agentes externos e transporte ou transferéncia de agua para/pela
pele em casos de lesdo ou, principalmente, queimaduras.'®!*!13 De maneira geral, um bom
curativo deve manter o ambiente da ferida imido. Os resultados do teste de permeagdo ao vapor

de agua obtidos para as diferentes membranas sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Permeabilidade ao vapor de agua (Kvw) para as membranas com diferentes
formulagdes utilizando atmosfera saturada com NaCl (UR ~70%).
Formulagdo (n=3) Ky (107 gm™ h! Pa™)

QTS pura 3,27+ 0,46
QTS—F127 3,56 £ 0,16
QTS—P123 3,46 £ 0,51
QTS—CUR 4,02 +£ 0,05
QTS—F127—CUR 4,32+ 0,12
QTS—P123—CUR 4,23 £ 0,17

Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).

O Ky depende tanto da difusividade quanto da solubilidade das moléculas de 4gua na
matriz da membrana, sendo dependente da estrutura e morfologia desta, tornando-se geralmente
maior quanto maior for a porosidade do material.!%!47

Os dados obtidos pelo ensaio de permeabilidade ao vapor de dgua corroboram com
dados dos experimentos de intumescimento, onde as formulagdes que apresentam valores
maiores de Ky sdo as mesmos que obtiveram maior ganho de massa durante o intumescimento
em pH 5,5: os formulados contendo PLU e CUR (Ky entre 4,20 X107 e 4,30 x107 g m™ h!
Pa’!) foram os que exibiram maiores permeabilidades, seguidos da formulagdo contendo apenas
CUR (~4,00 X107 g m™ h'! Pa!) e as formulagdes sem o ativo (< 3,60 X107 g m! h'! Pa™l).
Isso pode ser atribuido a presenga dos copolimeros e da curcumina, que podem estar
aumentando a porosidade e o espacamento inter-cadeias das membranas, favorecendo a
permeagio de moléculas de 4gua.'*® Indicando que a capacidade de intumescimento do material
esta intimamente ligada a habilidade de permear agua.

Assim, as moléculas de dgua se difundem através da membrana e a0 mesmo tempo, 0s
copolimeros atuam como umectantes € aumentam a capacidade de retencdo de d4gua na matriz
polimérica. Como a quitosana possui boa absor¢ao de umidade, a absor¢do e evaporagao de
4gua através da membrana para o ambiente ocorre continuamente.'*3

Pesquisas indicam que o modo de preparo, espessura, massa molar do polimero,
solvente e grau de desacetilacdo podem influenciar na capacidade de permeagdo ao vapor de
4gua na membrana polimérica.!*®!%” Portanto é natural esperar que a capacidade de permeagio
do material produzido no presente trabalho possa apresentar valores relativamente diferentes
dos encontrados na literatura. Park ef al. (2002), por exemplo encontraram valores de Ky de
aproximadamente 1,15 x10° ¢ m™ h'' Pa! ', Ja Ghelejlu et al. (2016) encontraram valor
proximo a 1,01 X107 g m™! h'! Pa’!, estando assim, mais de acordo com o encontrado no

presente trabalho.!¥
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3.11 MOLHABILIDADE POR ANGULO DE CONTATO

O angulo de contato ocasionado pela deposi¢ao de uma gota de 4gua na superficie de
um material é uma boa medida da molhabilidade, e assim, da hidrofilicidade do material. Um
angulo de contato menor que 90° indica que a superficie ¢ molhavel, enquanto angulos de
contato maiores que 90° é indicativo de superficie hidrofobica (Figura 40).!° Durante o
processo de cicatrizagdo de tecidos avariados, as etapas de adesdo celular, proliferacao e
biossintese dependem muito da propriedade superficial do curativo. As células sdo mais
propensas a se aderirem e proliferarem em curativos de pele mais hidrofilicos, onde o angulo
de contato esteja entre 40 e 70°.'* A relaciio entre o angulo de contato apresentado pela dgua e
a propriedade de absor¢do dependem da rugosidade da superficie e da composi¢cdo quimica da
amostra. As medidas de angulo de contato (Figura 41 e Tabela 10) realizadas no presente estudo
foram feitas em ambos os lados das membranas, seguindo as evidéncias dos experimentos de

FTIR.

Figura 40 - Formas e angulo de contato de gotas de solvente em uma superficie solida.
0> 90°

Fonte: figura elaborada pelo autor deste trabalho (2020).

Figura 41 - Fotografias digitais das gotas adquiridas durante os ensaios de angulo de contato
das membranas de composi¢ao (A) QTS, (B) QTS—F127, (C) QTS—P123, (D) QTS—CUR,
(E) QTS—F127—-CUR, (F) QTS—P123—CUR utilizando 4gua como solvente em pH ~7,0.

A B C D E F
Cimnﬂ‘—n-‘

Baixo

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).
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Tabela 10 - Valores dos angulos de contato das membranas a base de quitosana obtidas
através da Figura 41.
Angulo de contato

Formulagdo (n=5) Ladodecima Lado de baixo

QTS 1074+ 1,3 110,4+5,3
QTS—F127 549+1,7 90,4 + 1,1
QTS—P123 294 +0,3 50,8+ 1,0
QTS—CUR 111,6 +2.4 1154+1,9
QTS—F127—CUR 79,4 +0,8 104,0 +3,1
QTS—P123—CUR 478 +1,1 583+1,9

Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).

Os resultados dos experimentos das membranas a base de quitosana determinadas pelo
angulo de contato usando agua como solvente sao mostrados na Tabela 10. A amostra de QTS
pura possui superficie levemente hidrofobica, com valores muito semelhantes nos dois lados
avaliados. A adi¢do dos copolimeros a formulagdo resulta numa melhora consideravel da
molhabilidade das membranas, diminuindo significativamente o angulo de contato da gota de
solvente, principalmente para o lado de cima das membranas, podendo indicar uma
concentragao preferencial nesse lado do material durante o processo de secagem. A diminui¢ao
do angulo de contato nas membranas contendo os plurdnicos ¢ devido a redugdo da tensdo
interfacial que compostos anfifilicos em geral ocasionam e, principalmente, por causa da
presenca das unidade PEO hidrofilicas na cadeia polimérica dos copolimeros P123 e F127, no
qual possui elevada atragdo por moléculas de agua.'*?

Trinca et al. (2017) fizeram uma série de formulacdes eletrofiadas contendo poli(e-
caprolactona), acetato de celulose, quitosana e poli(6xido de etileno), observando que a
presenca de PEO diminui o angulo de contato de gotas de &gua, e portanto aumenta a
molhabilidade superficial das fibras.!® Efeitos andlogos ocorreram nos estudos de Mirhosseini
et al. (2016) ao eletrofiar uma mistura de poli(e-caprolactona) e P123, notando uma diminuigao
de mais de 120° para quase 0° com 5% em massa de P123 na formulagdo.'*°

Quando curcumina ¢ adicionada as membranas de quitosana verifica-se um aumento
do angulo de contato em ambos os lados do material, principalmente no lado de baixo,
sugerindo que a CUR deva estar se acumulando neste lado especifico da membrana,
confirmando os achados nas andlises de FTIR. QTS—CUR exibe o maior angulo de contato
dentre as formulagdes preparadas em razdo da maior hidrofobicidade apresentada pela
curcumina, e portanto, menor interagdio com moléculas de agua.'”® Aquelas membranas
contendo CUR e PLUs em suas composi¢oes revelam maior molhabilidade que a formulagao

de QTS—CUR, porém menores que aquelas de composicdo QTS—PLU sozinhas, dado que
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existe uma cooperagdo desses componentes para a propriedade fisico-quimica superficial final
das membranas a base de quitosana formuladas.

Embora o F127 tenha maior comprimento de cadeias PEO, fazendo com que aumente
a absor¢do de agua do filme, o P123 exibe menor CMC e TMC, resultando numa diminui¢do
mais significativa da tensdo interfacial (superficial) das membranas contendo esse
copolimero.’®**!%? Os dados de angulo de contato ndo corroboram completamente com 0s
resultados obtidos de permeabilidade, onde a adicdo de CUR as membranas aumentam tanto o
angulo de contato quanto a permeabilidade ao vapor de agua. Isso ocorre em virtude de a
primeira medida estar relacionada com a hidrofobicidade da superficie, enquanto a segunda
estar associada a porosidade e arranjo das cadeias poliméricas do material como um todo."!
Por fim, as membranas de composi¢ao QTS—F127—CUR e QTS—P123—CUR exibem angulos
de préximos ao ideal, que sdo entre 40 e 70°, sugerindo uma superficie com hidrofilicidade
apropriada para o desenvolvimento de novos curativos para cicatrizagdo de feridas e

queimaduras.'#

3.12 LIBERACAO IN VITRO DA CUR A PARTIR DAS MEMBRANAS A BASE DE QTS
Os experimentos de liberacdo da CUR foram efetuados em meio PBS pH 5,5 contendo
dois surfactantes diferentes: Tween 80 nao i06nico e surfactante anionico dodecil sulfato de
sodio (SDS) a fim de garantir a condigdo sink do meio de liberacdo. A condicao sink impede
que a concentragao do ativo no meio de dissolugdo se aproxime da concentragdo de saturagao.
Os perfis de liberagdo da CUR a partir das membranas a base de QTS em ambos os meios sdo

mostrados na Figura 42.
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Figura 42 - Perfil de liberagdo da CUR a partir das diferentes formulagdes de membranas em
tampao PBS (pH 5,5) contendo (A) Tween 80 (1,0% m/V) e (B) SDS (1,0% m/V). Imagens
de uma das membranas apds liberagdo em (C) Tween 80 e (D) SDS.

704 A 704 B

—a— QTS-CUR
60— QTS-F127-CUR
—a— QTS-P123-CUR

10- —=— QTS-CUR 10- : a
—e— QTS-F127-CUR
0l —a— QTS-P123-CUR 0]

100 150 200 250 300 350 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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o
a
o

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A Figura 42 evidencia que todas as amostras exibem melhor eficiéncia de liberagao
quando o meio de dissolucdo possui em sua composicdo Tween 80 (ndo id6nico) que aquelas
possuindo SDS (anidnico). As formulagdes submetidas a liberagdo em solugdo contendo Tween
80 apresentam eficiéncia de liberagdo entre 50 e 65%, enquanto aquelas submetidas a solucao
com SDS mostram liberagdo méxima de 13%. O Tween 80 ndo i6nico ndo interfere no balango
de carga da QTS ou da CUR, preservando as caracteristicas eletrostaticas dos componentes.'>
Por outro lado, o SDS anidnico (carregado negativamente) pode interferir na carga das aminas
protonadas da QTS, diminuindo a repulsdo eletrostatica da cadeia emaranhada das membranas,
compactando-as, diminuindo sua mobilidade molecular e restringindo a relaxa¢do das cadeias
poliméricas. Isso resulta na diminui¢do do espacamento entre as cadeias e assim diminuindo a
tendéncia ou capacidade de liberagiio da CUR para o meio de dissolucdo.!*® Desta forma, meios
de dissolugdo contendo surfactantes anidnicos ndo se revelam bons sistemas para avaliar a

liberagdo da CUR a partir de membranas ou outros sistemas a base de quitosana.
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Em relagdo a liberagdo da CUR no meio contendo Tween 80 para as trés formulagdes
estudadas aqui, observou-se que a presenca dos PLUs em suas composi¢des fornece maior
liberacao cumulativa de CUR (~60%) comparados com sua formulacdo analoga sem os
copolimeros (~50%). Isso refor¢a os resultados obtidos nas andlises de intumescimento dos
materiais, onde aquelas membranas contendo PLU em sua composi¢dao (QTS—F127—CUR e
QTS—P123—CUR) exibem maior capacidade de intumescimento e, por conta disso, maior
eficiéncia de liberagdo em comparagdo com aquela sem os copolimeros na formulagao.
Portanto, eficiéncia de liberagdo do ativo e capacidade de intumescimento das membranas a
base de QTS estdo intimamente relacionadas.'>*

A Tabela 11 traz o ajuste dos pontos experimentais de liberagdo da CUR para cinco
diferentes equagdes cinéticas, mostrando as constantes cinéticas (k), R% e os pardmetros extras
que dependem de cada equacgao.

Conforme mostra a Tabela, o mecanismo que melhor descreve a liberacao da CUR
para quase todos os sistemas ¢ o modelo de Peppas-Sahlin, ainda que as curvas também se
ajustem bem ao modelo de primeira ordem e de Korsmeyer-Peppas. Para o modelo de
Korsmeyer-Peppas o expoente n esta relacionado ao tipo de mecanismo de liberacdo seguido
pelos materiais. Se n = 0,5 a liberagdo ¢ governada pela difusao (modelo Fickiano), neste caso
a taxa de transporte do solvente ¢ muito maior que o processo de relaxacao da cadeia polimérica.
Quando n = 1 o modelo seguido ¢ o ndo Fickiano, onde a taxa de liberagdo corresponde a
equacdo de ordem zero € o mecanismo de liberagdo ¢ dirigido pelos processos de
intumescimento e relaxagao das cadeias poliméricas. Esse ¢ o outro extremo de comportamento.
A difusdo do solvente através do sistema ¢ muito rapida em comparagdo ao processo de
relaxamento da interface polimérica, que marca o limite interno de penetracao ou dispersao do
solvente em um determinado tempo. O terceiro caso (transporte andmalo) ocorre quando 0,5 <
n <1 e o mecanismo de liberacao acontece com a sobreposi¢do dos dois modelos anteriores,
possuindo simultaneamente as etapas de difusdo e intumescimento. O rearranjo das cadeias
poliméricas, que ocorre lentamente, e o processo de difusdo causam, simultaneamente, efeitos

andmalos que dependem do tempo.'
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Tabela 11 - Ajuste dos pontos experimentais de liberagdo da CUR a diferentes modelos

cinéticos.
Modelo Tween 80
cinético ki k2 R?>  Pardmetro extra*
Zero 0,22 +0,01 — 0,2655 -
= Primeira+Fmay® 0,016 + 0,003 — 0,8297 55,2+6,8
< Higuchi 3,6£0,1 — 0,8522 -
5 Korsmeyer-Peppas® 5,9 +0,3 — 09187 0,41=+0,01
Peppas-Sahlin® 7,0+£0,2 —0,23 £0,04 09818 0,45
~ Zero 0,276 + 0,003 — 0,2244 —
o Primeira+Fma’ 0,017 + 0,001 - 0,8435 652+0,7
& Higuchi 4,47 + 0,09 - 0,8282 -
g Korsmeyer-Peppas® 8,6 + 2,0 - 0,8857 0,37 +0,07
O Peppas-Sahlin® 9,1+£0,7 —-0,33+0,06 0,9760 0,45
~ Zero 0,268 + 0,002 — 0,3614 —
5 Primeira+Fmax® 0,014 £ 0,001 — 0,8294 69,0+0,7
< Higuchi 4,26 + 0,07 — 0,8986 —
E Korsmeyer-Peppas® 8,7+ 1,8 — 0,9690 0,36 £0,05
< Peppas-Sahlin® 7,7+£0,5 —0,22+0,04 09912 0,45
Modelo SDS
cinético kl k2 R? Parametro extra*
Zero 0,110 £ 0,001 — 0,3987 —
& Primeira+Fmax 0,003 £ 0,002 — 0,9393 13,5+1,1
$ Higuchi 1,3+0,1 — 0,9162 —
& Korsmeyer-Peppas® 1,0 + 0,2 — 0,6769 0,60 + 0,02
Peppas-Sahlin® 2,0£0,2 —0,07+0,01 0,9743 0,45
= Zero 0,093 + 0,003 - 0,3309 -
©Q Primeira+Fma® 0,033 + 0,001 - 0,9400 11,1+0,3
S Higuchi 1,04+ 0,03 - 0,8920 -
tig' Korsmeyer-Peppas® 0,90 £+ 0,04 - 0,7116 0,57+0,02
< Peppas-Sahlin® 1,78 £ 0,09 —-0,07+£0,01 09107 045
e Zero 0,087 £0,010 - 0,3564 -
©Q Primeira+Fmax® 0,031 + 0,001 — 09167 10,7+1,2
& Higuchi 1,0 £0,1 - 0,8953 —~
g' Korsmeyer-Peppas® 0,8 0,3 - 0,6561 0,60 £ 0,07
< Peppas-Sahlin® 1,6 £0,3 —-0,05+0,03 0,9710 045

*Parametro extra = Finax; ® Fo; ¢ n; ¢n; ¢ m.
Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).
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Os valores de n para boa parte dos sistemas preparados e estudados no presente
trabalho foram 0,5 <z < 1,0, indicando comportamento de transporte anomalo onde a liberacao
da CUR envolve a contribui¢dao simultanea da difusdo ¢ do intumescimento da amostra. Ou
seja, a velocidade da difusdo do solvente e a relaxacdo das cadeias poliméricas possuem
magnitudes similares. O bom coeficiente de determinagio (R?) para 0 modelo de Peppas-Sahlin
confirma com o mecanismo proposto, uma vez que os dois mecanismos possuem correlagcdo. O
coeficiente exponencial m esta relacionado com a difusdo puramente Fickiana. Se o mecanismo
de relaxacdo ¢é negligenciavel, o valor de n e m das Equagdes 21 e 22 devem ser iguais. A
diferenca desses expoentes sugere que o mecanismo de liberagdo da CUR depende da difusdo

e do intumescimento, como discutido acima.'>

3.13 ENSAIO DE PERMEACAO EX VIVO DA CUR EM PELE HUMANA

Os experimentos de permeacao ex vivo tiveram como objetivo verificar e quantificar a
permeagdo da curcumina em pele abdominal humana a partir das membranas a base de
quitosana formuladas. Baseando-se nos resultados obtidos nas analises de FTIR e angulo de
contato, os ensaios de permeagdo (Figura 43) foram realizados tomando-se o cuidado de
adicionar o lado de baixo (fosco) das membranas em contato com as peles acomodadas as
camaras de Franz (Figura 28).

Figura 43 - Quantidade de CUR (A) em area e (B) em massa permeada através da pele
humana a partir da solug@o controle em propileno glicol (PG) e das membranas a base de

quitosana.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A baixa absor¢do da CUR pela pele e a baixa solubilidade deste composto em meio
aquoso acabam limitando os ensaios de permeacdo com a CUR livre em solugdo fisiologica.
Por esse motivo, solubilizadores farmacéuticos foram empregados para manter a condicao sink
do sistema. A solugao controle positivo utilizada foi em propileno glicol (PG) e o meio utilizado

na cAmara coletora foi uma mistura de tampao PBS/etanol 70:30 com pH 7,4.117:118
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A partir da Figura 43 observa-se que em todos os casos a CUR ¢ retida em uma
quantidade significativamente maior na epiderme do que na derme, mesmo a derme possuindo
massa consideravelmente maior em relacdo a epiderme. Indicando que a CUR, ou interage mais
com as células da epiderme ou o composto ndo exibe capacidade de difusdo elevada nas
camadas da pele, causando baixa penetragdo nas camadas mais profundas do tecido epitelial.!'®

Em relagao as diferentes membranas a base de quitosana formuladas € o controle
positivo (CUR em PGQG), verifica-se que o controle positivo exibe retengao consideravelmente
maior na epiderme (~200 ng cm?) em comparagio com todas as membranas de QTS, incluindo
aquelas contendo os copolimeros. A capacidade de permeacao e retencao na epiderme € seguida
pelas membranas compostas por QTS—CUR, QTS—F127—CUR e QTS—P123—CUR, sendo
essa ultima retida apenas na quantidade de ~75 ng cm?. Esse comportamento pode ser explicado
com base na diferenca de potencial quimico e solubilidade da CUR na matriz de QTS, nos PLUs
e na pele. A maior permeacdao da CUR quando em propileno glicol é coerente, uma vez que o
composto se encontra na sua forma livre em meio liquido, facilitando sua difusdo para dentro
do tecido humano. Enquanto que nos formulados, as membranas precisam primeiro intumescer
para depois ocorrer a difusdo do ativo para a pele.''” A solubilidade da CUR na QTS nio ¢é
muito significativa, fazendo com que a CUR experimente um potencial quimico elevado,
resultando na sua maior permeagao na epiderme. Em contrapartida, nas membranas que contém
os copolimeros a solubilidade da CUR ¢ consideravelmente maior em relagdo aquela sem os
PLUs, diminuindo a diferenga de potencial quimico sofrido pela CUR entre as membranas de
QTS—F127—CUR e QTS—P123—CUR e a epiderme, promovendo menor grau de permeagao
no tecido frente 8 membrana de QTS—CUR. Como a interagao entre CUR—P123 ¢ maior que
entre CUR—F127, como visto nos experimentos descritos no item 3.5 do Capitulo II, isso faz
com que a permeagdo da curcumina na membrana contendo o P123 seja a mais baixa dentre as
formulagoes.

Além disso, estudos indicam que as micelas apesar de aumentarem a solubilidade e a
disponibilidade de compostos hidrofobicos, diminuem a capacidade de permeacdao desses
compostos. Como visto na Tabela 4 ¢ 5 (item 3.5 do Capitulo IT) a CMC e TMC do P123 ¢
consideravelmente menor que o F127, desta forma, a probabilidade a curcumina estar
encapsuladas em micelas de P123 ¢ consideravelmente maior. Adicionalmente, durante o
experimento o F127 pode estar na sua forma ndo associada (unimeros), ja que a difusao desse
copolimero a partir da membrana ¢ lenta, exibindo interacao fraca com a CUR e favorecendo a
permeabilidade deste composto no tecido estudado.’®** Outra informagdo relevante ¢ que o

volume de PBS adicionado nas membranas para que ocorra o pré intumescimento ¢ pequeno
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(100 pL), ocasionando a evaporagdo desta solucdo em tempo curto. Assim, a umidade utilizada
pelas amostras para ocorrer o intumescimento das membranas ¢ liberagdo da CUR ¢ toda
proveniente da pele.

No que se refere a retengdo do ativo na camada da derme, verifica-se que todas as
amostras exibem valores abaixo de 20 ng cm?. A retencio apresentada pelo controle positivo é
menor que as membranas, com excegao daquela que contém P123 em sua formulagao.

Embora a CUR possa ser absorvida pela pele, como mostrado na Figura 43, ela nao
pode ser detectada na camara receptora no decorrer ¢ ao final do estudo para todas as
amostras.''® Duas possibilidades para explicar esse fendomeno foram levantadas, (i) a baixa
liberacdo in vitro da CUR a partir das membranas de QTS, o que levaria a uma detecg¢ao limitada
pelo fluorimetro, (ii) ou a forte interagdo da CUR com os componentes (proteinas, gordura,
organelas, etc) das camadas da pele (estrato corneo, epiderme e derme) que acaba impedindo a
difusdo do composto através das camadas até a camara receptora contendo a mistura
PBS/etanol. Apesar de ndo ser possivel dizer com rigor qual dos dois fatores € o responsavel
pelo comportamento descrito acima, pode-se propor de forma coerente que a segunda
possibilidade ¢ a mais plausivel, uma vez que, como visto na Figura 43, a CUR permanece
retida em uma propor¢ao expressivamente maior na epiderme em comparagao com a derme.

Devido a diferenca de complexidade entre os meios de dissolucdao e permeagdo, foi
verificado baixa correlagdo entre os experimentos ex vivo—in vitro. A liberagdo in vitro foi
realizada em solucdo tampao contendo surfactante, o que auxilia no processo de liberagao do
ativo, sendo uma matriz pouco complexa. Enquanto que em pele humana as membranas
intumescem pouco e a matriz celular ¢ muito mais complexa, dificultando a correlacao entre os
dois experimentos.

A carga positiva das cadeias da QTS podem promover os fendmenos de interacao
eletrostatica, aumentando as interagcdes com o estrato corneo carregado negativamente, devido
a presenca de residuos —OH de ceramidas e 4cidos carboxilicos das proteinas e lipideos da
pele.*® Um comportamento oposto deve ser observado para a CUR devido as cargas parciais
negativas fornecidas pelos dtomos de oxigénios em sua estrutura quimica, no qual reduz as
interagdes com as camadas superficiais e, assim, contribuindo na justificativa da sua baixa
permeagdo e concentragdo através da pele. Resultados semelhantes foram verificados nos
experimentos de liberagdo in vitro quando utilizado SDS como agente solubilizador no
proposito de manter a condigio sink do meio de dissolucdo.'>?

Estudos de permeagao da CUR efetuados em pele de orelha de porco conduzidos por

Caon et al. (2017) mostrou que particulas ndo i6nicas podem reduzir a repulsdo eletrostatica,
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contribuindo para niveis mais altos de intera¢des quimicas entre particulas e os componentes
da superficie da pele, aumentando a retengdo do composto nesse tecido. Os autores também
observaram que a retengdo das particulas poliméricas nao i6nicas carregadas com CUR
reduziram a permeag¢do do composto nas camadas mais profundas, estando de acordo com
nossos resultados. Nesse mesmo estudo, eles obtiveram uma quantidade retida de CUR na
ordem de pg, muito maior que nossos ensaios. No entanto, a complexidade cutdnea e o emprego
de tratamento na pele anterior ao experimento, como por exemplo, escaldacao ou retirada de
camadas superficiais da pele podem ajudar a explicar a discrepancia dos resultados obtidos

entre os estudos de Caon et al. (2017) e os deste trabalho.''®

3.14 MICROSCOPIA CONFOCAL DAS AMOSTRAS DE PELE SUBMETIDAS A
PERMEACAO

As amostras de pele sujeitas ao ensaio de permeacdo da CUR a partir das membranas
de quitosana e controle positivo (CUR em PG) foram submetidas a microscopia confocal com
0 objetivo de avaliar qualitativamente como a CUR esta retida em cada camada da pele. As
amostras foram excitadas em 488 nm com 40% de intensidade de luz e observadas na regiao
entre 500—580 nm, como mostrado Figura 44. As imagens superiores mostram apenas as
microscopias das amostras de pele obtidas por fluorescéncia e as imagens inferiores mostram a
sobreposi¢cdo das microscopias obtidas em campo claro e por fluorescéncia.

As andlises de microscopia confocal confirmaram os resultados relacionados a
distribuicdo da CUR na pele humana. A pele pura exibe fluorescéncia modesta na regido da
derme, com sinais ligeiramente mais pronunciados na regido da epiderme, resultantes da
fluorescéncia natural das proteinas encontradas nesse tecido, uma vez que nao ha CUR nessa
amostra. Todas as amostras contendo CUR exibem fluorescéncia significativa em ambas as
regides (derme e epiderme), contudo, os sistemas exibem niveis mais altos de intensidade de

fluorescéncia na epiderme do que na derme.''®
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Figura 44 - Imagens de microscopia confocal para sec¢des de 20 um de (A) pele humana
pura, e pele permeada pela CUR a partir de (B) solucao de propileno glicol € das membranas
formuladas contendo (C) QTS—CUR, (D) QTS—F127—CUR e (E) QTS—P123—CUR;
Magnificacao de 200x, as barras indicam 200 pum.

Fonte: dados elabora(f()s pelo autor deste trabalho (2020).

O sistema formado por CUR dissolvido em propileno glicol possui sinais de
fluorescéncia em uma regido mais ampla que as diferentes membranas a base de QTS, com
excec¢do da membrana composta por QTS—P123—CUR.!'7 A formulacdo de QTS—P123—CUR
exibiu a menor reten¢do na pele, porém a maior intensidade de fluorescéncia em comparagao

com as outras membranas a base de QTS. Como visto no Capitulo II, para uma amostra
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contendo a mesma quantidade de CUR e quantidades similares de F127 e P123, a formulagao
P123—CUR exibe intensidade de fluorescéncia expressivamente maior em relagdo ao seu
correlato formado por F127, devido a polaridade do micro ambiente experimentado pela CUR
ser menor no P123 do que no F127. Indicando que os dados de permeacdo ex vivo e as
microscopias confocais nao sdo diretamente correlaciondveis, uma vez que a intensidade de
emissao obtida nos estudos de confocal ndo sdo diretamente proporcionais a concentragao de
CUR nas camadas do tecido.'>?

Nao foram observadas alteragdes significativas na morfologia das amostras de pele
apods o experimento de permeacdo analisadas por microscopia, sugerindo uma baixa influéncia

ou impacto das formulagdes nas diferentes camadas da pele abdominal humana.

3.15 MORFOLOGIA DA SUPERFICIE DAS MEMBRANAS POS PERMEACAO

As morfologias superficiais para ambos os lados (cima e baixo) das membranas a base
de quitosana obtidas por microscopia eletronica de varredura (SEM) apds os ensaios de
permeacao em pele humana sao mostradas na Figura 45.

As imagens de microscopia eletronica de varredura mostram que as morfologias das
membranas sofrem alteragcdes consideraveis quando a regido que ficou em contato com a pele
(direito) e a regido que nao ficou em contato (esquerdo) sao comparadas. Aquelas que nao
ficaram em contato com a pele humana mostraram superficies virtualmente lisas e sem sinais
de deteriora¢do. Apenas a amostra formada por QTS—CUR apresenta alguns cristais em sua

superficie, provavelmente advindo de CUR ndo totalmente solubilizada na matriz.
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Figura 45 - Imagens de SEM das membranas contendo (A) QTS—CUR, (B)
QTS—F127—CUR e (C) QTS—P123—CUR apo6s o experimento de permeagao; a esquerda
estao as imagens do lado de cima da membranas (que nao ficaram em contato com a pele) e a

direita as imagens do lado de baixo das membranas (que ficaram em contato com a pele).
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Os lados das membranas que permaneceram em contato com a pele durante os ensaios
mostram transformagdes significativas em suas superficies. A deterioracdo (ou degradacao) das
amostras ¢ nitidamente visivel, principalmente naquelas membranas de QTS—F127—CUR e

QTS—P123—CUR, onde pode ser observado o surgimento ou o desprendimento de alguns
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filetes da matriz polimérica. Parece que os plurdnicos de alguma forma auxiliam no processo
de deterioracdo da matriz polimérica, talvez devido a a¢ao desses copolimeros na separagao
entre as cadeias da QTS, facilitando a interacao e agdao de enzimas presentes na pele humana e
causando a erosio das membranas. E importante destacar que o fendmeno de
erosdo/deterioragao em filetes na matriz ndo ¢ observado durante a liberacao in vitro da CUR a
partir das membranas, como demonstrado na Figura 39, indicando que as enzimas presentes na
pele devam ser as responsaveis por esse comportamento erosivo. Isso também pode ajudar a
esclarecer o motivo de os resultados de permeagdo ndo estarem totalmente de acordo com os

de liberago in vitro.">"158

3.16 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (MIC) ATRAVES
DO METODO DE MICRODILUICAO

Quando ocorre uma lesdo a pele tanto por queimaduras quanto por feridas, aumenta a
susceptibilidade a infec¢@o bacteriana, causando problemas secundarios e aumentando o tempo
de tratamento de pacientes.!> No propodsito de verificar a agdo bactericida das formulagdes a
base de quitosana contendo curcumina, escolheu-se cepas de duas bactérias modelo. As
bactérias testadas foram a Gram-positiva (+) Staphylococcus aureus e a Gram-negativa (—)
Pseudomonas aeruginosa. Como a metodologia selecionada para a execugao do estudo in vitro
foi a de microdilui¢do, ndo foi vidvel empregar as membranas diretamente, uma vez que nao ¢
possivel realizar microdilui¢des desse tipo de material. Optou-se, portanto, pelo emprego dos
géis das formulagdes (preparados para a secagem) como material bactericida. As propor¢des
utilizadas para a preparacdo dos géis foram as mesmas que as adotadas para a preparacao das
membranas, consequentemente, as acoes dos géis devem ser equivalentes as das membranas. A

Figura 46 mostra os resultados de MIC para ambas as bactérias.
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Figura 46 - Concentragdo inibitéria minima (MIC) dos géis a base de quitosana determinados
in vitro pelo método de microdiluigdo.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).
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Nota-se que a quitosana pura (controle) ndo exibiu atividade, nas concentragdes
utilizadas, contra a bactéria Gram (—) P. aeruginosa e apenas na maior concentragao (100 mg
mL™") contra a Gram (+) S. aureus. A presenca de CUR aumentou a atividade dos géis contra
ambas as bactérias, apresentando valores de MIC de 25 e 100 mg mL™! contra S. aureus e P.
aeruginosa, respectivamente. Observou-se também que a presenca dos copolimeros ndo afetou
consideravelmente a atividade dos géis a base de quitosana, mesmo os plurénicos melhorando
a solubilidade da CUR, como visto no Capitulo II deste trabalho. E importante destacar que as
concentragdes dos componentes no gel nessas concentracdes equivalem, na verdade, a QTS =
2,0mgmL"! e CUR =0,25 mg mL"! quando 100,0 mg mL™! de gel e QTS =0,5 mg mL! e CUR
= 62,5 ug mL™! quando 25,0 mg mL™! de gel. Os valores encontrados no presente estudo foram
relativamente menores que os apresentados por Gunes et al. (2013)'* e outros autores. '

Os diferentes resultados obtidos comparando-se os modelos de bactérias Gram (+) e
Gram (—) entdo condizentes, ja que as bactérias Gram-positivas possuem maior
susceptibilidade a ativos em geral e tanto a QTS quanto a CUR apresentam maior atividade
contra bactérias Gram-positivas. Em ambas as bactérias, a membrana plasmatica ¢ contornada
e protegida por uma bicamada de fosfolipidio (Figura 47). Nas bactérias Gram (+), esta
bicamada ¢ contornada por peptideoglucana onde os acidos lipoteicoico e teicdico, se ancoram
por ligagdes covalentes. Por outro lado, as Gram (—) possuem parede celular mais complexa,
onde além da camada de peptideoglucana que contorna a bicamada fosfolipidica, ha uma

membrana externa composta por bicamada lipidica, onde encontram-se as porinas, canais
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proteicos que atuam na difusdo de pequenas moléculas, e os lipopolissacarideos que sdo

73161 Desta maneira, os

responsaveis pelo choque septicémico nos organismos humanos.
lipopolissacarideos e as porinas presentes na membrana externa das bactérias Gram-negativas

dificultam a permeabilidade da CUR assim como dos antibidticos

Figura 47 - Esquema da parede celular de bactérias (A) Gram-positivas e (B) Gram-negativas.
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Tentou-se realizar estudos in vitro da atividade bactericida das membranas a base de
quitosana por meio do método do halo de inibicdo, entretanto ndo se observou atividade para
nenhuma das formulagdes preparadas. A resposta negativa das membranas contra as bactérias
testadas pela técnica do halo de inibi¢do deve estar associada com a baixa capacidade de difusao
da curcumina em meios gelatinosos como, no caso, o dgar Miiller-Hinton.

De maneira geral, as membranas a base de quitosana exibem caracteristicas favoraveis
a interagdo e incorporagao da curcumina. No entanto, além das interagdes entre os constituintes
das formulagdes serem consideravelmente fortes, notavelmente ocorre certa demora na erosao
da matriz de QTS vistas nos ensaios de liberagdo in vitro e na permeacao ex vivo. A elevada
massa molar da quitosana pode ser a responsavel por esse comportamento.!*® O aumento da
area superficial das amostras através do método de eletrofiacao das solugdes a base de QTS ou
o recobrimento de um outro polimero eletrofiado pelas solugdes de QTS—PLU—CUR podem
ser uma estratégia para auxiliar na liberacdo da CUR ou, ao menos, servir como matriz de
suporte com maior elongagdo que a QTS, facilitando a manutenc¢ao do curativo e diminuindo o

custo de produgao pelo uso de uma menor camada de solugdo filmogénica.



116

4 CONCLUSOES PARCIAIS

Com os dados obtidos nesta sessdo verificou-se que a quitosana exibe boas
propriedades para a incorporacao e liberagdo da curcumina. As amostras sem os copolimeros
mostram vestigios de cristais de CUR nao solubilizados, onde puderam ser observados por
microscopia confocal. Aquelas com os copolimeros se mostram bem mais fluorescentes e com
matriz mais bem dispersa.

Espectros de FTIR apontam interagao entre os grupos —OH da CUR e os grupos -NH3"
da QTS protonada. Assim como visto nas fotografias digitais, o ativo tende a se acumular
preferencialmente no lado de baixo das membranas, sendo comprovado tanto por FTIR quanto
pela técnica de angulo de contato de gotas de agua. A presenca dos copolimeros diminui
significativamente o angulo de contato das membranas a base de QTS, permanecendo proximos
aos valores ideais (40—70°) sugeridos para aplicagdo como curativo.

Andlises termogravimétricas indicam que a adi¢do dos copolimeros e da curcumina a
matriz de quitosana torna o sistema mais estavel termicamente, isso ocorre em virtude da maior
estabilidade térmica dos PLUs frente a QTS e a CUR.

Os valores de Ty da QTS também sofrem mudancas devido a presenga dos aditivos.
Infelizmente ndo foi possivel observar as possiveis mudangas nos valores de Ty da QTS nas
composi¢des QTS—CUR, QTS—F127—CUR e QTS—P123—CUR dado que o processo de
fusdo da CUR ocorre na mesma regido de temperatura da T, da matriz, suprimindo a
visualizacdo da T, desta. As amostras de composicdo QTS—F127—CUR e QTS—P123—CUR
possuem menor modulo de elasticidade e maior elongamento maximo comparado aquela
composta por QTS—CUR, entretanto, sdo mais rigidas e menos plasticas que a membrana de
QTS pura. Os valores de Tm dos PLUs diminuiram quando esses foram adicionados as
formulagdes, indicando que a cristalinidade desses copolimeros ¢ influenciada pelas cadeias da
QTS. Também nao foi possivel observar as possiveis mudangas nos valores de Ty da QTS nas
composi¢des QTS—F127—CUR e QTS—P123—CUR, entretanto, ocorre um deslocamento para
valores ainda menores de T, dos copolimeros nessas formulagdes, corroborando os dados de
tracao.

A capacidade de intumescimento e liberagdo da CUR sdo aumentadas com a presenca
dos copolimeros nas formulacgdes. Esse comportamento ocorre porque os copolimeros ajudam
a solubilizar o ativo, além de aumentarem o volume livre entre as cadeias da QTS, fazendo com
que moléculas de agua consigam se difundir com maior facilidade para o interior da matriz.

Adicionalmente, os grupos EO presentes na estrutura de ambos os copolimeros possui alta
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capacidade de absorcao de agua, o que auxilia no aumento significativo do intumescimento das
membranas de QTS.

As formulacdes contendo curcumina apresentaram atividade bactericida contra cepas
de bactérias Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e Gram-negativa (Pseudomonas
aeruginosa), exibindo concentrago inibitéria minima de 25 e 100 mg mL™!, respectivamente.

Os estudos de permeabilidade em pele abdominal humana mostram que as membranas
a base de quitosana/plurénico contendo curcumina tém potencial para se tornar um curativo
emergente. A CUR quantificada por fluorescéncia e observada qualitativamente por
microscopia confocal exibe maior acuimulo na epiderme que na derme. Imagens de SEM
indicam que as membranas de QTS sdo parcialmente desintegradas por enzimas presentes na
pele.

O presente capitulo proporcionou o entendimento das propriedades de matrizes de
quitosana contendo curcumina e forneceu indicios de como melhorar a formulagdo e diminuir
custos de producdo. O préximo capitulo aborda a produgdo de uma matriz tridimensional
eletrofiada de acetato de celulose recoberta com fina camada de solugao filmogénicas a base de

QTS.
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CAPITULO IV

Desenvolvimento e caracterizagio de fibras eletrofiadas a base de acetato de
celulose recobertas com camada de solugao filmogénica de quitosana/plurdnico contendo

curcumina
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Com os resultados observados no Capitulo III verificou-se que, as membranas
produzidas exibem liberacdo lenta e permeabilidade relativamente baixa de CUR. Afim de
aumentar a area superficial das amostras a base de QTS e melhorar as propriedades fisico-
quimicas gerais das formulac¢des produzidas outras abordagens, além da secagem de solvente,
tém sido empregadas. Dentre elas, a técnica de eletrofiacdo vém ganhando destaque devido sua
aplicabilidade numa ampla gama de aplicagdes biomédicas, como liberacdo controlada de
medicamentos, curativos para feridas e enxertos vasculares. Esta técnica esta sendo utilizada
com sucesso na producdo de fibras de diversos polimeros, apresentando didmetro de fibras
controladas na escala micro ou nanométrica, resultando em potencial aumento da superficie de
contato. Como consequéncia da relagdo area/volume, exibe alta porosidade e baixo diametro de
fibras formadas, podendo assim ocasionar aumento da taxa de dissolugio da QTS.!04162

Um eletrofiador consiste em uma bomba de vazdo, na qual uma seringa contendo
solucdo relativamente viscosa de polimero (ou polimero fundido) ¢ acoplada, a ponta da agulha
metalica da seringa ¢ conectada a um aparato coletor metalico, aterrado, por meio de uma fonte
de alta tensdo (Figura 48). Ao se aplicar um valor de tensao elétrica elevada (> 6 kV) na ponta
da agulha (injetor), resulta em uma diferenca de potencial (DDP) entre o injetor e o aparato
coletor. Ao aumentar a DDP, a gota da solucdo polimérica, que ¢ passada pela agulha a um
fluxo controlado, sofre deforma¢do em direcdo ao coletor, fazendo com que a gota assuma
forma aproximadamente conica, formando o chamado cone de Taylor.!%16?

Quando, ao aplicar-se uma tensao ainda maior, o campo elétrico atinge um valor
critico, as forgas elétricas vencem a tensdo superficial e a ponta do cone rompe-se ejetando a
solucdo rumo ao coletor em forma de finos fios. Durante o caminho ao coletor, o solvente

evapora ¢ as fibras poliméricas sdo depositadas aleatoriamente no coletor metalico (Figura
48).162’163
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Figura 48 — (A) Esquema geral do aparato instrumental para a fabricagdo de fibras
eletrofiadas a partir de uma solugao polimérica e (B) fotografia do equipamento utilizado no

presente trabalho.
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Fonte: figura adaptada de Kalantari et al. (2019).'¢?

Apesar de parecer simples a obtengdo de fibras eletrofiadas, o sucesso em alcancgar a
formagao de fibras uniformes depende de diversos fatores. Pardmetros importantes para o
processo de eletrofiagdo nao sao apenas propriedades de polimeros e solugdes, como massa
molar, viscosidade, condutividade e tensdo superficial, mas também condi¢des do eletrofiador,
como tensdo elétrica aplicada, distdncia agulha-coletor, fluxo de solugdo, etc; ou ainda

pardmetros ambientais dificeis de controlar, como a temperatura e umidade relativa do ar.'®®

1.1 PARAMETROS DA SOLUCAO

De maneira resumida, tensdes superficiais muito altas dificultam a formacao do cone
de Taylor, levando a descontinuidade e instabilidade na prospecgdo da solugdo. A medida que
a tensdo superficial é reduzida, a formagao do cone ¢ facilitada e ocorre diminui¢cao na tendéncia
da presenca de particulas (beads), em contrapartida pode levar a um aumento do didmetro das
fibras, 164165

A concentragdo do polimero influencia o grau de emaranhamento das cadeias
poliméricas, uma concentragdo minima de polimero ¢ necessaria para se obter fibras,
normalmente ao aumentar a concentracdo do polimero aumenta-se também o didmetro das
fibras. Quanto maior for a interagdo polimero-solvente, maior sera a viscosidade da solugdo
polimérica, em uma solu¢do pouco viscosa o grau de emaranhamento entre as cadeias do
polimero ¢ menor, quando ¢ aplicada a DDP no injetor, o solvente alonga-se sem ser capaz de

arrastar as cadeias do polimero. Entretanto, viscosidade muito elevada tende a ndo ser possivel
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formar fibras pela dificuldade de prospeccdo da solucdo, desta maneira, a viscosidade deve ser
adequada: nem muito alta, nem muito baixa.!®+163

E necessario que a solugdo possua condutividade elétrica, solugdes sem condutividade
ndo sdo possiveis de eletrofiar. Solventes com constantes dielétricas menores do que 15 nao sio
adequados para a eletrofiacdo, ja que ndo permitem boa interagdo com o campo elétrico,
solugdes com maiores valores de constante dielétrica tendem a distribuir a densidade de carga
na superficie mais uniformemente. Desta forma, essas solugdes possuem menor incidéncia de

beads e o diametro das fibras ¢ geralmente reduzido. 6163

1.2 PARAMETROS DO EQUIPAMENTO

Em relacdo aos pardmetros do processo de eletrofiacdo, a voltagem aplicada esta
relacionada com a migracao de cargas para a superficie do jato e afeta o didmetro das fibras.
Quando se aumenta a voltagem aplicada no injetor, o didmetro das fibras diminui, pois favorece
o alongamento da solucdo em virtude das forcas coulombianas que atuam no jato. Em
contrapartida, voltagens muito altas influenciam a estabilidade do cone e aumentam a
dispersidade e o didmetro das fibras.!6416

Para manter a integridade das fibras ¢ necessario que o solvente evapore durante o
tempo de “voo” até o coletor, solvente remanescente nas fibras faz com que as fibras coalesgam
e percam a sua forma. Assim, a distancia entre agulha e coletor deve ser suficiente para garantir
que esse fendmeno ndo ocorra. A distdncia também esté ligada a forga do campo elétrico, quanto
maior a distdncia menor a influéncia do campo ao longo do jato, aumentando a dispersidade e
didmetro do material formado.!64!6°

A taxa de vazao de solucdo esté interconectada com a DDP aplicada, ¢ necessaria uma
taxa minima suficiente para alimentar o jato da eletrofiacdo sem que a solugdo seque na ponta
da agulha. No entanto, vazdes muito altas ndo permitem a completa evaporagdo do solvente
durante a trajetoria agulha-coletor, fazendo com que as fibras coales¢am ainda durante o voo
ou no coletor. 64163

Em geral, altas umidades desfavorecem a formacao de fibras, principalmente de
polimeros hidrossoluveis, pois impede a evaporagdo completa do solvente. Em contrapartida, a
falta de umidade pode favorecer a evaporagdo muito rapida do solvente e entupir a agulha do
injetor antes mesmo de formar o jato. Para polimeros ndo hidrossoluveis a presenga de umidade

pode favorecer o aparecimento de poros nas fibras. A temperatura influencia a viscosidade e

tensdo superficial da solugdo de eletrofiagio.'*®
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1.3 CONSIDERACOES SOBRE A ELETROFIACAO DOS POLIMEROS QTS E AC

A eletrofiacao de polimeros naturais carregados, como a quitosana, ¢ mais dificil do
que o processo realizado com polimeros sintéticos. A alta densidade de carga positiva da QTS,
resultado do grande ntimero de grupos amino presente na estrutura do polimero, que se repele
fortemente durante o processo de eletrofiacdo, impede a formacdo de um jato estavel. Além
disso, ha a necessidade de se utilizar solventes perigosos e altamente toxicos, como &cido
trifluoroacético, tetrahidrofurano, hexafluoroisopropanol, diclorometano ou acido acético
muito concentrado.!®® Esses solventes organicos sdo prejudiciais a satide humana e ao meio
ambiente, e 0 4cido acético em altas concentragdes € irritante e prejudicial, necessitando de uma
boa exaustdo para evitar contaminagdes. O que geralmente ¢ empregado nesses casos sao
modificagdes estruturais na quitosana ou misturas com polimeros sintéticos com facil formagao
de fibras, como o PEO por exemplo, 04162163

Desta maneira, a obtengao de fibras a base de quitosana continua sendo um desafio na
area de engenharia de tecidos, uma vez que ha a necessidade de encontrar solventes menos
prejudiciais a saude e que atuem de forma efetiva no processo de producio de fibras.'®3!62
Outros biopolimeros, como o acetato de celulose (AC), podem ser eletrofiados de maneira mais
facil e sem a necessidade da utilizagdo de solventes tdo agressivos a saude, podendo ser
eletrofiado com acetona, por exemplo.

Uma propriedade tanto positiva quanto negativa do acetato de celulose ¢ sua
insolubilidade em 4gua e alta solubilidade em acetona. A baixa solubilidade em 4gua impede a
utilizagdo do AC como membrana que se dissolve em meio fisiologico, além de impossibilitar
o uso de um solvente (dgua) que ndo apresenta qualquer risco ao possivel paciente. Em contra
partida, o fato de ndo se dissolver em meio aquoso concede ao AC a possibilidade de servir
como matriz de suporte para a preparagao de material misto e ser retirado para manutencao apds
aplicacdo em uma ferida, por exemplo. A solubilidade adequada em acetona do acetato de
celulose permite a fabricacao de fibras por eletrofiagdo, sendo a acetona relativamente um bom
solvente para a técnica que exige solventes que evaporem durante o tempo de voo do jato
produzido pelo equipamento de eletrofiagdao. No entanto, como a pressdao de vapor da acetona
¢ muito alta, acaba resultando no rapido entupimento da agulha durante o processo de
eletrofiagio.'®7-168

Para evitar o rapido entupimento da agulha injetora, solventes como cloroférmio, N,
N-dimetilformamida, diclorometano, 4cido féormico, metanol e piridina acabam substituindo a
acetona na eletrofiacao do acetato de celulose. No entanto, assim como no caso da QTS, esses

solventes sdo prejudiciais a satide e devem ser evitados.!%® Para contornar esse problema, muitos
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pesquisadores utilizam sistemas de misturas binaria ou ternaria de solventes para aumentar a
pressao de vapor da solugdo em relagdo ao solvente volatil, e aumentar a constante dielétrica da
solucdo, resultando em jatos mais estaveis e com menor incidéncia de entupimento da
agulha, 66,168

Embora a quitosana e o acetato de celulose tenham sido eletrofiados com sucesso como
polimeros isolados ou misturados com outros polimeros, a eletrofiacdo de fibras de mistura
AC—QTS diretamente ¢ bastante complicada pela falta de um sistema cossolvente adequado.
Pesquisadores tentaram eletrofiar esta mistura de polimeros a partir de uma mistura de acetona
e acido acético como solventes, porém ndo conseguiram produzir quaisquer resultados
satisfatorios.'® Desta maneira, no presente trabalho, optou-se por aplicar sistemas ternarios de
solventes com baixa toxicidade preparados pela mistura de acetona/etanol/agua otimizados para
a fabricacdo de fibras eletrofiadas de acetato de celulose e recobri-las com fina camada
filmogénica de quitosana contendo curcumina pelas técnicas de spin coating ou aspersiao
utilizando aerdgrafo.

A ideia de recobrir as fibras de AC com as solugdes de QTS-PLUs-CUR foi
fundamentada a partir dos trabalhos de Trinca et al. (2017), onde os autores recobriram com
sucesso fibras eletrofiadas de blendas de poli(e-caprolactona)/acetato de celulose com uma
segunda camada eletrofiada de QTS/PEO.!™ Outro trabalho que serviu de base foi o
desenvolvido por Li et al. (2008), neste estudo os autores recobriram (por imersdo) fibras
eletrofiadas de poli(e-caprolactona) com camada de gelatina.!”

O proposito deste capitulo estd centrado no desenvolvimento de fibras eletrofiadas de
acetato de celulose a partir solugdes compostas de diferentes misturas acetona/etanol/agua e o
recobrimento destas fibras com solugdo filmogénica a base de QTS/PLUs contendo curcumina
utilizando duas técnicas diferentes (spin coating e aerdgrafo convencional). A caracterizacao
dos materiais obtidos se deu pelo uso de técnicas espectroscopicas (FTIR), térmicas (TGA e
DSC), microscopicas (confocal), mecanicas e a determinagdo dos valores dos angulos de

contato tanto das fibras como dos materiais recobertos.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAIS

O acetato de celulose com M, = 50.000 g mol™! e 39,7% de acetilacdo (Lote 13002PO),
assim como a quitosana, curcumina e os copolimeros pluronicos (ja descritos nos capitulos
anteriores) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os solventes acetona, etanol e acido acético sao
de grau analitico e foram comprados da NEON, sendo utilizados sem purifica¢io prévia. Agua
deionizada foi utilizada em todos os ensaios.

O eletrofiador usado foi um Proffesional Electrospinner, da Yflow Sistemas y
Desarollos S. L., modelo 2.0S-500, com inje¢do feita através de uma bomba de vazdo
automatica utilizando seringa. Uma camera com sensor de imagem 1/3” color sharp high
sensitivity (charge-coupled device) — 0,1 Lux, equipada com duas lentes (20 e 40 mm), permite
a visualizagdo em alta resolucdo do cone de Taylor formado na ponta do injetor. A variagao da

tensdo que pode ser aplicada ¢ de 0—30 kV no injetor.

2.2 METODOS
2.2.1 Preparo das solucdes de acetato de celulose para eletrofiacio

Todas as solugcdes de acetato de celulose foram preparadas com percentual
massa/massa (massa do soluto/massa da solucdo, % m/m). Os frascos usados para fazer as
solucdes foram hermeticamente fechados e a agitacao foi realizada mecanicamente por meio de
agitador magnético.

As misturas de solventes (acetona/etanol/agua) foram produzidas de acordo com a
Tabela 12. As solucdes de AC foram feitas variando-se a concentracao massicade 6 a 11%, e
também estdo descritas na referida tabela. As designacdes “A” e “X” da tabela referem-se a
utilizagdo de acetona em proporg¢des acima e abaixo de 50%, respectivamente.

Para a produ¢do das solucdes, primeiramente realizou-se a dissolu¢do do AC em
acetona, com posterior adicdo gota a gota da solug¢do contendo a mistura etanol/dgua com
auxilio de uma seringa acoplada a uma bomba de fluxo (gotejador) da marca Razel modelo R-
100EC o qual foi utilizado para a¢do do émbolo da seringa com taxa de 10 mL h™! sob agitacdo

constante por 24 h.
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Tabela 12 - Composicao das solucdes de acetato de celulose para eletrofiacdo, dados de
condutividade e tensdo superficial das solu¢des. Entre parénteses esta a razao etanol/agua do

sistema.
Amostra AC Acetona % m/m e razao Condutividade Tensao superficial
(Y%om/m) (% m/m) etanol/agua (uS cm™) (mN m™)

Al 10 60 30 (80/20) 1,68 23,5
A2 10 60 30 (20/80) 2,45 27,0
A3 10 60 30 (30/70) 2,22 26,0
A4 10 60 30 (40/60) 2,23 26,5
A5 10 60 30 (60/40) 1,99 25,0
X1 10 48 42 (100/0) 1,21 22,0
X2 10 48 42 (0/100) 4,62 -

X3 10 48 42 (20/80) - —
X4 10 48 42 (65/35) 1,88 25,0
X5 10 40 50 (100/0) 1,15 22,5
X6 10 44 46 (65/35) 1,73 26,0
X7 7 44 49 (65/35) 1,66 25,0
X8 7 44 49 (35/65) 2,65 28,0
X9 6 48 46 (35/65) 2,13 27,5
X10 6 48 46 (65/35) 1,85 25,0
X11 9 48 43 (65/35) 1,83 25,5
X12 11 48 41 (65/35) 2,01 25,0

Fonte: tabela elaborada pelo autor deste trabalho (2020).

2.2.2 Parametros instrumentais de eletrofiacio das solu¢des poliméricas

A inje¢io das amostras variou de 1,0 a 4,0 mL h’!, a tensdo aplicada no injetor variou
de 6 a9 kV, em distancias agulha-coletor que variaram de 6 a 12 cm. As solugdes foram
injetadas com uso de seringa Becton-Dicknson com capacidade de 10 mL e o didmetro interno
da agulha usado foi de 0,4 mm.

Tanto o acetato de celulose na forma de p6 (como adquirido) quanto as fibras formadas
por esse polimero foram caracterizadas por TG, DSC e FTIR seguindo as metodologias
descritas no Capitulo III. Os ensaios mecanicos das fibras foram realizados utilizando papel

seda como suporte das fibras durante as analises.
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2.2.3 Recobrimento das fibras eletrofiadas de acetato de celulose pelas solucoes de QTS
O recobrimento das fibras de AC pelas solugdes filmogénicas de quitosana foram
realizados por duas vias: aspergido com o uso de aerdgrafo convencional ou por intermédio de
um spin coating (Figura 49). O aerdgrafo utilizado foi da marca STEULA modelo BC-60 e o
spin coating da marca Laurell modelo WS-400BZ-6NPP/LITE. A concentragdo de aspersao da
solucdo de QTS contendo os outros componentes (CUR e PLUs) foram as mesmas das
preparadas para a produc@o dos filmes por secagem de solvente, descritas no Capitulo III. O
mesmo valeu para o recobrimento via spin coating, para essa técnica os pardmetros de rotacao
por minuto, fluxo de solu¢do e tempo de gotejamento foram controlados. A rotagdo por minuto
variou de 1000 a 8000 rpm, com fluxo constante de 1 gota a cada 10 s e o tempo de gotejamento

entre 2 e 4 min.

Figura 49 - Fotografia dos instrumentos de (A) aerografia e (B) spin coating.

i
Fonte: fotografias obtidas pelo autor deste trabalho (2020).

2.2.4 Morfologia da superficie das fibras eletrofiadas
As analises morfoldgicas das fibras sem e com recobrimento foram obtidas por SEM
aplicando uma voltagem de aceleragdo de 10 kV, como descrito nos Capitulo III. Os materiais

eletrofiados foram depositados em stub utilizando fita de carbono e recobertos com ouro.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha da concentracao inicial de acetato de celulose para o preparo das solugdes
de eletrofiacao, assim como os parametros de processo do equipamento, foi realizada a partir
de testes baseados na literatura.'®”1%%17! A mistura de solventes (dgua/etanol) foi utilizada no
intuito de diminuir a concentragdo do solvente volatil acetona, diminuindo, assim, a pressao de
vapor em comparagio com a acetona pura.'®” As propor¢des acetona/etanol/agua foram
selecionadas com o proposito de diminuir a concentragdo de acetona, sem ocasionar
precipitagio do acetato de celulose ou prejudicar o processo de eletrofiagdo. 168
Adicionalmente, a escolha e producdo das solugdes consecutivas foram estabelecidas a partir

dos resultados observados da eletrofiagdo da solugdo anterior. A Figura 50 exibe as fotografias

das solugdes de acetato de celulose usadas no processo de eletrofiacao.

Figura 50 - Fotografias das solugdes de acetato de celulose em diferentes proporgdes de

acetona/etanol/dgua utilizadas para a eletrofiacdo de acordo com a Tabela 12.
Al A2 A3 Ad A5

Fonte: fotografias obtidas pelo autor deste trabalho (2020).
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A partir da Figura 50 verifica-se que praticamente todas as misturas preparadas
formaram solucdes levemente turvas, porém sem a presenca visual de particulas precipitadas.
A excecdo foi aamostra X2 (acetona/[etanol/agua] = 48/42[0/100]), que nitidamente apresentou
turvamento excessivo e perda da caracteristica viscosa da solu¢do, evidenciando a precipitagao
do AC presente. Assim, todas as outras solugdes foram empregadas na obtencdo dos materiais

eletrofiados.

3.1 OBTENCAO E ANALISE DAS FIBRAS DE ACETATO DE CELULOSE

Geralmente, em estudos envolvendo eletrofiagdo de polimeros, os pesquisadores
almejam fibras com o menor didmetro possivel e, de preferéncia, na escala nanométrica.!'** No
entanto, como o objetivo do presente trabalho ¢ o desenvolvimento de um material de suporte
gerado com o AC para o posterior recobrimento com solucdes filmogénicas de QTS, o didmetro
das fibras ndo se torna uma meta tdo importante quanto o aumento do tempo de eletrofiacdo
sem a ocorréncia de entupimento consecutivo da ponta da agulha pelo polimero. Assim,
primeiramente investigou-se o tempo de eletrofiacdo das amostras de acetato de celulose a partir
de diferentes misturas acetona/etanol/agua e s6 entdo avaliou-se a influéncia dos parametros
experimentais sobre o didmetro das fibras produzidas.

Todas as solugdes eletrofiadas ocasionaram entupimento da agulha em virtude da
secagem da solugdo de AC em algum momento durante o processo de eletrofiacdo. A Figura
51 mostra a variagdo do aspecto da solugdo e do cone de Taylor formado pelas solugdes de
acetato de celulose durante a eletrofiagio. E possivel observar que inicialmente ocorre a
formagao do cone caracteristico (~15 s), em seguida, o polimero que est4 na interface lateral
(solugdo/ar) do cone sofre secagem por conta da evaporagao da mistura de solventes, formando
uma espécie de barreira cilindrica de polimero com um canal interno pelo qual a solugdo viscosa
ainda consegue passar e ser ejetada em diregdo ao aparato coletor. Em tltima instancia, o canal
interno do cilindro formado pelo polimero ¢ obstruido pela secagem da solugdo e o processo de

eletrofiagdo é interrompido.**168
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Figura 51 - Varia¢do do aspécto da solucdo e do cone em funcdo do tempo de eletrofiacao.

Fonte: fotografias obtidas pelo autor deste trabalho (2020).

As amostras A1—5, com porcentagem de acetona acima de 50%, formaram fibras com
morfologias satisfatorias para quase todas as amostras e parametros de processo utilizados. Isso
¢ condizente ja que a relativa grande quantidade de acetona nessas solugdes favorecem a
secagem durante o voo do jato e por este ser um bom solvente para a solubilizagcdo do acetato
de celulose.™!'%® As Figuras de 52 a 55 mostram as micrografias por SEM das fibras de AC
obtidas a partir de diferentes solucdes e pardmetros de processo. As abreviaturas V, D e F sao

atribuidas a voltagem, distancia e fluxo, respectivamente.

Figura 52 - Imagens de SEM das fibras de AC obtidas por eletrofiacdo a partir da solugdo A2.
A magnificacao utilizada foi de 5000X. As abreviaturas V, D e F sdo atribuidas a voltagem,
distancia e fluxo, respectivamente.

V=70kV;D=8cm V=8,0kV;D=8cm V=70kV;D=10cm

1,5mL h'!

F=

F=2,5mL h!

_ AN

20 pm M 20 pm

Fonte: figuras obtidas pelo autor deste trabalho (2020).
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Figura 53 - Imagens de SEM das fibras de AC obtidas por eletrofiacdo a partir da solugido A3.
A magnificacao utilizada foi de 5000X. As abreviaturas V, D e F sdo atribuidas a voltagem,

distancia e fluxo, respectivamente.
V=70kV;D=10cm V=8,0kV;D=10cm

]
i
|

H 20 pm

V=70kV;D=12cm

M 20 um M 20um

] 20

Fonte: figuras obtidas pelo autor deste trabalho (2020).
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Figura 54 - Imagens de SEM das fibras de AC obtidas por eletrofiacdo a partir da solucdo A4.
A magnificacdo utilizada foi de 5000X. As abreviaturas V, D e F sdo atribuidas a voltagem,

distancia e fluxo, respectivamente.

D=8 cm D=10cm

V=70kV
1,5mL h'!

F=

N 2um N 20um

ol

V=170kV
=25mLh"!

F

H 20 pm H 20 pm

o

V=8,0kV
1,5mL h!

F=

V=80kV
F=2,5mLh’

N 20um N 20um

D=12cm

-----

TH030 0221 207801723 1502 A 20 um

TM2030 0213 20 pm

TMR030 0225

W 20 m

Fonte: figuras obtidas pelo autor deste trabalho (2020).
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Figura 55 - Imagens de SEM das fibras de AC obtidas por eletrofiacdo a partir da solugao AS.
A magnificagdo utilizada foi de 5000X. As abreviaturas V, D e F sdo atribuidas a voltagem,
distancia e fluxo, respectivamente.
V=70kV,D=10cm V=8,0kV,D=10cm

TH3030 0258

F=2,5mLh"

20 um THI3030 0248 207823 1539 A

Fonte: figuras obtidas pelo autor deste trabalho (2020).

No entanto, nenhuma das diferentes misturas contendo acetona acima de 50%
obtiveram tempos de eletrofiacdo superiores a 1 min, sendo a amostra A5 a que exibiu maior
tempo de eletrofiagdo continua: aproximadamente 1 min quando utilizado voltagens de 7,0 e
8,0 kV, distancia entre agulha e coletor de 10,0 cm e fluxo de solu¢do de 2,5 mL h™!. As imagens
das fibras eletrofiadas da formulagcdo A1 ndo foram apresentadas pois a ponta da agulha secou
assim que foi ligado o fluxo de solu¢do e a DDP no equipamento, portanto ndo foi possivel
obter fibras em quantidade suficiente para os ensaios de microscopia. Os espacos nao
preenchidos com as imagens de SEM das figuras referentes as amostras A2 e A3 se devem
também ao fato de ndo ter sido possivel obter fibras em quantidades apreciaveis devido ao
rapido entupimento da ponta da agulha, ou a ndo capacidade do sistema em produzir fibras,
obtendo-se amostra em forma de particulas. A amostra A5 deveria apresentar um namero de
imagens semelhante a amostra A4, porém boa parte do arquivo que continha as microscopias
desta amostra foi corrompido e ndo puderam ser apresentadas.

Como o tempo de eletrofiagdo das amostras A2—5 foram abaixo do desejado (algumas
amostras mantinham-se constante por apenas 10 s), optou-se por ndo continuar eletrofiando
solugdes contendo 60% m/m de acetona. Passou-se a partir de entdo, preparar-se solugdes com
percentagem de acetona abaixo de 50% m/m, com o propoésito de diminui a pressdo de vapor
da solugdo e, em consequéncia, a continuidade da eletrofiacdo do AC. As Figuras de 56 a 58

mostram as micrografias obtidas por SEM das solugdes entre X1 e X12. A Figura 56 mostra
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apenas as formulag¢des que apresentaram maior tempo de eletrofiagdo dentre as amostras X1 e
X10.

Figura 56 - Imagens de SEM das fibras de AC obtidas por eletrofiacdo a partir das melhores
condigdes de processo das solucdes entre X1 e X10. A legenda na parte inferior das imagens

indicam Voltq&n_—_di_‘s_t‘ﬁ_r}cia— uxo.‘A' ma nificacdo tilzada foi de 3000X.
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. 7,0-8-4,0 ~9,0-8-3,0
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Fonte: figuras obtidas pelo autor deste trabalho (2020).

Figura 57 - Imagens de SEM das fibras de AC obtidas por eletrofiagdo a partir da solugao
X11. A magnificacdo utilizada foi de 3000X. As abreviaturas V, D e F sdo atribuidas a
voltagem, distancia e fluxo, respectivamente.
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Fonte: figuras obtidas pelo autor deste trabalho (2020).
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Figura 58 - Imagens de SEM das fibras de AC obtidas por eletrofiacdo a partir da solu¢do
X12. A magnificagao utilizada foi de 3000X. As abreviaturas V, D e F sdo atribuidas a
voltagem, distancia e fluxo, respectivamente.
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Fonte: figuras obtidas pelo autor deste trabalho (2020).

A maior parte das combinagdes instrumentais realizadas para a eletrofiacdo das
solu¢des X1—12 resultaram em continuidade de eletrofiagdao, sem o entupimento da ponta da
agulha, acima de 1,5 min, principalmente ao utilizar fluxo de 4,0 mL h™!. As amostras X5 e X9
ndo exibiram formacao de fibras devido a baixa concentragdo de acetona, no primeiro caso, € a
baixa concentragdo de AC, no segundo caso. Fazendo com que a solucdo da amostra X5
precipitasse rapidamente na ponta da agulha, e que nao formasse fibra durante a eletrofiagao da
amostra X9.3%!1%8 Nio foi observado qualquer correlagio dos dados de condutividade e tensdo

superficial com a capacidade de eletrofiagdo das solugdes descritas na Tabela 12 e a morfologia

das fibras obtidas.’>'®®
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A amostra X11 foi a que mostrou melhor morfologia cilindrica dentre as solugdes
eletrofiadas (Figura 57), assim como maior uniformidade dos diametros das fibras e também
com menores dimensdes. Porém, infelizmente ndo foi a que exibiu o maior tempo de
eletrofiacdo dentre as solucdes. Além disso, as fibras formadas pela amostra X11 se mostraram
quebradicas e faceis de serem rompidas ao tracionadas. Esta propriedade ndo pdde ser mostrada
experimentalmente por meio de equipamento, porém foi notada ao ser submetida a colagem em
fita de carbono no stub metalico para as analises de SEM (ndo esticavam e saiam facilmente).

A amostra X12 foi a que exibiu maior tempo de eletrofiagdo dentre elas, chegando até
a 8 min de continuidade, principalmente quando utilizado voltagem abaixo de 8,0 kV, distancia
entre 8,0 e 10,0 cm e fluxo de 4,0 mL h'!, sendo portanto, a amostra escolhida para dar sequéncia
as proximas andlises. Um adendo a ser feito € que a umidade relativa (UR) € um fator importante
que ocasiona variacdo da morfologia e tempo de eletrofiagdo continua das solugdes.
Notoriamente, UR abaixo de 45% parecem proporcionar maiores tempos de eletrofiagdo e

fibras mais homogéneas. !

3.2 CARACTERIZACOES TERMICAS E ESPECTROSCOPICA DO AC

O p6 como recebido, assim como as fibras de acetato de celulose foram caracterizados
por técnicas térmicas (TG e DSC) e por espectroscopica (FTIR). A Figura 59 apresenta os
graficos de perda de massa e fluxo de calor em func¢do da temperatura para o AC antes e ap0s

a eletrofiacao.

Figura 59 - Graficos de (A) TG e (B) DSC do acetato de celulose como recebido e apos a

eletrofiagao.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).
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Nao foi observado qualquer mudanca do perfil de perda de massa comparando-se o
polimero na forma de pé e fibra (as curvas se sobrepdem). Assim, ambas as curvas mostram
uma leve perda de massa (~4%) até a temperatura de 84 °C, referente a absor¢ao de umidade
pelo AC. A segunda regido de perda de massa (80%) que ocorre entre 318 e 431 °C, com taxa
maxima igual a 390 °C, ¢ resultado da degradacdo do polimero. Ao final do aquecimento resta
12% da massa inicial de AC.*>* Comportamento semelhante foi verificado nos estudos de DSC
(Figura 59B), sendo notado apenas uma mudanga na temperatura do evento endotérmico largo,
que ocorre com taxa maxima em 71 °C no polimero em po6 e 50 °C quando na forma de fibra.
Esse evento estd relacionado com a dessor¢do de umidade pelo acetato de celulose.'® Esse
comportamento pode estar associado ao preparo das amostras e a forma cristalina do solvente,
indicando que a maneira com que o AC interage com a umidade deve estar relacionada com a
forma que o polimero foi preparado e a estrutura que ele se encontra apds o processo de
eletrofiacdo. O segundo evento endotérmico que ocorre com taxa maxima em 239 °C em ambas
as formas do polimero ¢ atribuido a fusdo do AC.!° Ocorre o aparecimento de um leve ombro
proximo a 260 °C, no qual pode estar associado a diferentes populagdes cristalinas. No entanto,
essa explicacdo ¢ de carater apenas especulativo e carece de analises auxiliares, tais como
difracdo de Raios—X.!°

Além das caracterizacdes térmicas, o acetato de celulose foi caracterizado via

infravermelho. A Figura 60 mostra os espectros de FTIR do AC na forma de membrana e fibra.

Figura 60- Espectros de FTIR do acetato de celulose como recebido e na forma de fibra.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Assim como mostrado nos resultados de TG e DSC, o espectro de FTIR do AC nao

demonstra variacdo devido ao processo de eletrofiacdo. O polimero exibe bandas na regiao
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entre 3045 e 2987 cm™! correspondente ao estiramento C—H dos grupos —CH, e —CH3 do AC.
A banda em 1742 cm™! é referente ao estiramento C=0. O sinal de deformagio C—H dos grupos
—CHz e —CHj3 aparecem em 1370 cm™. A banda em 1229 cm™ é atribuida ao estiramento

C—0-C, enquanto a banda em 1045 cm™ é referente ao estiramento —C—OH do AC.!7

3.3 ENSAIOS DE TENSAO VS DEFORMACAO DAS FIBRAS DE AC

Ap0s obtencdo das fibras de maneira satisfatoria, escolheu-se uma das misturas para
prosseguir com os estudos envolvendo a fibras de acetato de celulose. Como descrito no item
anterior, a amostra com mistura de solventes que demonstrou melhor tempo de formacao de
fibra foi a X12, com os parametros instrumentais descritos anteriormente. Devido a relativa
fragilidade e dificuldade de manuseio das fibras, ndo foi possivel realizar os ensaios mecanicos
dos corpos de prova sem o auxilio de um suporte fisico (Figura 61). Desta forma, as solugdes
de AC foram eletrofiadas sobre papel ceda e entdo cortadas com auxilio de um molde
juntamente com o papel, condicionados em umidade relativa controlada (58 + 5%) por 40 horas
e entdo submetidas aos testes mecanicos, que se sucedeu em duas etapas. A primeira etapa foi
realizada com o papel suporte até o rompimento deste, enquanto a segunda etapa (corrida) foi
efetuada com o papel rompido, e assim as propriedades mecanicas somente das fibras foram

obtidas (Figura 62).

Figura 61 - Fotografia das fibras eletrofiadas a partir da amostra X12 submetidas ao ensaio de
tragao (A) com suporte de papel ¢ (B

[

apds o rompimento do suporte.

Fonte: fotografias obtidas pelo autor deste trabalho (2020).
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Figura 62 - Ensaios mecanicos das fibras de acetato de celulose (A) ainda no papel suporte e
(B) ap6s o rompimento do papel suporte. Cada curva, tanto em (A) quanto em (B) representa
uma replicata do ensaio.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A Figura 62 exibe o comportamento mecanico das fibras de AC quando no suporte de
papel (Figura 62A) e apds o rompimento do suporte (Figura 62B). Verifica-se que o papel
contendo as fibras de AC rompem-se com deformagdo méaxima abaixo de 5% e com tensao
maxima entre 10 e 20 Mpa. Infelizmente, ¢ impraticavel tentar diferenciar a contribuicdo de
cada componente (papel e fibra de AC) na curva final obtida. No entanto, ¢ plausivel concluir
que antes do rompimento toda a resisténcia do material é proporcionada pelo papel suporte, ja
que ele ¢ o componente que possui maior resisténcia a tragdo. Além disso, as fibras sao
facilmente deformaveis aplicando-se uma forca de tragdo relativamente baixa, portanto € dificil
supor que as fibras de AC ocasionem grande efeito na resisténcia a tracdo do material formado
pelo suporte + fibra. Os dados das propriedades mecanicas do material antes do rompimento do
suporte nao foram compilados em tabela dado que esse nao ¢ o material de estudo.

Apo6s o rompimento do suporte o unico material que exerce resisténcia a tragdo sao as
fibras de AC. Nota-se a partir da Figura 62B que as fibras de AC proporcionam baixa resisténcia
a tracdo, exibindo tensdo maxima de até 0,8 MPa (muito inferior ao suporte). Ao atingir a tensao
maxima as fibras comecam a desfiar (ndo ocorre quebra) devido a for¢a de tragdo, enquanto a
for¢a de resisténcia exercida pelas fibras vai decrescendo até tender a zero. A deformacgao
maxima nesse ponto ¢ de até 40% para algumas das fibras. A partir dos 40% de deformacao as
fibras continuam a desfiar sem exercer qualquer resisténcia até chegar a 100% de deformagao
(n2o mostrado).

As fibras de acetato de celulose apresentam modulo de elasticidade de 44,2 = 0,2 MPa,

valores similares foram obtidos por Liu e Tang (2007).!”* Esse valor é muito inferior ao obtido
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para as membranas a base de quitosana (>1000 MPa), podendo ser utilizado como material de
suporte para as solugdes filmogénicas de QTS e melhorar as propriedades do material final,
aumentando sua flexibilidade. Apesar disso, os valores tanto de tensdo maxima como de
modulo de elasticidade obtidos nos ensaios mecanicos podem ndo representar os valores
corretos para as fibras de AC, uma vez que os ensaios foram realizados com auxilio de um

suporte de papel para as fibras eletrofiadas, ainda assim dao uma boa estimativa desses valores.

3.4 RECOBRIMENTO DAS FIBRAS DE AC COM SOLUCOES FILMOGENICAS DE
QTS

Assim como no caso dos ensaios de tensao-deformacao, a amostra X12 foi a escolhida
para os testes de recobrimento pelas solugdes filmogénicas de quitosana. Os recobrimentos
foram efetuados de duas maneiras diferentes: utilizando aerdgrafo e por spin coating, como
descrito no item 2.2.3 deste capitulo. Na primeira técnica ndo houve parametros instrumentais
suficientemente controlaveis para a aplicagdo do recobrimento, foi controlado apenas, e por
meio qualitativo, a abertura do jato de solucdo, a distancia de aspersao (~30 cm) e o nimero de
repeticdo da passada do aerdgrafo. Em contra partida, na segunda técnica foi possivel controlar
a rotagdo da amostra, o tempo total de gotejamento ¢ a frequéncia de queda da gota da solucao
de QTS sobre a amostra. Em ambas as técnicas foi optado por recobrir as fibras utilizando
solugdes com as mesmas concentragdes dos constituintes usadas para a preparacao das
membranas descritas no capitulo anterior. A Figura 63 mostra a morfologia das fibras recobertas

com QTS tanto por aspersao utilizando aerdgrafo quanto por spin coating.
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Figura 63 - Morfologia das fibras de AC recobertas com QTS pela técnica de aspersao (A e B)
por aerografo e por spin coating (C e D). As imagens superiores mostram as superficies e as
inferiores mostram as sec¢des transversais. A magnificacdo usada foi de 500X.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).
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A partir da Figura 63 verifica-se que foi possivel recobrir as fibras empregando-se
ambas as técnicas, no entanto, a técnica de aspersao por aeroégrafo demonstra maior deposi¢ao
da solucao de QTS sobre as fibras de AC que a técnica de spin coating. As Figuras 63(A e B)
mostram, respectivamente, as deposicdes da solucao filmogénicas de QTS por aspersdo com e
sem aquecimento do suporte contendo as fibras em chapa de aquecimento (~80 °C). As Figuras
63(C e D) exibem a deposi¢@o da solugdo de QTS por spin coating, em rotagdo de 8000 rpm
durante 2 min para a C e em rotagdo de 6000 rpm durante 2 min para a amostra exibida na
Figura 63D. Na Figura 63C ndo houve deposicdo significativa e na Figura 63D ocorreu a
deposicdo de uma camada extremamente fina.

E importante destacar que, embora tenha sido possivel recobrir as fibras de AC com
QTS utilizando a técnica de spin coating, como mostrado na Figura 63(C e D), as fibras ndo
possuem aderéncia suficiente ao aparato de vidro utilizado como suporte, ao longo da
eletrofiacdo, para as fibras durante a rotagdo no equipamento. Aparentemente o peso resultante
do actimulo das gotas da solucdo viscosa de QTS, assim como a umidifica¢do da superficie de
vidro pela solucao, ocasiona desprendimento das fibras e projecao delas em diregao a parede
do equipamento, fazendo com que as fibras fossem enoveladas, grudassem e perdessem seu
aspecto alongado. Esse comportamento foi significativo ao utilizar-se altas rotagdes e tempos
de gotejamento (> 2 min). Porém, valores elevados desses dois pardmetros sdo fundamentais
para uma boa dispersao e acumulacdo das solucgdes filmogénicas de QTS sobre toda a superficie
das fibras. Modificagdes nos parametros da solucao polimérica de gotejamento podem, talvez,
melhorar o processamento de recobrimento.!™

Em contrapartida, as fibras recobertas com QTS por aspersao utilizando aerégrafo ndo
ocasionaram qualquer dessas desvantagens. Além disso, ao contrario do spin coating que
desperdiga parte da solu¢do durante o processo de recobrimento, a técnica de aspersao
proporciona maior rendimento de deposicdo das solugdes de QTS sobre as fibras de AC,
economizando solugdo polimérica, evitando desperdicios excessivos € com maior controle
visual da efetividade e uniformidade do processo.!” Sendo, portanto, a técnica de aspersdo com
aerografo a escolhida para o recobrimento com as solugdes de QTS contendo CUR.

Infelizmente ndo foi possivel realizar ensaios mecanicos para as amostras recobertas
devido as dimensodes das amostras formadas com as técnicas e o tipo de suporte utilizado para

a deposicao das fibras.
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3.4.1 Analises das fibras de AC recobertas com soluc¢io filmogénicas de QTS contendo

CUR
A Figura 64 exibe a fotografia e o espectro de FTIR da amostra de fibra de AC

recoberta com solugao filmogénica composta por QTS—CUR.

Figura 64 — (A) Fotografia e (B) espectro de FTIR da amostra de fibra de AC recoberta com
solu¢do filmogénica composta por QTS—CUR.
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Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

A partir da Figura 64 verifica-se que as fibras de AC foram recobertas com solugao de
QTS contendo curcumina de forma satisfatoria e relativamente homogénea. Os espectros de
FTIR seguem um perfil semelhante ao obtido para as membranas de QTS. Onde a o lado de
baixo da amostra exibe perfil idéntico ao do AC puro, enquanto que o lado de cima mostra
perfil espectral referente a mistura QTS—CUR. Isso ¢ condizente, uma vez que s o lado de
cima das fibras foi aspergido com a solugio filmogénicas.!?*!2%172 Apesar de ndo mostrados
aqui as fibras recobertas com as solugdes compostas por QTS—F127—CUR e
QTS—P123—CUR exibem caracteristicas de recobrimento e perfil espectral semelhante a
amostra de QTS—CUR. As imagens de microscopia confocal das fibras de AC recobertas sdo

mostradas na Figura 65.
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Figura 65 — Microscopia confocal das fibras eletrofiadas de AC (A) ndo recobertas e
recobertas com (B) QTS—CUR, (C) QTS—F127—CUR e (D) QTS—P123—CUR. A escala
indica 100 um.

onte: dados elaborados pelo deste trabalho

As fibras eletrofiadas de AC sem recobrimento ndo possuem emissao de fluorescéncia,
enquanto que as amostras recobertas com solu¢do de QTS contendo CUR exibem fluorescéncia
caracteristica, semelhante a das membranas produzidas por secagem de solvente. Novamente,
a amostra sem os PLUs possui sinais de cristais pouco definidos de CUR nao solubilizados,
similarmente ao correlato na forma apenas de membrana. A adi¢ao dos PLUs a formulagao
praticamente elimina o aparecimento de cristais de CUR. Além disso, ¢ possivel verificar os
padrdes das fibras de AC nas imagens de confocal pela presenca de “riscos” em todas as
imagens.

Como as fibras foram recobertas com solugdes de QTS que contém a mesma
concentragdo dos constituintes (QTS, PLUs e CUR), acredita-se que as amostras finais possuam

propriedades microbioldgicas semelhantes a das membranas a base de QTS desenvolvidas
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A Figura 66 mostra o perfil das gotas de 4gua adquiridas para as amostras de fibras de

AC sem e com recobrimento por solucdes filmogénicas a base de QTS, resultando na Tabela

13.

Figura 66 — Fotografias digitais das gotas adquiridas durante os ensaios de angulo de contato
das fibras de AC (A) sem e com recobrimento pelas solugdes de composi¢ao (B) QTS, (C)
QTS—CUR, (D) QTS—F127—CUR, (E) QTS—P123—CUR utilizando 4gua como solvente em
pH ~7.,0.

Q“‘ -

Fonte: dados elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

Tabela 13 — Valores dos angulos de contato das fibras de AC sem e com recobrimento obtidas
através da Figura 66.

Formulagao (n=15) Angulo de contato
AC 118,3+5,9
AC—-QTS 85,1+£29
AC—QTS—CUR 74,0+ 1,6

AC—-QTS—-F127—-CUR 53,8+1,7
AC—QTS—-P123—CUR 48073
Fonte: tabela elaborados pelo autor deste trabalho (2020).

De acordo com a Figura 66 e Tabela 13, as fibras de AC exibem superficie
relativamente hidrofobica, devido principalmente aos grupos acetil. A aspersdo de solugdo
contendo QTS diminui devido a maior hidrofilicidade deste polimero frente ao AC. As amostras
contendo os PLUs em sua composi¢ao sao as que possuem os menores valores de angulo de
contato e que, aqui, estdo entre os valores ideais (40—70°) para o favorecimento de proliferacao
de células de cicatrizacdo.'*’

Desta maneira, ¢ pertinente dizer que as fibras de AC podem ser recobertas por
formulagdes de QTS com menor uso de solug¢ao filmogénica em comparacdo as membranas
formadas por secagem de solvente. Além disso, acredita-se que esse sistema aumente a taxa de
liberacdo da CUR quando produzido com menores massas molares de QTS, assim como
melhorar a “respiracdo” e facilitar a manutengdo dos curativos cutaneos produzidos pelo

sistema desenvolvido no presente trabalho.
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4 CONCLUSOES PARCIAIS

Diferentes razdes acetona/etanol/agua foram utilizadas para a fabricacdo de fibras
eletrofiadas de acetato de celulose, formando fibras satisfatorias.

As amostras A2—5 contendo teor de acetona acima de 50% exibiram fibras
relativamente homogéneas e com didmetro pequeno. No entanto, ndo foram capazes de ser
eletrofiadas continuamente por tempos superiores a 1 min.

Todas as amostras X1—12 apresentaram continuidade de eletrofiagdo superior a 1 min,
sendo a amostra X12 a que demonstrou maior tempo de eletrofiagdo continua (~8 min). Em
contrapartida, essa amostra possui fibras com maior didmetro e menos cilindricas que a amostra
X11. Nao foi possivel obter fibras satisfatoriamente a partir das amostras X5 e X9 devido a
baixa concentragdo de acetona da amostra X5 e a baixa concentragdo de AC na amostra X9.

As fibras eletrofiadas ndo exibiram altera¢des significativas em relacdo as suas
propriedades térmicas em comparacdo ao p6 de AC e apenas uma pequena mudanga em seu
perfil espectral de FTIR. Os ensaios mecanicos mostram que as fibras a base de AC possuem
baixo mddulo de elasticidade (~45 MPa) e deforma-se até aproximadamente 40%.

As amostras de AC recobertas com solu¢do de QTS contendo PLUs em sua
composi¢ao exibiram angulos de contato dentro dos valores ideais para a proliferagao de células
de cicatrizacao.

As fibras de AC foram recobertas utilizando tanto a técnica de spin coating quanto por
aspersao utilizando um aerografo. Entretanto, apenas no segundo caso foi observado deposicao
de quantidade relativamente alta (maior espessura da membrana), sendo que pelo spin coating,
no melhor dos casos, foi depositado apenas uma camada muito fina de solug¢do filmogénica.
Uma estratégia que poderia ser empregada para tentar melhorar a dispersdo da solugdo de QTS
sobre as fibras de AC pela técnica de spin coating seria a modificacao de alguns pardmetros da

solucdo, concentragdo por exemplo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Devido a diversas desvantagens apresentadas pelos curativos tradicionais a base de
algoddao, como por exemplo, adesdo excessiva, periodicidade de manutencdo elevada,
crescimento celular através do curativo, dentre outros, existe a necessidade de desenvolver
novos materiais que possam substituir os tradicionais de maneira a diminuir o desconforto dos
pacientes. Este trabalho apresentou e discutiu sobre o desenvolvimento de um material
eletrofiado a base de acetato de celulose recoberto com camada de quitosana/pluronico
curcumina para possivel aplicacdo em feridas cutaneas.

Na primeira parte do trabalho investigou-se o comportamento tautomerico da CUR
em meio aquoso, a interacao deste polifenol com os copolimeros P123 e F127 e a influéncia da
temperatura em ambos os processos. Verificando-se que a forma enol da CUR esta presente em
maior quantidade, mesmo em meio aquoso, € que o aumento da temperatura tanto desloca o
equilibrio para a forma 1,3 diceto quanto aumenta a velocidade com que o equilibrio ¢
estabelecido. A presenga de ambos os copolimeros em solu¢do aquosa desloca o equilibrio
novamente para a forma ceto-enol e a interagdao entre a CUR e os copolimeros se torna mais
significativa com o aumento da temperatura, sendo maior para CUR—P123 que para
CUR—F127. As particulas, em solucao, desses sistemas exibiram tamanhos médios inferiores
a 100 nm, medidos por DLS.

Em seguida, desenvolveu-se o preparo de membranas a base de quitosana contendo o
sistema CUR—PLU. A melhor maneira de preparar as solu¢des para posterior secagem foi
utilizando adi¢ao direta da CUR e dos PLUs, com aquecimento brando e sem auxilio de fluxo
de ar. A partir dos dados de microscopia confocal, verificou-se que a adi¢cdo dos copolimeros
as membranas diminui consideravelmente a presenca de cristais de CUR. Além disso, as
membranas contendo CUR preparadas com os PLUs exibiram melhora significativa nas
propriedades mecanicas, de intumescimento, angulo de contato, permeacao ao vapor de agua e
na liberacdo do ativo, em comparagdo aquelas sem os copolimeros.

A liberagdo da CUR a partir das membranas a base de QTS se ajustou bem ao modelo
cinético de Peppas-Sahlin, com liberagdo de até 70% apods 350 h quando avaliada na presenca
de Tween 80. Todas as formulagdes contendo CUR exibiram atividade in vitro contra S. aureus
e P. aeruginosa, possuindo valores de concentracio inibitoria minima de 25 e 100 mg mL™! de
gel, respectivamente. As analises ex vivo em pele abdominal humana mostraram que a presenca
dos copolimeros diminui um pouco a permeagdo da CUR, principalmente em relacdo as
camadas mais superficiais da pele. No entanto, fazem com que ocorra aumento da fluorescéncia

da pele, quando analisadas por confocal.
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No capitulo posterior, foram desenvolvidas fibras de acetato de celulose por
eletrofiacdo a partir de solugdes com diferentes propor¢des acetona/etanol/agua, sendo a que
proporcionou maiores tempos de continuidade foi a amostra X12 composta por 11% de AC,
48% de acetona e 41% de mistura etanol/agua (65/35). Aparentemente as propriedades térmicas
e espectroscopicas das amostras ndo sofrem consideraveis alteragdes. Como demonstrado por
microscopia eletronica, a técnica convencional de aspersdo por aerdgrafo € superior ao spin
coating no quesito economia de solucao, uniformidade e quantidade de polimero depositado.

Desta forma, sistema formado pela aspersio de solu¢do filmogénica de
quitosana/plurénico contendo curcumina sobre as fibras eletrofiadas de acetato de celulose pode

vir a servir como curativo para feridas e queimaduras.
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INDICADORES DE PRODUTIVIDADE NO PERIODO DE DOUTORAMENTO

No periodo em que o doutorado foi realizado, algumas publicagdes de trabalhos
cientificos em periodicos, capitulo de livro e apresentacdes de trabalhos em congressos foram
realizadas, ora de trabalhos diretamente ligados aos resultados experimentais da presente tese,
ora de trabalhos em colaboracdo envolvendo os projetos de outros alunos do Grupo de Estudos
em Materiais Poliméricos — POLIMAT. A seguir estdo relacionadas as publicagcdes neste

periodo:

Artigos completos publicados em periodicos:

1. de Morais, F.A.P., Enumo Jr, A., Gongalves, R.S., Cesar, G.B., Miranda, N.,
Vilsinski, B.H., Combuca da Silva, R., Vataru Nakamura, C., Hioka, N., Caetano, W., 2019.
Hypericin photodynamic activity. Part I1I: in vitro evaluation in different nanocarriers against
trypomastigotes of Trypanosoma cruzi. Photochemical & Photobiological Sciences 18, 487—
494. DOI: 10.1039/C8PP00444G

2. Enumo, A., Pereira, C.I.D., Parize, A.L., 2019. Temperature Evaluation of
Curcumin Keto—Enolic Kinetics and Its Interaction with Two Pluronic Copolymers. The

Journal of Physical Chemistry B 123, 5641-5650. DOI: 10.1021/acs.jpcb.9b04150

Capitulo de livro:

Parize, Alexandre L.; Enumo, Adalberto; Caon Branco, Natilia B.. Chitosan
Nanoparticles and Nanocapsules. Frontiers in Biomaterials. led.. BENTHAM SCIENCE
PUBLISHERS, 2017, v. 3, p. 78-106. DOI: 10.2174/9781681084855117030007

Apresentacdo de trabalhos em congressos:

SANCHES, M. P.; GROSS, I. P.; SAATKAMP, R. H.; ENUMO JR, A.; PARIZE, A.
L.; SOLDI, V.. Avaliagio da nanoencapsulagdo de Oleo essencial de citronela em
nanoparticulas de pluronic® P123 decoradas com quitosana-alginato de sddio. Anais do 15°
CBPol, 2019. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

ENUMO JR, A.; da SILVA, S. L.; PARIZE, A. L.. Elaboragdo e avaliacao das
propriedades de membranas a base de quitosana contendo agente antifungico. In: 15° Congresso
Brasileiro de Polimeros, 2019, Bento Gongalves. Anais do 15° CBPol, 2019.

ENUMO JR, A.; GROSS, I. P.; SAATKAMP, R. H.; SANCHES, M. P.; PARIZE, A.

L.. Avaliagdo das propriedades térmicas e mecanicas de filmes de poli(acido latico)
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plastificados com &cido maleico e derivados esterificados. In: 15° Congresso Brasileiro de
Polimeros, 2019, Bento Gongalves. Anais do 15° CBPol, 2019.

da SILVA, S. L.; ENUMO JR, A.; PARIZE, A. L.. Development and properties
evaluation of chitosan-based membranes containing antifungal terbinafine. In: XVIII Brazil
MRS Meeting, 2019, Balneario Camborit. Anais do XVIII SBPMat, 2019.

ENUMO JUNIOR, A.; PARIZE, A. L.. Evaluation of the interaction between
Pluronic triblock copolymers and curcumin. In: XVII Brazil MRS Meeting, 2018, Natal. Anais
do XVII SBPMat, 2018.

ENUMO JUNIOR, A.; GROSS, I. P.; PARIZE, A. L.. INFLUENCIA DO GRAU DE
INTUMESCIMENTO EM PROPRIEDADES MECANICAS DE MATRIZES DE
QUITOSANA. In: 23° Congresso Brasileiro de Engenharia e Ciéncia dos Materiais, 2018, Foz
do iguacu. Anais do 23° CBECiMat, 2018.

ENUMO JUNIOR, A.; ANDRZEJEWSKI, R. G.; PARIZE, A. L.. Evaluation of
chitosan-based membrane containing Pluronic for curcumin incorporation. In: XVI Brazil MRS
Meeting, 2017, Gramado. Anais do XVI SBPMat, 2017.

ANDRZEJEWSKI, R. G.; BRANCO, N. B. C.; ENUMO JUNIOR, A.; PARIZE, A.
L.. Neutral chitosan membranes crosslinked with genipin: preparation and characterization. In:

XVI Brazil MRS Meeting, 2017, Gramado. Anais do XVI SBPMat, 2017
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