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“A persisténcia é o caminho do éxito”

Charles Chaplin



RESUMO

Recentemente, muitos estudos t€ém sido desenvolvidos na busca de curativos que possuam
capacidade de modular a liberagao de farmacos, pois os curativos tradicionais (gazes, algodao,
bandagens, entre outros) ndo sdo eficientes na cicatriza¢do de feridas complexas. O presente
trabalho produziu cinco membranas distintas para administracdo sustentada da sinvastatina,
diferenciando-as pela quantidade de camadas (mono ou bicamada), pelo polimero utilizado
(alginato ou quitosana) e pela porosidade (denso ou poroso). As diferentes porosidades foram
preparadas por dois processos de secagem, evapora¢ao do solvente por convecgdo e por
liofilizacdo. As membranas foram caracterizadas por meio de analises fisico-quimicas, térmicas,
morfoldgicas e mecanicas. A sinvastatina foi utilizada por possuir efeito anti-inflamatério, sua
liberacdo foi estudada utilizando células de difusdo de Franz e também foi avaliada a
estabilidade do fArmaco na membrana em rela¢do ao tempo. A citotoxicidade das membranas
foi avaliada utilizando células de fibroblastos e queratinécitos. Os resultados mostraram que os
diferentes processos de secagem, a quantidade de camadas e o uso de diferentes polimeros
interferiram diretamente nas caracteristicas morfologicas e propriedades fisico-quimicas,
proporcionando a cada uma das cinco membranas caracteristicas distintas. As membranas
porosas se mostraram mais apropriadas para feridas com maior producdo de exsudato, ja as
densas para feridas em partes do corpo com maior movimento. O estudo de liberacao in vitro
mostrou que as membranas em bicamada podem sustentar uma liberagdo mais prolongada do
farmaco do que a membrana em monocamada, o que pode beneficiar na reducdo de trocas de
curativo. Os resultados do estudo de estocagem evidenciaram que apos 6 meses todas as
membranas mantiveram cerca de 98% do contetdo inicial do farmaco, e também sem alterar
sua aparéncia visual. O ensaio de atividade antimicrobiana mostrou que a membrana de
quitosana, apesar da menor absor¢do de umidade do que as de alginato, possui atividade
bacteriostatica, sendo assim adequada para feridas infeccionadas e o ensaio de viabilidade
celular constatou que as membranas produzidas ndo sdo citotoxicas. Portanto, todas as
membranas estudadas apresentaram caracteristicas promissoras para utilizagdo no tratamento
de diferentes tipos de lesdes na pele, como superficiais ou profundas, agudas ou cronicas,

infeccionadas e em diferentes locais da pele.

Palavras-chave: Curativos; Alginato; Quitosana; Sinvastatina; Libera¢do controlada de

farmacos.



ABSTRACT

Recently, many studies have been developed in the search for dressings that have the capacity
to modulate the release of drugs, as traditional dressings (gauze, cotton, bandages, among others)
are not efficient in healing complex wounds. The present work produced five different
membranes for the sustained administration of simvastatin, differentiating them by the number
of layers (mono or bilayer), the polymer used (alginate or chitosan) and the porosity (dense or
porous). The different porosities were prepared by two drying processes, evaporation of the
solvent by convection and freeze-drying. The membranes were characterized through
physicochemical, thermal, morphological and mechanical analyses. Simvastatin was used
because it has an anti-inflammatory effect, its release was studied using Franz diffusion cells
and the stability of the drug in the membrane in relation to time was also evaluated. The
cytotoxicity of the membranes was evaluated using fibroblast and keratinocyte cells. The results
showed that the different drying processes, the number of layers and the use of different
polymers directly interfered in the morphological characteristics and physical-chemical
properties, providing each of the five membranes with distinct characteristics. Porous
membranes proved to be more appropriate for wounds with greater exudate production, while
dense membranes for wounds in parts of the body with greater movement. The in vitro release
study showed that bilayer membranes can sustain a longer release of the drug than the
monolayer membrane, which can benefit from reducing dressing changes. The results of the
storage study showed that after 6 months, all membranes maintained around 98 % of the initial
drug content, and also without changing their visual appearance. The antimicrobial activity test
showed that the chitosan membrane, despite lower moisture absorption than alginate
membranes, has bacteriostatic activity, thus being suitable for infected wounds and the cell
viability test found that the membranes produced are not cytotoxic. Therefore, all membranes
studied showed promising characteristics for use in the treatment of different types of skin
lesions, such as superficial or deep, acute or chronic, infected and in different locations on the

skin.

Keywords: Dressings; Alginate; Chitosan; Simvastatin; Controlled release of drugs.
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1 INTRODUCAO

A cicatrizagdo de feridas € um processo fisioldgico complexo, que envolve etapas
progressivas: hemostasia (fase inicial que objetiva deter a hemorragia), inflamagao (fase
caracterizada pela presenca de exsudato), proliferagdo celular (fase caracterizada pela
formacdo do tecido de granulacdo) e¢ remodelagdo tecidual (fase caracterizada pela
deposicéao organizada de coldgeno). Além disso, dependem do tipo de tecido lesado, incisdo
e evolucdo da lesdo. Portanto, o tratamento local e adequado ¢ fundamental para se criar
um ambiente favoravel para a cicatrizagdo (ELDEEB et al., 2022).

Por isso, nos ultimos anos tem se buscado terapias que auxiliem no processo de
cicatrizagdo, destacando-se para esse fim o uso de curativos a base de polimeros naturais.
Dentre eles, o alginato é um polissacarideo obtido, principalmente, por dois métodos:
sintese bacteriana ou extra¢do a partir de algas marrons, como: Laminaria Hyperborea,
Ascophyllum nodosun e Macrocystis pyriferas. Extratos dessas diferentes fontes
influenciam as propor¢des de mondmeros de acido manurdnico (M) e gulurdnico (G)
presentes na cadeia de alginato. A varia¢ao na propor¢ao desses mandmeros (razdo M/G)
induz diretamente a gelificagdo, propriedades anti-inflamatoérias e a liberagdo e
encapsulacdo de moléculas alvo (RAUS; WAN NAWAWI, NASARUDDIN, 2021). O
alginato ¢ biocompativel, de baixo custo e possui propriedades cicatrizantes, por esse
motivo ¢ utilizado comercialmente como matéria-prima para curativos (Algikura-Cremer,
Brasil; Kaltostat-Convatec, EUA; BiatainColoplast, Dinamarca; Suprasorb-Lohmann e
Rauscher, Alemanha e Austria; entre outros).

Outro polimero natural amplamente utilizado como matéria-prima de curativos € a
quitosana, pois possui caracteristicas biologicas Unicas em comparagdo com outros
polimeros naturais, incluindo propriedades antimicrobianas e antioxidantes (MOGOSANU;
GRUMEZESCU, 2010). A quitosana consiste em uma cadeia polimérica obtida pela
desacetilagdo da quitina, o segundo polissacarideo mais abundante na natureza, encontrado
principalmente no exoesqueleto de crustaceos.

A preparacgéo de curativos a base de alginato e quitosana se enquadra nos objetivos
de desenvolvimento sustentavel (ODS) 3, referente a "Salde e Bem-estar", pois contribui

na aprimoracdo de técnicas mais eficientes de reduzir os impactos negativos na vida do
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enfermo e no sistema de saude. Nos ODS 9, referente a "industria, inovacdo e
infraestrutura”, pois proporciona o desenvolvimento de curativos inovadores e
sustentaveis, que ajudam na resolucéo de um problema social. E nos ODS 12, referente a
“producdo e consumo responsaveis”’, pois reduz a geracdo de residuos, por utilizar
polimeros biodegradaveis de forma eficiente e sustentavel.

A incorporagdo de algumas moléculas farmacéuticas em curativos produzidos a
partir de polimeros naturais tem sido avaliada com o intuito de reunir a estes curativos
novas propriedades, como: analgésica, anti-inflamatdria, antibidtica (MAVER et al., 2017;
OKUR et al., 2017). A sinvastatina, uma estatina que atua inibindo a hidroximetilglutaril-
coenzima A, ¢ um farmaco comumente usado como agente hipocolesterolémico em
doengas cardiovasculares. Recentemente, tem sido investigado seu efeito anti-inflamatorio,
demonstrando-se promissora para o tratamento de feridas, pois minimiza os sintomas
comuns da inflamagao, como calor, rubor e dor (AL-GHOUL et al., 2014; YASASVINI et
al., 2017).

Importante destacar que a maioria dos curativos disponiveis no mercado atual sdo
produzidos com uma camada unica (WANG et al., 2017), porém um curativo em
multicamadas pode oferecer uma importante alternativa, pois possibilita modular a
liberacdo do farmaco, controlando sua taxa de difusdo através do curativo (THU;
ZULFAKAR; NG, 2012; MAVER et al., 2017). Também importante produzir, além de
curativos densos (utilizando secagem por conveccao), curativos com estrutura porosa, pois
essas caracteristicas morfologicas podem resultar em modificagdo favoravel das
caracteristicas dos curativos, como permeacdo de vapor, troca de gases e liberacdo do
composto ativo (LARANJEIRA; FAVERE, 2009). Para isso a liofilizagdo é um método
eficiente de secagem capaz de produzir membranas interligadas altamente porosas
(RAHMANI DEL BAKHSHAYESH et al., 2018). Dessa forma, ¢ possivel produzir
curativos bioativos multicamadas, por meio de multiplas e diferentes barreiras poliméricas,
criadas variando-se parametros quimicos e fisicos.

Portanto, propde-se produzir membranas em mono e bicamadas sobrepostas,
densas e porosas, utilizando alginato e quitosana incorporadas com sinvastatina, para
estudar suas propriedades fisico-quimicas e taxa de liberagdo do farmaco, a fim de serem

usadas como potencial curativo para o tratamento de feridas da pele.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Esse trabalho teve como objetivo principal desenvolver membranas em mono e
bicamada de alginato/quitosana para liberagdo controlada de sinvastatina, visando sua

aplicacdo como curativos bioativos para uma variedade de feridas.

2.2 Objetivos especificos

» Desenvolver cinco tipos de membrana: uma em monocamada e quatro em bicamada,
variando o polimero (alginato ou quitosana) ¢ o processo de secagem (liofilizagao

ou convecgao).

» Determinar as propriedades fisico-quimicas, térmicas, morfoldgicas e mecanicas.

» Determinar o perfil de liberagdo da sinvastatina nas membranas, utilizando células
de difusdo de Franz e a incorporagdo por meio do estudo do teste de prateleira,

uniformidade na incorporagdo e perda do firmaco pds lavagem.

» Determinar a uniformidade da sinvastatina incorporada nas membranas bem como

o perfil de liberagao do farmaco e de estocagem.

> Estabelecer as propriedades bacterianas da camada de quitosana em bactérias gram-

positivas e gram-negativas.

» Definir o perfil de toxicidade in vitro das membranas, utilizando linhagem de

células estratégicas para aplicagdo como curativo de pele.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Curativos e feridas na pele

Ferida é qualquer ruptura superficial ou profunda na integridade da pele. Dessa
forma pode ser causada por diversos fatores externos (relacionados a traumas ou cirurgias)
ou internos (relacionadas a doencas facilitadoras ou causadoras do ferimento), por isso na
pratica clinica sdo encontradas variadas etiologias, como: queimaduras, traumatismos,
ulcera vascular (venosa, arterial ou mista), Glceras por pressao, feridas exsudativas, feridas
infeccionadas e feridas infectocontagiosas (erisipela, leishmaniose, tuberculose). Elas
podem ser classificadas tanto quanto a complexidade (simples ou complexas), quanto ao
tempo de cicatrizacdo (agudas ou crénicas) (OLIVEIRA, 2019).

As simples sdo aquelas que cicatrizam espontaneamente de acordo com o tempo
previsto para o tipo e extensdo da lesdo, seguindo os principais estagios da cicatrizacao
fisiologica de maneira ordenada. J& as complexas sao lesbes que necessitam de orientacao
especializada para um tratamento efetivo, pois tém seu processo de evolugdo natural
alterado, representando assim uma ameaca a viabilidade de um membro. Séo feridas
extensas, profundas e/ou que reabrem recorrentemente (FERREIRA et al., 2006).

As feridas agudas séo lesfes que possuem uma reparagdo no tempo adequado, sem
complicacdes, diferente das crdnicas que apresentam um tempo de cicatrizagdo maior que
o0 esperado e podem, inclusive, ndo cicatrizar, caso a causa da ferida ndo seja tratada e/ou
ndo seja utilizado um curativo adequado (OLIVEIRA, 2019).

Os curativos podem ser definidos como uma ferramenta terapéutica que favorece o
processo de cicatrizacdo de uma ferida, a partir de uma atuagdo local sobre o tecido
lesionado, correspondendo assim a um conjunto de procedimentos, como: limpeza,
cobertura da ferida, absor¢ao/drenagem de exsudatos (SMANIOTTO et al., 2012).

Os mais aplicados por profissionais de satde s&o os curativos tradicionais (algodao,
gazes, bandagens naturais ou sintéticas). Amplamente disponiveis, sua funcéo ¢ efetuar a
absorcéo de exsudatos e impedir o contato com agentes externos. Entretanto, os curativos
tradicionais precisam ser removidos com frequéncia, causando dores e desconforto. Estes

curativos também néo séo capazes de manter as condi¢fes necessarias para cicatrizacao,
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como: alta umidade e ventilagdo. Dessa forma para o tratamento de feridas cronicas, estes
curativos apresentam desempenho pouco satisfatorio (REZVANIAN; MOHD AMIN; NG,
2016).

Frente a tal insuficiéncia de desempenho, hd um crescente nivel de interesse no
desenvolvimento e sofisticacdo de curativos. Numerosas publicacfes nesta area revelam
uma variedade de novas pesquisas que buscam um curativo que protejam a regido
lesionada, mas com um micro-ambiente imido e que possua transporte adequado de gases
e fluidos, controlando as condigdes fisioldgicas, proporcionando uma menor possibilidade
de infeccdo e provendo o isolamento térmico, para assim promover a restauracao tecidual
(BOATENG et al., 2008). Na Tabela 1 tem-se um resumo das caracteristicas que devem

ser consideradas para promover as condigdes ideais em um curativo.

Tabela 1 - Caracteristicas que devem ser consideradas para promover as condi¢des ideais

em um curativo

N&o necessitar de trocas frequentes
Promover um ambiente imido para auxiliar na cicatrizacdo
Promover a angiogénese (sintese de vasos sanguineos)
Ser livre de substancias toxicas e irritantes
Oferecer protecdo mecanica e contra a entrada de microrganismos
Absorver 0 excesso de exsudato e proteger do excesso de umidade
Ser de baixo custo
Ter aderéncia ndo excessiva a fim de facilitar sua remocao
N&o incomodar o paciente
Né&o provocar dor quando aplicado ou removido
Moldar-se a regido da ferida
Ser resistente a dgua e facilmente removivel
Permitir trocas gasosas
N&o liberar particulas ou fibras ndo biodegradaveis na ferida
Manter na ferida a temperatura adequada
Aumentar a migracéo epitelial
Possibilitar a liberacdo de compostos bioativos
Auxiliar na sintese de tecidos conectivos
Fonte: adaptado de Boateng et al. (2008).

Duas alternativas para o desenvolvimento de curativos com estas caracteristicas €
a utilizacdo de membranas porosas e/ou produzidas a base de polimeros naturais.

Membranas porosas sdo aquelas que possuem uma alta porosidade em sua configuragéo,
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facilitando assim o transporte de nutrientes entre os poros e auxiliando na migragéo e
crescimento celular. Esta configuracao apresenta uma estrutura tridimensional com grande
area superficial (em relacdo a uma membrana densa) que é vantajosa, pois resulta em uma
maior adesdo na pele (ARMENTADO et al., 2011). Em relacéo a utilizagdo de polimeros
naturais se destacam o alginato e a quitosana, pois sdo atoxicos e biocompativeis,
apresentando propriedades cicatrizantes ideais para o preparo de membranas curativas.
Sendo indicados como materiais adequados para utilizagdo como curativo pela ANVISA
(ANVISA, 2017; CRUZ, 2011).

3.2 Alginato

O alginato um ¢é polissacarideo natural linear composto por duas diferentes
unidades de repeticéo, (1,4)-o-L-guluronato (unidade G) e (1,4)-B-D-manuronato (unidade
M), em variadas proporcGes e arranjos sequenciais (PAWAR; EDGAR, 2012). Os
alginatos comerciais podem ser extraidos principalmente de trés espécies de algas marrons:
Laminaria hyperborean, Ascophyllumnodosum e Macrocystispyrifera, nas quais o alginato
compreende até 40% do seu peso seco (GEORGE; ABRAHAM, 2006; SANKALIA et al.,
2007).

Uma forma de melhorar as propriedades gelificantes do alginato é pelo processo de
reticulacdo pela ligacdo cooperativa de cations divalentes com os blocos homopoliméricos
dos residuos do guluronato, os blocos G (DONG et al., 2006). Dentre os cétions bivalentes
0s mais utilizados sdo: célcio, magnésio, estroncio e bario, sendo mais comumente
empregado o célcio. Os ions Ca?* localizam-se nas cavidades eletronegativas e as
interacdes idnicas entre os blocos de guluronato e os fons Ca?*, formando assim um gel
termoestavel resistente (RODRIGUES, 2004). A Figura 1 mostra a formula molecular do

alginato.
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Figura 1 - Formula estrutural do alginato. G representa os copolimeros lineares de a-L-
guluronato e M, os copolimeros de a-D-manuronato.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Dentre as principais propriedades do alginato, destacam-se sua biocompatibilidade,
ndo toxicidade e baixo custo (LEE; MOONEY, 2012), podendo ser utilizado em varias
aplicacGes médicas, como: prevencao de refluxo gastrico, impressao dentéaria, biocurativos
e sistemas de liberacdo controlada (VARAPRASAD et al., 2020).

No que diz respeito a sua utilizagdo como biocurativo, por volta da década de 80,
as fibras de alginato comecaram a ser utilizadas para esse fim. Quando o alginato de célcio,
insolGvel em &gua, é colocado em contato com feridas com exsudato, parte dos ions calcio
séo trocados pelos ions sodio dos fluidos corpéreos (FAN et al., 2016). A lenta converséao
do alginato de célcio em alginato de sddio promove intensa absor¢do do exsudato da lesao,
auxiliando na manutengdo da umidade no leito da ferida.

Os curativos contendo alginato possuem capacidade de ativacdo de macrofagos e
geram sinais pro-inflamatorios, indicativos do processo de cicatrizagdo, conduzindo a
rapida granulacéo e reeptelizacdo do tecido. A Tabela 2 lista alguns dos curativos de

alginato disponiveis comercialmente.
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Tabela 2 — Curativos de alginato disponiveis comercialmente.

Nome Fabricante
Algiderm® Bard
Algikura Cremer
AlgiSite® Smith & Nephew
Algosteril® Systagenix
Aquacel ConvaTec
Biatain Coloplast
Kalginate® DeRoyal Industries
Kaltostat® ConvaTec
Kendall Covidien
Maxorb® Extra Medline Industries
Nu-Derm® Johnson & Johnson
PhytaCare® Curafarm
Restore® Hollister
SeaSorb® Coloplast Sween
Silvercare Vita Medical
Sorbsan® uUDL
Tegagen HG® 3M Health Care

Fonte: elaborado pelo autor

3.3 Quitosana

A quitosana é um polimero natural derivado da quitina (o segundo mais abundante
encontrado na natureza, ficando atras apenas da celulose), constituida de uma sequéncia
linear de agucares monoméricos [B-(1-4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose  (N-
acetilglicosamina) (CHOI et al., 2016). A quitina é o principal constituinte de carapacas de
crustaceos, para sua obtencdo é necessario, primeiramente, a separacdo dos outros
componentes dessa carapaga por processos quimicos que envolve as seguintes etapas:
desmineralizagdo, desproteinizacdo e descoloragdo. Apds esses processos, a quitina obtida
contém grupos acetil, os quais sdo removidos por desacetilacdo, utilizando solugéo
concentrada de NaOH para obtencéo da quitosana (YAMAURA, 2022). A Figura 2 mostra

a formula molecular da quitina e da quitosana.
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Figura 2 - Formula estrutural da quitina e da quitosana

Quitosana

Fonte: elaborado pelo autor.

A quitosana possui uma grande importancia econémica e ambiental, pois é um
produto de origem natural, renovavel, biodegradavel e sua matéria-prima € proveniente de
residuos abundantes e rejeitados pela industria pesqueira. A utilizacdo da quitosana em
diversos campos de pesquisa tem contribuido de forma consideravel para a reducdo do
impacto ambiental causado pelo acimulo dos residuos da pesca nos locais onde estes sdo
gerados e/ou estocados (YAMAURA, 2022).

Dentre as principais propriedades da quitosana, destacam-se sua bioadesividade,
biocompatibilidade, acdo antimicrobiana e proliferagéo celular (CLASEN et al., 2006;
ALEMDAROGLU et al., 2006). A quitosana pode ser utilizada em varias aplicacdes
médicas, como: medicamentos oculares topicos, lentes de contato, injecdes intra-
articulares, sistemas de liberacdo controlada e curativos (PELLA et al., 2018; BUTOLA,
2018). Importante destacar que membranas de quitosana sdo capazes de apresentar
excelente permeabilidade ao oxigénio, controlar a perda de agua por evaporacdo e
promover a drenagem de exsudato das lesdes, influenciando em todos os estagios de
cicatrizacdo do tecido, como: inflamacdo, coagulagdo, sintese e deposicdo de matriz
celular, angiogénese, fibroplasia, epitelizacao, contracéo e remodelagem (Ml et al., 2001).

A quitosana possui 0 maior carater cationico dentre os polimeros naturais, por esse
motivo é amplamente utilizada em aplica¢Bes que envolvem a formacdo de complexos

polieletrolitos com polimeros aniénicos. Assim quando em contato com o alginato pode
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formar nos pontos de interacdo entre os polimeros forgas de atracdo eletrostatica entre 0s
grupos carboxila do alginato (anidnicos) e grupos amina da quitosana (catibnicos)
(BAKSHI et al., 2020), conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 - Representacao esquematica da formagao dos complexos polieletrolitos (PEC),

entre as cadeias de alginato e quitosana.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Quando incorporado algum principio ativo, como um farmaco, no alginato ou na
quitosana, os complexos polieletrélitos formados ajudam a controlar a liberacdo desse
principio ativo (YAN et al., 2000). A incorporagdo de farmacos em matrizes poliméricas
contribui para uma maior intera¢do com a lesdo, pois resulta em uma ou mais fungdes ativas
que melhoram a cicatrizagdo, resultando nos chamados curativos bioativos, capazes de
realizar a liberagdo de farmacos. Numerosos curativos bioativos sao descritos na literatura,
a Tabela 3 mostra trabalhos que utilizaram matrizes poliméricas para liberagao

transdérmica de principios ativos.
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Tabela 3 — Trabalhos que utilizaram matrizes poliméricas para liberagdo transdérmica

de principio ativo.

Autores/Ano

Matriz polimérica/Principio ativo

Jian et al., 2012

Galactomanana e goma xantana/Teofilina

Thu, Zulfakar e Ng, 2012

Alginato/lbuprofeno

Boateng, Pawar e Tetteh,
2013

Oxido de polietileno (Polyox) e carragenina/
estreptomicina e diclofenaco

Thu, Zulfakar e Ng, 2013

Alginato/lbuprofeno

Ng e Tan, 2015

Alginato /Hidroxitirosol

Baptista et al., 2016

O poli &lcool vinilico (PVA)/Sinvastatina

Rezvanian, Amin e Ng, 2016
Maver et al., 2017

Yasasvini et al., 2017
Han, Yu e Wang, 2018

Ghosal ef al., 2019
Okur et al., 2019
Monteiro et al., 2020
Kiti e Suwantong, 2020

Rezvanian, Amin e Ng, 2021

Alginato/Sinvastatina

Tereftalato de polietileno (PET), alginato e
viscose/Lidocaina e diclofenaco
Quitosana e alcool polivinilico
(PVA)/Simvastatina
Alginato e carboximetilcelulose/Oleo essencial de
canela
Alginato/Diclofenaco

Quitosana, alginato e carbopol/Mupirocina
Alginato/Sinvastatina

Alginato e Quitosana/Complexo de incluséo
Curcumina-R-Ciclodextrina
Alginato e pectina/Sinvastatina

Fonte: elaborado pelo autor

3.4 Estatinas e sinvastatina

As estatinas sdo farmacos muito utilizados para a reducdo de niveis elevados de
colesterol plasmatico devido a eficiéncia do seu tratamento na diminuicdo da taxa de
incidéncia de doengas corondrias, englobando um amplo grupo de risco (ALAM et al. 2009;
GARIP et al., 2010). Os agentes mais consumidos e estudados dessa familia sdo:
atorvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina (CARVALHO;

CAMPO, 2007).
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As estatinas possuem em geral um anel haxaidronaftlénico ligado a um éster
metilbutirato, um hidroxiacido que forma um anel lactonico e sdo inibidores competitivos
da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A (HMG-CoA) redutase, enzima essa que catalisa a
conversao do HMG-CoA a mevalonato (ALAM et al. 2009; GARIP et al., 2010). As
principais estatinas podem ser divididas em sintéticas: atorvastatina e rosuvastatina; estas
sdo hidrossoluveis, a atorvastatina por causa do seu grupo hidroxi polar e a rosuvastatina
devido ao grupo metano sulfonamida (BASTARDA et al., 2005). Ou naturais, isolados a
partir do metabolismo de fungos: atorvastatina, lovastatina e sinvastatina; estas sdo
lipossoluveis. A hidrofilicidade influi no potencial da estatina em passar pelas membranas
celulares por difusdo passiva (FONSECA, 2005), de modo que as estatinas hidrofilicas
necessitam de moléculas ligantes para cruzar as membranas celulares, enquanto as
lipofilicas entram facilmente nas células.

Carvalho e Campo (2007) descrevem que as estatinas agem no tratamento das
disfungdes do colesterol inibindo a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-
CoA) redutase de catalisar a conversao do HMG-CoA em mevalonato (o precursor do
colesterol). Por se assemelharem ao substrato que a enzima HMG-CoA redutase se ligam,
as estatinas competem pelas moléculas da enzima, reduzindo assim a quantidade de HMG-
CoA redutase que se unird com seu substrato para a geracao do colesterol. Assim impedem
a sintese do colesterol endogénico, ampliando nos hepatdcitos a expressdao dos receptores
para LDL e proporcionando uma maior captagao das lipoproteinas circulares.

Os mesmos autores destacam que em relacio ao modo de administracdo, a
atorvastatina, pravastatina e a rosuvastatina sdo ministradas em suas formas ativas, os
hidroxiacidos, responsaveis por diminuirem o colesterol plasmatico. Enquanto que a
lovastatina e a sinvastatina sao pro-farmacos, pois sao ministradas na forma inativa, lactona,
e se ativardo apos a hidrolisa¢do no figado, a um B-hidroxiacido (metabolito ativo). Essa
ministragdo de forma inativa confere a sinvastatina e a lovastatina uma maior seletividade
pelo figado que as estaninas ministradas de forma ativa. A Figura 4 mostra a forma ativa
da atorvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina, destacando a

similaridade com o mevalonato.



Figura 4 - Formas ativas da atorvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina e

sinvastatina, destacando a similaridade com o mevalonato.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A inibicdo da HMG-CoA redutase, realizada pelas estatinas, pode levar a uma série
de outras agdes farmacolodgicas, os chamados efeitos pleiotrdpicos, como: melhoria da
disfungdo endotelial mediada por 6xido nitrico, estimulo de formacao Ossea, efeitos
antioxidantes, protecdo contra eventos oxidativos nas lipoproteinas de baixa densidade,
propriedades anti-inflamatorias, inibi¢do da proliferacdo celular com agdes
anticarcinogénicas, estabilizagdo de placas aterosclerdticas, efeitos anticoagulantes,
inibicao da rejeicao de enxertos apos transplante de coragdo e rim, modificagdo da resposta
imune em diversos niveis e o estimulo da reendotelializagao. (FUKUI et al., 2012; LEE et
al.,2010; SUTHANTHIRAN; PRADEEP et al.,2012; PRADEEP et al 2010; NASSAR et
al., 2010; HO et al., 2009; WU et al., 2008; FOLLI et al. ,2008; LEE et al., 2008).

Estudos recentes tém procurado entender melhor como ocorre a acgdo anti-
inflamatéria de uma das principais estatinas: a sinvastatina, mesmo nao sendo

completamente entendida, os estudos demonstram que a sinvastatina (de maneira
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independente de sua atividade hipocolesterolémica) inibe uma variedade de substancias
inflamatorias. Devaraj et al. (2006) descreve que o efeito anti-inflamatorio esta relacionado
com a capacidade de diminuicdo de alguns pardmetros inflamatérios, como: Proteina C-
Reativa (PCR) e citocinas inflamatorias, dentre elas a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral (TNF-a). Adami et al. (2012) observaram uma reducdo na inflamacéo
devido a inibicdo da migracdo de células trans-endoteliais de leucdocitos, resultado da
reducdo da expressdo de moléculas de adesao (ICAM-1).

A sinvastatina (1S,3R,7S,8S,8aR)-8-{2-[(2R,4R)-4-hidroxi-6-oxotetraidro-2H-
piran-2-il]etil}-3,7-dimetil-1,2,3,7,8,8a-hexaidronaftalen-1-il,2,2-dimetilbutanoato) ¢ uma
estatina derivada da lovastatina, produto da fermentagdo do fungo Aspergillius terreus,
sendo sua formula estrutural apresentada na Figura 5. Esse fairmaco se trata de um po
branco, cristalino, ndo higroscopico. Além disso, contém uma massa molar de 418,56
g/mol, ponto de fusdo na faixa de 135 a 138°C, temperatura de transi¢ao de vidro de 25°C
e pka =4,18, insoltvel em agua (30 ng/mL) (MURTAZA, 2012). Soltivel em cloroférmio,

metanol, etanol, polietilenoglicol e hidroxido de sodio.

Figura 5 — Formula estrutural da sinvastatina
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Fonte: Murtaza (2012).

E a estatina mais prescrita no Brasil, possui meia-vida biolégica de 3 horas e
biodisponibilidade de 5%, indicando metabolismo extenso de primeira passagem no figado,
sendo bem absorvida a partir do trato gastrointestinal. Oferece boa seguranca, apesar dos

poucos casos relatados sobre sua superdosagem, a dose maxima ingerida foi de 3,6 g.
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Mesmo com essa dosagem, todos os pacientes se recuperaram sem maiores complicagdes
(INFOMED, 2020).

Porém seu uso local para efeito anti-inflamatério ¢ dificultado pelo fato da
sinvastatina ser disponibilizada no mercado apenas em cépsulas e comprimidos (ainda ndo
se produz comercialmente a sinvastatina para uso dermatoldgico local). Diversos estudos
descrevem acao anti-inflamatdria da sinvastatina. Musial et al. (2001) estudaram os efeitos
anti-inflamatorios da sinvastatina em individuos com hipercolesterolemia, nele os autores
observaram uma reducao da PCR e TNF-a em todos os individuos estudados e que os niveis
de IL-6 foram reduzidos em individuos com hipercolesterolemia acentuada.

Adami et al. (2012) produziram uma pomada de sinvastatina 1%, capaz de reduzir
o edema na orelha de ratos Wistar e a andlise histologica revelou migragdo leucocitaria,
uma reducdo no inchago e na espessura epidérmica. Ja Al-Ghoul ef al. (2017) estudaram
os efeitos terapéuticos contra inflamagao e vazamento precoces da mucosa intestinal pos-
queimadura em camundongos. Os resultados revelaram efeitos protetores terapéuticos
comparaveis a melatonina, contra o estresse oxidativo da mucosa intestinal ¢ contra o
vazamento transepitelial do intestino avaliado no ileo e no colon.

Rezvanian, Amin e Ng (2021) confirmaram as propriedades anti-inflamatdria da
sinvastatina a partir da incorporacdo em um filme de hidrogel contendo alginato de sddio
e pectina, investigando a eficicia em ferida diabética tipo I em ratos Wistar. A analise
histologica revelou uma reepitelizacao aprimorada e deposicao de colageno. Além disso,

os resultados mostraram uma taxa melhorada de sintese de coldgeno e angiogénese.

3.6 Liberacao controlada de firmacos

Os curativos bioativos sdo projetados para, além de proteger, interagir com o
ferimento, controlando a liberacdo do ativo. Desse modo ¢ possivel manter niveis de
concentracoes adequados. Isso significa que evita a alta (toxica) ou a baixa (sub-terapéutica)
concentracao do farmaco no organismo, mas o mantém no nivel terapéutico (BOATENG;
CATANZANO, 2015). A Figura 6 representa a concentragdo plasmatica em funcdo do

tempo de administragdo de um sistema de liberacdo convencional e controlada de farmaco.
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Figura 6 - Representacao da concentracao plasmatica em fungao do tempo de
administracao de um sistema de liberacao convencional e controlada de farmaco.
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Fonte: Adaptado de Misal, Atish e Aqueel (2013).

O controle do sistema de liberacdo do principio ativo em uma matriz polimérica
pode ser feito por difusdo, intumescimento e/ou erosdo. No mecanismo de difusdo, a
liberacdo pode acontecer entre as cadeias do polimero ou através dos poros da matriz
(MASOOD, 2007).

Nos controlados por intumescimento ocorre a hidratacdo da matriz polimérica,
resultando em um intumescimento/relaxamento das cadeias, formando assim uma camada
gelatinosa do polimero (estado maledvel) que por sua vez liberam o farmaco. Também
pode ocorrer uma erosdo fisica, pois a penetracdo da agua faz com que as cadeias do
polimero se afastem (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Ja nos sistemas controlados por erosdo quimica, 0 material em contato com 0s
fluidos aquosos sofre hidrélise da cadeia principal. Assim o perfil de liberacdo do farmaco
depende da natureza desse farmaco (hidrofilico/hidrofobico), taxa de degradacdo do
polimero, permeabilidade e interacdo  farmaco-matriz  polimérica  (LAO;
VENKATRAMAN; PEPPAS, 2008). A Figura 7 mostra os sistemas de liberacdo do

principio ativo em uma matriz polimérica.
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Figura 7 - Sistemas de liberacdo do principio ativo em uma matriz polimérica.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Apesar da quantidade e complexidade dos fendmenos envolvidos nos sistemas de
liberagdo do principio ativo em uma matriz, podem ser utilizados modelos cinéticos
tedricos para predizer o comportamento mais proximo do que seria observado em estudos
de biodisponibilidade in vivo (PEPPAS; NARASIMHAN, 2014). Os modelos mais
aplicados em publicagdes cientificas para descrever a cinética e auxiliar no entendimento
do mecanismo de liberacdo sdo os modelos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas.

O modelo de Higuchi ¢ aplicado em diversos sistemas de liberagdo de principio
ativo hidrossoluvel e pouco soluvel. Descreve o perfil de liberagdo em matrizes solidas
e/ou semi-solidas, assumindo que elas ndo sofrem alteracdes estruturais significativas
quando na presenca de dgua. Assim a liberagdo do fA&rmaco acontece por entre os poros do
material com um fluxo de difusao proporcional ao gradiente de concentragdo presente entre
dois lados da superficie (lei de Fick), desse modo este modelo pode ser empregado para
descrever sistemas transdérmicos (DASH et al., 2010).

No entanto quando ocorre mais de um mecanismo de liberagdo, como difusdo e

intumescimento da matriz, a utilizagdo da equacdo de Higuchi pode nao ser adequada
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(CACCAVO, 2019). Uma alternativa ¢ o modelo de Korsmeyer-Peppas, conhecida por lei
de poténcia, ¢ empregado quando prevalece no mecanismo tanto o transporte Fickiano
(difusdo do farmaco) quanto o ndao Fickiano (relaxamento das cadeias poliméricas)
(SACCHETIN et al., 2016). As fungdes que descrevem os modelos de Higuchi e

Korsmeyer-Peppas estdo representadas nas equagdes 1 e 2, respectivamente.

1
Q = Kyt2 (Equagao 1)
Al:l—t = Kpt" (Equagéo 2)

Onde Q ¢ a quantidade final de farmaco liberada; My/M.. ¢ a fragdo de liberacao do
farmaco no tempo t (h); Ku e Kp sdo as respectivas constantes cinéticas e n ¢ o pardmetro
que caracteriza o mecanismo de difusdo, a Tabela 4 mostra as informagdes para
interpretagdo dos valores de n. Destacando que Korsmeyer-Peppas s6 deve ser usado
quando M¢/M«<0,6 devido as condigdes de contorno. (NEMATPOURA et al., 2020; WUA
et al., 2020).

Tabela 4 - Interpretagdo dos mecanismos de liberagdo por difusdo.

Expoente de Liberacao (n)
Estrutura Estrutura Estrutura ~ Mecanismos de transporte do

Plana Cilindrica Esférica farmaco
n<0,5 n<0,45 n<0,43 Difuséo quase Fickiana
Mecanismo de Difusao

n=0,5 n=0,45 n=0,43 Fickiano

Difusdo andmala (Nao
0,5<n< 045<n< 043<n< Fickiana)—tanto de difuséo e
1 0,89 0,85 relaxamento (eroséo)
Caso 2 — Transporte
n=1 n=0,89 n=0,85 (liberacdo de ordem zero)
Super caso 2 — Transporte
n>1 n > 0,89 n > 0,85 (relaxacdo)
Fonte: Dash et al. (2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

As membranas foram produzidas usando alginato de s6dio (90874, Dinamica,
Brasil), quitosana de baixo peso molecular (448869, lote STBG5431 V, Sigma-Aldrich,
EUA), etanol (03467, lote 53522, Neon, Brasil), glicerol (V000123, Sigma-Aldrich, EUA)
como plastificante, cloreto de calcio di-hidratado (CaCl>.2H>O) (C8103, lote DCBC6675
V, Sigma-Aldrich, EUA) como agente de reticulacdao e sinvastatina (PHR1438, Sigma-
Aldrich, EUA) como um bioativo para melhorar as propriedades de cicatrizacdo de feridas
das membranas. Todos os reagentes de grau analitico foram utilizados sem purificagdo

adicional, conforme recebido do fornecedor.

4.2 Preparaciao da membrana de alginato em monocamada densa (MMAD)

Para a produg¢@o da membrana em monocamada densa (MMAD) foi utilizado uma
adaptacao do trabalho de Ghosal et al. (2019), em que se misturou uma solugdo 5% (m/v)
de alginato e 0,5% (v/v) de glicerol até a completa homogeneizagao. A baixa concentragdo
de glicerol foi usada para evitar a solubilizag¢@o do filme em dgua. Em seguida, realizou-se
uma pré-reticulacdo com adicao gradativa de 40 mg de CaCl>.2H>O por 30 minutos a 900
rpm. 25 g dessa solucdo foram transferidas para placa de Petri (9 cm de diametro) e
colocada em uma estufa a 40 °C por 10 horas (primeira secagem), formando uma
membrana densa. Depois, a membrana foi reticulada por imersdo durante 20 minutos em
uma solu¢do aquosa de 4 % (m/v) de CaCl».2H>0, lavada para retirada dos ions calcio ndo

reticulado e seca por 10 h a 40 °C (segunda secagem), obtendo por fim a MMAD.

4.3 Preparacao da camada inferior de alginato densa (CAD) e da membrana em

bicamada de alginato densa (MBAD)

Para a produg¢do da membrana em bicamada de alginato densa (MBAD) foi
realizado, inicialmente, 0 mesmo procedimento do filme em monocamada, porém, apos a

primeira secagem, adicionou-se sobre a membrana seca 25 g de uma solucao 5% (m/v) de
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alginato e 0,5% (v/v) de glicerol pré-reticulado pela adicdo gradativa de 20 mg de
CaCl».2H>0O. Formando sobre a membrana seca uma camada que, posteriormente, se
tornara a camada inferior. Apds a adi¢do, a membrana com o gel sobreposto foi colocada
pra secar na estufa a 40 °C por 10 horas (primeira secagem), formando sobre a membrana
a camada inferior de alginato densa (CAD). Essa membrana em bicamada foi entdo
reticulada por imersdo durante 20 minutos em uma solucdo aquosa de 4% (m/v) de
CaCl».2H>0O. Em seguida, foi realizada a lavagem e seca por 10 horas a 40 °C (segunda
secagem), obtendo por fim a MBAD.

Bierhalz et al., (2013) estudaram a reticulacdo de alginato em dois estagios: o
primeiro envolveu uma adi¢do de, aproximadamente, 8 mg de cloreto de célcio em 400 mL
de solucdo de alginato (1,5 g/100 ml) € 0,6 g de glicerol, formando uma solu¢ao homogénea.
A segunda etapa envolveu a imersdo total dos filmes de alginato em 50 mL de solugdo
aquosa de cloreto de calcio a 1,2% (m/v). No presente trabalho, também foi utilizado baixas
concentragdes de calcio (40 e 20 mg de CaCl2-2H>0) no primeiro estagio para se obter uma
solugdo pouco viscosa capaz de produzir as membranas, pois um menor grau de reticulacao
¢ favoravel devido a rapida interagdo calcio-alginato. No segundo processo, para melhor
difusdo através da interface da membrana, foi embebida com alta concentragdo de

CaCl2-2H20 de 4% (m/v) por 20 minutos.

4.4 Preparac¢io da camada inferior de alginato porosa (CAP) e da membrana em

bicamada de alginato porosa (MBAP)

Para a producdo da membrana em bicamada de alginato porosa (MBAP) foi
realizado inicialmente o0 mesmo procedimento da membrana em monocamada. Em seguida,
adicionou-se sobre a membrana seca 25 g de uma solucdo 5% (m/v) de alginato e 0,5%
(v/v) de glicerol pré-reticulado pela adicdo gradativa de 20 mg de CaCl,.2H>O (camada
inferior). Apos a adicao, o filme com o gel sobreposto foi congelado a -18 °C por 24 horas
em um ultra-freezer e entdo liofilizado sob temperatura de -47 °C e pressdo inferior a 100
mmHg em um liofilizador (LIOTOP, L202) por 48 horas (primeira secagem), formando
sobre a membrana a camada inferior de alginato porosa (CAP). A membrana em bicamada

foi entdo reticulada por imersao durante 20 minutos em uma solugdo aquosa de 4 % (m/v)
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de CaCl>.2H>0. Em seguida, foi realizada a lavagem e novamente congelado a -18 °C por
24 horas em um ultra-freezer e liofilizado sob temperatura de -47 °C e pressao inferior a
100 mmHg por 48horas (segunda secagem), obtendo por fim a MBAP. O congelamento
seguido de liofilizagdo antes e apds a reticulacdo também foi realizado por Cruz et. al.
(2016), pois a liofilizacao anterior ¢ necessaria para a formagdo da membrana porosa, ja a

posterior para manutencao desses poros.

4.5 Preparaciao da camada inferior de quitosana densa (CQD) e da membrana em

bicamada de quitosana densa (MBQD)

Para a producdo da membrana em bicamada com a camada inferior de quitosana
densa (MBQD) foi utilizado uma adaptagdo do trabalho de Kiti e Suwantong, (2020), em
que se misturou uma solugdo 2% (m/v) de quitosana dissolvida em 4cido acético (1% v /
v) e 0,5% (v/v) de glicerol até a completa homogeneizagdo, depois foram adicionados 5
mL de uma solugdo de NaOH 1,0 mol/L, visando ajustar o pH para o valor de 5,8. Esse
ajuste de pH foi realizado com o intuito de produzir um curativo em bicamada com
interacdo na interse¢do entre as camadas de alginato (camada superior) e quitosana
(camada inferior) pois com o pH acima de 5,3 evita-se que a quitosana se dissolva nos
processos de reticulacdo e lavagem, porém, menor que 6,3 para que se possa fazer uma
solucdo filmogénica com a quitosana (SANTOS, 2006). Entao 25 g dessa solugdo foram
transferidas sobre a membrana de alginato seca e colocada em uma estufa a 40 °C por 10
h (primeira secagem), formando sobre a membrana a camada inferior de quitosana densa
(CQD). A membrana em bicamada foi entdo reticulada por imersao durante 20 min em uma
solucdo aquosa de 4 % (m/v) de CaCl,.2H>0O. Em seguida, foi realizada a lavagem e seco

por 24 h a 40 ° C (segunda secagem), obtendo por fim a MBQD.
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4.6 Preparaciao da camada inferior de quitosana porosa (CQP) e da membrana em

bicamada de quitosana porosa (MBQP)

Para a producdo da membrana em bicamada com a camada inferior de quitosana
porosa (MBQP) foi realizado inicialmente o mesmo procedimento da membrana em
monocamada. Em seguida, adicionou-se sobre a membrana seca 25 g de uma solucdo 2%
(m/v) de quitosana dissolvida em acido acético (1% v/v) e 0,5% (v/v) de glicerol, com pH
corrigido com NaOH para 5,8. Apds a adicdo, o filme com o gel sobreposto foi congelado
a -18 °C por 24 horas em um ultra freezer e entdo liofilizado sob temperatura de -47 °C e
pressdo inferior a 100 mmHg em um liofilizador (LIOTOP, L202) por 48 horas (primeira
secagem), formando sobre a membrana a camada inferior de quitosana porosa (CQP). A
membrana em bicamada foi entdo reticulada por imersdo durante 20 minutos em uma
solugcdo aquosa de 4 % (m/v) de CaCL.2H>O. Em seguida, foi realizada a lavagem e
novamente congelado a -18 °C por 24 horas em um ultra freezer e liofilizado sob
temperatura de -47 °C e pressao inferior a 100 mmHg por 48 horas (segunda secagem),

obtendo por fim a MBQP. A Figura 8 mostra a disposi¢do das camadas nas membranas.

Figura 8 — Disposi¢do das camadas nas membranas.
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40

4.7 Incorporacao de sinvastatina em membranas de alginato de camada unica

(MMAD-S) e bicamadas (MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S e MBQP+S)

Misturou-se 100 mg de sinvastatina previamente dissolvida em 5 ml de etanol

com a solucdo de alginato 5% (p/v) contendo glicerol 0,5% (v/v) até completa

homogeneizagao. A Figura 9 mostra o esquema de interagao entre alginato, ions calcio e

sinvastatina, onde podem ser observadas as ligacdes cruzadas entre o alginato e os ions

calcio, formando a estrutura denominada modelo “caixa de ovo”. Nao ha reagdo quimica

entre a sinvastatina e a matriz, o que auxilia na liberacdo do farmaco (Rezvanian;

Mohdamin; Ng, 2016). Apenas a camada superior das membranas de alginato de bicamada

continha o farmaco. A Figura 10 mostra o diagrama de produ¢do das membranas.

Figura 9 - Esquema de interacao entre alginato, ions célcio e sinvastatina
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Figura 10 - Fluxograma de producao das membranas
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4.8 Caracterizaciao das membranas

4.8.1 Peso e espessura

A metodologia para o estudo do peso e espessura foi adaptado do trabalho de Ghosal

et al. (2019). Foram cortadas das membranas amostras de 2 x 2 cm?, em seguida essas

amostras foram pesadas em uma balanca digital. A espessura das amostras foi determinada

usando um micrometro digital (Quantumike IP65, Mitutoyo, JP), com precisdo de 0,001

mm. O estudo do peso foi realizado em triplicata ¢ uma média de dez medi¢des para

espessura em pontos aleatorios em cada uma das cinco membranas e para cada camada

separadamente.
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4.8.2 Teor de umidade

O teor de umidade foi medido pelo método gravimétrico. As amostras (2 X 2 cm?)
foram aquecidas a 105 ° C e pesados a cada 10 minutos (em triplicata) até que o peso
permanecesse constante (GHOSAL et al., 2019). O estudo foi realizado em triplicata nas
cinco membranas ¢ para cada camada separadamente. A umidade foi calculada pela

seguinte equagao:

Peso inicial da membrana - Peso final da membrana

Teor de umidade (%) = ( )x 100

Peso inicial da membrana

(Equacao 3)
4.8.3 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento das amostras (2 x 2 cm?) foi calculado por imersio em
tampao tris (hidroximetil) aminometano (TRIS) 0,1 mol.L!, em pH 7 a 25 ° C. As amostras
secas foram pesadas no tempo zero, imersas em solugdo tampao e removidas em tempos
definidos (intervalos de 5, 15 e 30 min e a seguir em intervalos de 30 min até o equilibrio
do intumescimento) e pesadas novamente. O excesso de solu¢do tampao da amostra foi
removido usando papel absorvente por 40 s em cada lado da membrana. O estudo foi

realizado em triplicata nas cinco membranas e para cada camada separadamente.

Peso final da membrana - Peso inical da membrana

Grau de intumescimento(%) = ( )xlOO

Peso final da membrana

(Equagao 4)
4.8.4 Estabilidade em solucdo

A metodologia de estudo da Estabilidade em solucao foi adaptada de Straccia et al.
(2015) e Pereira et al. (2013). As amostras (2 x 2 cm?) foram imersas em tampao TRIS 0,1
mol.L!, pH 7,0 a 25 ° C por 96 h. Em seguida, as membranas foram removidas e pesadas

a cada hora para caracterizar sua estabilidade (ndo degrada¢do) ao longo do tempo. O
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estudo foi realizado em triplicata para as cinco membranas e¢ para cada camada

separadamente.
4.8.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas tanto
na superficie quanto na area da secdo transversal (obtida ap0s fratura criogénica utilizando
nitrogénio liquido). Antes das andlises, as membranas foram metalizadas com uma fina
camada de ouro sob atmosfera de argdnio por um Sputter Coater Polaron SC500 (FISONS
Instruments, Ipswich, UK). Em seguida, as imagens microscopicas foram obtidas em
Quanta FEG-250 (Thermo Scientific, Hillsboro, EUA), operando com 15 kV de aceleracao

de tensdo.
4.8.6 Taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (TPVA)

A Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) das membranas foi
determinada gravimetricamente de acordo com o método ASTM E96M-16, indicando a
quantidade de vapor que permeia através das membranas por 24 h. Células de permeagao
(didmetro: 24 mm; altura: 13,2 mm) contendo 2 ml de dgua deionizada, mantendo um
espacgo livre de 5,58 mm de altura dentro da célula. As membranas em forma de disco foram
seladas na parte superior das células e colocadas em um dessecador vertical ARSEC DCV-
040 com circulagdo de ar, contendo silica gel previamente seca a 105 © C por 24 h. As
células de permeagdo foram mantidas a 37 © C e 85% de umidade relativa controlada por
pelo menos 24 horas e pesadas oito vezes ao dia, pelo menos em intervalos de uma hora
(n=8). A TPVA foi calculada pela Equacdo 5. Essa metodologia foi baseada em Pereira et
al. (2013) e Singh e Singh (2012)

TPVA (g/m?. h) = -— (Equagdo 5)

onde W ¢ o peso da amostra (g), t € o tempo (24 h) e A ¢é a area transversal do filme exposto

(m?).
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4.8.7 Analise mecanica

As propriedades mecanicas foram determinadas em uma maquina universal de
ensaios (DL-3000, EMIC, Parana, BR) no modo tragdo. Cada membrana foi cortada em
forma retangular (9 x 80 mm) tipo IV, de acordo com ASTM D 638-98. A amostra foi fixada
nas extremidades das garras de fixacdo (GR019) e alinhada verticalmente. Cada amostra
foi esticada a uma velocidade de 100 mm'min' para atingir uma taxa de deformacio
constante. Os testes foram realizados a 25 °C. A tensdo (o) foi calculada por F/A, onde F ¢
a forca de carga em Newtons (N) e A ¢ a area da se¢do transversal medida através da largura
e espessura dos corpos de prova. A deformagao (€) foi calculada pela AL/Lo, onde Lo € o
comprimento inicial e AL é a variacdo do comprimento exercida a partir do ponto inicial.
O moddulo de tensdo foi calculado através da tensdo (MPa)/tensdo na regido linear do

grafico. Dez espécimes (n = 10) foram medidos para obter a média e o desvio padrao.

4.8.8 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier de refletincia

total atenuada (ATR-FTIR)

Para verificar a estrutura quimica e os grupos funcionais das membranas, as analises
de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier de refletancia total
atenuada (ATR-FTIR) foram realizadas em um espectrofotometro Cary 630, Agilent
Technologies. Foram analisados os espectros entre 4000 e 650 cm™ com resolugdo de 8 cm’

I (XIAO et al., 2014).

4.8.9 Analise termogravimétrica (TGA) e Calorimetria exploratoria diferencial
(DSC)

TGA e DSC foram usados para medir o comportamento da estabilidade térmica das
membranas. As medi¢gdes de TGA e DSC ocorreram em um analisador térmico simultaneo
(STA 449 F3, Jupiter), varrendo de 30 a 600 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min"!
sob uma atmosfera inerte (N2) a 40 mL.min"! vazdo em um cadinho de cerdmica de alumina

(NETZSCH). Uma panela vazia foi usada como referéncia
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4.8.10 Uniformidade na Incorporacio e Perda do farmaco pés lavagem

O método utilizado para estudo de uniformidade na Incorporacdo e Perda do
farmaco pos lavagem foi adaptado de Thu e Ng (2013) e Bavarsad et al. (2016). Trés
amostras (1 cm x 1 cm) foram cortadas nos pontos central, intermediario e proximo da
borda da membrana que continha o farmaco. Cada amostra foi medida embebendo-as em
20 mL de tampdo TRIS 0,1 mol.L! pH 7,0 contendo 20% de etanol a 37 °C e agitadas a
200 rpm. Ap6s 96 h (tempo para completa liberagdo do farmaco), a absorbancia da solug¢ao
foi determinada usando um espectrofotometro UV-vis (Shimadzu, Japao) no comprimento
de onda de 238 nm para sinvastatina. A concentragao real de sinvastatina no filme foi
calculada usando uma curva de concentracdo da sinvastatina. O teste foi realizado em

triplicata antes e apos a lavagem.

4.8.11 Teste de prateleira

A aparéncia fisica de cada membrana (cor e integridade) e o conteido de
sinvastatina (Equagdo 2) foram analisados em 15, 45, 90 e 180 dias a 25 £+ 2°C (umidade
relativa 60%). Para a andlise, amostras (1 cm x 1 cm) obtidas de cada membrana foram
imersas em 20 mL de tampao TRIS 0,1 mol.L! pH 7,0 contendo 20% de etanol a 37°C e
agitadas a 200 rpm. Apds 96 h, a deteccdo de sinvastatina na solugdo foi medida por
absorbancia em espectrofotometro UV-vis (Shimadzu, Japao) a 238 nm. Os experimentos
foram realizados em triplicata (n = 3) para cada tempo testado. Foi utilizado como conteudo

inicial na membrana a quantidade de sinvastatina encontrada no resultado de incorporagao.

Contetdo final na membranax100

Conteudo de sinvastatina (%) = (Equagio 6)

Conteudo inicial na membrana

4.8.12 Liberacao in vitro

A liberagdo do farmaco in vitro das membranas foi avaliada usando células de

difusdo de Franz com capacidade receptora de 15 mL e area de difusdo de 0,95 cm? O
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compartimento receptor foi preenchido com uma solugao tampao (TRIS, pH 7,0 contendo
20% de etanol) (CHEN et al., 2012). As membranas foram colocadas entre os
compartimentos doador e receptor. Os experimentos foram realizados a 37°C e agitados a
200 rpm. Em intervalos regulares (0,5, 1, 2, 4, 6, 24,48, 72 ¢ 96 h), 1 mL de solug¢ao tampao
no compartimento receptor foi coletado e substituido pelo mesmo volume de solugao
tampao fresca. Para determinar a liberagdo da concentracdo de sinvastatina, as amostras
foram analisadas em triplicata (n = 3) a 238 nm usando um espectrofotometro UV (U-2900,
Hitachi, Japao).

A porcentagem cumulativa de liberacdo de sinvastatina das membranas em relacao
a massa inicial foi plotada em fun¢ao do tempo para determinar o perfil de liberagdo de
sinvastatina. Os modelos Higuchi (Equacdo 1) e Korsmeyer-Peppas (Equacgdo 2) foram

usados para descrever o comportamento de liberagdo do farmaco.

4.8.13 Ensaio de atividade antimicrobiana

O teste foi realizado pelo método indireto onde foi feito um extrato da amostra em
1 mL PBS estéril pH 7,4 por 24 h a 37°C para liberacdo dos principios ativos. A atividade
bacteriana das amostras foi testada em bactérias gram-positivas e gram-negativas,
Escherichia Coli (ATCC 11303), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Foram retiradas 3 a 5 coldnias das placas de agar
armazenadas na geladeira com alca estéril, ativadas em 5 mL meio Mieller-Hinton (MHB),
Kasvi K25-1400, e incubadas por 24 h a 37 °C. Depois os falcons foram submetidos a
centrifugacdo, 4 °C, 9000 rpm por 5 min. O Sobrenadante foi removido e as células
ressuspendidas em novo meio. Uma aliquota de 1 mL da suspensdo foi acondicionada em
cubeta de plastico para a leitura da absorbancia, a 620 nm, para ajuste da concentracdo da
suspensdo para 10° UFC.mL™. Entdo 100 uL da amostra e 100 uL de suspensdo de
microrganismo foi colocado em placas de poliestireno de 96 pogos com fundo em U. Apds
18 h, o crescimento bacteriano foi avaliado por absorbancia a 620 nm usando um leitor de
microplacas automatizado (SpectraMax i3x, Molecular Device, Sunnyvale, USA). O
grafico foi plotado em percentual comparados aos controles de bactéria com crescimento

normal em meio de cultura.
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F —F ~
Inibicdo de bactérias (%) = ( Amostra anco) x 100 (Equagdo 7)

F Controle

4.8.14 Ensaio de citotoxicidade indireta

As membranas, cortadas em quadrados de 1 cm?, foram lavadas levemente com
tampao Tris-HC1 0,1 mol.L™! estéril (pH 7) e esterilizadas usando um Emissor de Luz UV
Pulsado (SteriBeam, Alemanha) por dez ciclos. Método indireto foi usado para avaliar a
citotoxicidade das membranas. Os extratos foram obtidos deixando as membranas em
contato com 1 mL de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
(contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina-estreptomicina e 1 mmol™! piruvato
de s6dio) por 24 h a 37°C (5% CO2 / 95% ar), conforme recomendado pela International
Organization for Standardization - 10993-5 (2009). (Fibroblastos de camundongo (L.929)
e Queratindcitos humanos (HaCat) foram semeados em meio DMEM suplementando (10 %
(v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 1% (v/v) de Penicilina-Estreptomicina. No ensaio, 100
ul de células HaCat e 1.929 a uma densidade de 6 x 10° células / mL em DMEM
suplementado foram adicionados a cada pog¢o de uma placa de poliestireno de 96 pogos,
seguido por incubagdo a 37 © C por 24 h. O meio DMEM foi removido do poco ¢ 100 pL.
do extrato das amostras foram adicionados a cada poco e incubados a 37 ° C por 24 h. Em
seguida, o extrato foi removido de cada pogo e 120 pL de resazurina (25 mg.L"! em DMEM
suplementado) foram adicionados e metabolizados por 4 horas em condigdes de cultura
padrdo. Finalmente, 100 pl. do meio contendo a resazurina metabolizada foram
transferidos para uma nova placa de 96 pocos e medidos usando um espectrofotdmetro
(SpectraMax 13x, Molecular Device, EUA) em modo de fluorescéncia (Aexcitagdo = 560
nm e Aemissdo = 590 nm). As células do controle negativo foram expostas apenas ao
DMEM suplementado (meio de cultura padrdo), e sua viabilidade foi ajustada para 100%
para célculo dos valores médios e desvio padrdo (n = 4). A porcentagem de células

metabolicamente ativas foi calculada pela seguinte equagao:

Células metabolicamente ativas(%) = <M> x 100 (Equagdo 8)

Fcontrole negativo
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onde Famostra representa a fluorescéncia dos pogos, nos quais as células foram
expostas ao extrato da amostra, e o controle Fcontrole negativo representa aquele em que as
células foram expostas apenas ao meio DMEM suplementado. Esta metodologia foi

baseada em Vasconcelos et al. (2020)

4.8.15 Analise estatistica

ANOVA ¢ o teste de Tukey foram realizados para os resultados a fim de verificar a
existéncia de diferengas significativas entre as medidas das membranas em estudo (o =
0,05), usando o software 10.0 Statistical (StatSoft Inc. 2011, Tulsa, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das membranas

5.1.1 Aspectos visuais e morfologicos das membranas

A Figura 11 mostra as imagens da membrana de alginato em monocamada densa
(MMAD), membrana em bicamada de alginato densa (MBAD), membrana em bicamada
de alginato porosa (MBAP), membrana em bicamada de quitosana densa (MBQD), e
membrana em bicamada de quitosana porosa (MBQP) (vistas pela parte inferior) e a Figura
12 mostra suas imagens laterais (2 cm?). As membranas apresentaram coloragdo marrom
claro, com excecdo da MBQP que possui uma coloragdo branca. As membranas densas
demonstraram uma aparéncia translicida, enquanto as que possuem camada liofilizada se
apresentaram totalmente opacas devido a presenga de poros, que impedem a reflexao da
luz. Nao houve diferenga visual na camada superior das membranas em bicamada, nao
ocorrendo separacdo entre as camadas. Os valores médios de peso, espessura, teor de
umidade e grau de intumescimento dos cinco tipos de membranas e de cada tipo de camada

inferior sdo mostrados na Tabela 5.
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Figura 11 - Imagens da membrana em monocamada e das membranas em bicamada
(vistas pela parte inferior).

MBQD

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 12 — Imagens laterais da membrana em monocamada ¢ das membranas em
bicamada (2 cm?).

MBAD

MMAD

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 5 — Valores médios de peso, espessura, teor de umidade e grau de

intumescimento dos cinco tipos de membranas e de cada tipo de camada inferior

Espessura Teor de Grau de
Membranas Peso () (mm) umidade (%) | intumescimento (%)

MMAD 0,099 + 0,003 0,143 + 0,016? 253+1,11° 414,6 + 23,32
CAD 0,111 +0,002° 0,158 + 0,020? 28,7 +1,4° 570,9 + 21,2°

MBAD 0,218 £0,01¢ 0,292 + 0,054° 37,2+1,8° 1509,2 £ 119,8°
CAP 0,102 £ 0,003* 0,991 + 0,044° 19,5 +0,9¢ 917,0 + 59,2¢
MBAP 0,212 +0,019° 1,191 + 0,064¢ 28,6 +0,9° 1547,8 £ 41,4°
CQD 0,030 £ 0,002¢ 0,075 + 0,004¢ 9,9+1,6° 207,1 £ 19,8¢°
MBQD 0,131+0,011¢ 0,222 +0,018° 22,9 + 1,54 574,5 + 23,0°
CQP 0,030 £ 0,002¢ 0,741 + 0,024 95+2,0° 390,0 + 11,8?
MBQP 0,140 + 0,007¢ 0,879 + 0,030¢ 225+1,3f 797,3 + 34,5

% Os valores s30 expressos como média + desvio padrao (n = 10); letras sobrescritas semelhantes mostram diferenca estatistica nao

significativa (a = 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.2 Peso e espessura

Ao se comparar a membrana em monocamada densa (MMAD) com a camada
inferior de alginato densa (CAD) que se diferenciam apenas pela diferenga de concentragdo
de célcio na pré-reticulagdo, observa-se uma ligeira variagdo no peso. Na producdo da
membrana MMAD ¢ utilizada uma concentracdo de calcio mais alta, aumentando a
interligagdo entre as cadeias poliméricas. Esse aumento torna o polimero mais rigido,
porem com menos umidade resultando em um peso menor (REZVANIAN et al., 2017;
GHOSAL et al., 2019; KITI; SUWANTONG; 2020).

A camada inferior de alginato porosa (CAP) apresentou um peso levemente menor
que a camada inferior de alginato densa (CAD) devido a maior desidratagdo promovida
pelo processo de liofilizagdo nas condi¢des estudadas, removendo uma maior quantidade
de 4gua que o processo de secagem por convecgao e resultando assim em um menor peso.
Vargas (2017) comparou a eficiéncia na remog¢ao de dgua por convecgao e liofilizagdo em
particulas de alginato, ao utilizar 40 °C no processo de convec¢do a remogao de agua
também foi menor que no processo de liofilizagdo, porém ao se utilizar temperaturas
maiores (50 e 60 °C) se obteve remogdes maiores que na liofilizacao.

As camadas de quitosana (CQD e CQP) apresentaram peso € espessura menores

que as camadas de alginato (CAD e CAP), resultado esperado devido a menor quantidade
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de quitosana utilizada na producdo de suas camadas. Porém nao houve variagdo no peso
entre a camada inferior de quitosana densa (CQD) e a camada inferior de quitosana porosa
(CQP) por causa da menor quantidade de dgua presente nas camadas de quitosana.

Nenhuma diferenga significativa de espessura foi observada entre a MMAD ¢ a
(CAD), apesar da diferenca no grau de reticulagdo entre as amostras, provavelmente a
técnica utilizada nao foi sensivel o suficiente para avaliar diferenga entre as amostras. A
(CAP) possui uma espessura muito maior, apesar do menor peso, €ssa maior espessura
ocorre por causa da caracteristica porosa da membrana apds a secagem por liofilizacdo. O
mesmo efeito na espessura também foi observado nas camadas inferiores de quitosana,
resultando em uma maior espessura para a (CQP) (DOLLY et al., 2011).

A diferenca nas propriedades das camadas inferiores resultou em variagdes nas
propriedades das membranas em bicamada, de modo que a membrana em bicamada de
alginato densa (MBAD) demonstrou um peso maior € uma menor espessura que a
membrana em bicamada de alginato porosa (MBAP). Da mesma maneira que a membrana
em bicamada de quitosana densa (MBQD) teve um peso similar, porem uma espessura bem
menor que a membrana em bicamada de quitosana porosa (MBQP). Diferentes espessuras
de curativos sdo encontradas tanto na literatura quanto no mercado, pois a limitagdo de
aplicabilidade que a espessura pode proporcionar esta correlacionada com outros fatores
como: material utilizado, peso, intumescimento e capacidade de adesao do curativo a pele.
Segundo Bierhalz, Westin e Moraes (2016), para evitar possiveis limita¢des, a espessura
do curativo ndo deve ser maior que a espessura da pele. Como a espessura da derme varia
entre 0,5 e 2 mm, dependendo da idade, sexo e localizacdo (MA et al., 2001), as

formulacdes estdao na faixa de aplicabilidade.

5.1.3 Teor de Umidade

Os resultados confirmaram a maior remoc¢ao de agua pelo processo de liofilizacao,
amenor umidade na membrana que possuia maior grau de reticulagdo e a menor quantidade
de 4gua para as membranas de quitosana (MBQD e MBQP) em rela¢do as de alginato

(MMAD, MBAD e MBAP).
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Comparando a membrana em monocamada de alginato densa (MMAD) com a
camada inferior de alginato densa (CDA), a MMAD apresentou menor umidade, por
possuir um maior grau de reticulacdo. Isso ocorre porque um aumento nas interagdes da
cadeia polimérica hidrofébica, causada pelo aumento do teor de calcio, influencia a
quantidade de 4gua na membrana de alginato (GAO; POLLET; AVEROUS, 2017),
tornando-se menos soltivel em meio aquoso e, consequentemente, diminuindo sua umidade.
As camadas liofilizadas (CAP e CQP) demonstraram um menor teor de umidade que as
camadas densas (CAD e CQD), confirmando assim a maior remoc¢ao de agua pelo processo
de liofilizagdo. As camadas de alginato (CAD e CAP) obtiveram um maior teor de umidade
que as camadas de quitosana (CQD e CQP), isso se deve a alta hidrofilicidade do alginato
(MAYET et al., 2014).

A adicdo das diferentes camadas inferiores nos curativos em bicamada resultou em
efeitos similares no teor de umidade, de modo que as membranas que possuiam em sua
camada inferior camadas liofilizadas (MBAP e MBQP) tiveram um menor teor de umidade
que as membranas q possuiam camada densa (MBAD e MBQD), j4 as membranas
compostas por alginato (MBAD e MBAP) tiveram um maior teor de umidade que as de
quitosana (MBQD e MBQP). O teor de umidade ¢ uma propriedade importante para
curativos, pois influencia a troca gasosa, a absorcdo de exsudato e a liberagdo do

medicamento (BOATENG et al., 2008).

5.1.4 Grau de intumescimento

A Figura 13 mostra o grau de intumescimento em funcdo do tempo para as
membranas ¢ para cada tipo de camada inferior, 0s valores de equilibrio foram todos
superiores a 400%, demonstrando uma capacidade de absorcdo de exsudato favoravel. Essa
capacidade de absorcdo € essencial, pois além de manter a umidade na ferida, permite que
a temperatura local seja regulada e que os compostos ativos sejam liberados, promovendo
assim um processo de cicatrizagdo mais significativo e conforto ao paciente.

As membranas de bicamada de alginato (MBAD ¢ MBAP) atingiram um maior
grau de intumescimento, quase quatro vezes maior que o de monocamada (MMAD),

demonstrando que o uso de mais uma camada resulta em um efeito sinérgico no
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inchamento devido a contribuicdo mais significativa dos grupos carboxilato presentes na
estrutura do alginato, que interagem fortemente com as moléculas de agua. Essa forte
interacdo com a 4gua faz com que as membranas e camadas apenas de alginato (CAD, CAP,
MMAD, MBAD e MBAP) possuam grau de intumescimento maior que as que possuiam
quitosana (CQD, CQP, MBQD e MBQP).

O caréter poroso das camadas e, consequentemente, das membranas liofilizadas
(CAP, CQP, MBAP ¢ MBQP) proporcionaram um perfil de saturacdo da estrutura mais
rapido do que as demais amostras secas em estufa (CAD, CQD, MMAD, MBAD ¢ MBQD),
devido aos poros que sdo preenchidos rapidamente pela dgua. Estes poros sao produzidos
a partir de cristais de gelo formados a baixas temperaturas e sua subsequente sublimacéo
sob presséo reduzida (DOLLY et al., 2011). A membrana em bicamada porosa (MBAP)
apresentou inchaco mais significativo na primeira hora, porem atingiu valor semelhante a
membrana em bicamada densa (MBAD) ap0s trés horas, esse alto intumescimento da
MBAD ocorre por causa do espaco entre as camadas densas na membrana.

Comparando os valores obtidos com um produto comercial de alta absorcéo de
exsudato, o grau de intumescimento do Actiformcool® foi de 774,82 + 61,09 % (AHMED;
GETTI; BOATENG, 2021), valor superior ao das membranas densas MMAD e MBQD,
414,64 + 23,26 e 574,47 + 23,05, respectivamente; porem menor que a MBQP, 797,27 £
34,15; e bem inferior as membranas MBAD e MBAP que apresentaram valores acima de
1500%. O grau de intumescimento influencia a capacidade de absorcdo do exsudato da

ferida e a liberacdo do farmaco nos curativos.
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Figura 13 - Grau de intumescimento em funcéo do tempo (a) para as membranas e

camadas apenas de alginato e (b) para as membranas e camadas que possuem quitosana.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.5 Estabilidade em solucdo

E necessario avaliar a estabilidade em solucdo, pois enquanto a membrana
destinada a atuar como curativo na pele mantem sua integridade/estabilidade, ela conserva
sua protecdo e umidade na ferida, absorve o excesso de exsudato, auxilia na formacéo do
tecido conjuntivo e fornece compostos bioativos a uma taxa de liberagdo controlada.
(BOATENG et al., 2008).

A Figura 14 mostra a estabilidade em solugdo em funcdo do tempo para as
membranas e para cada tipo de camada inferior por um periodo de 96 h (tempo avaliado
no estudo de liberacéo in vitro). Inicialmente, houve aumento de peso nas primeiras horas
para todas as membranas devido a absorgcdo de &gua, e entdo 0s pesos permaneceram
constantes até o final do ensaio. Observou-se mais agua nas camadas e membranas porosas
(CAP, CQP, MBAP e MBQP) devido a sua maior porosidade e a MBAD devido alguns
pequenos espacos que possam se formar entre as camadas, o que também leva a um
aumento no erro padréo. Destaca-se uma leve perda de peso paraa CQP e MBQP por causa
da maior solubilidade da quitosana (no pH produzido) que o alginato, sendo esta fragilidade
da camada realgada ap0s o processo de liofilizagdo, porem essa perda de peso foi de menos
de 8% nas 96 h.
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Assim sendo as membranas demonstraram valores satisfatorios no periodo de teste,
mesmo quando exposta a uma grande quantidade de umidade, comprovando a

aplicabilidade das formulagdes e a eficicia dos processos de reticulagdo do alginato.

Figura 14 - Estabilidade em solu¢dao em funcdo do tempo para as membranas e
camadas apenas de alginato e para as membranas e camadas que possuem quitosana por

um periodo de 96 h (tempo utilizado no estudo de liberacao in vitro).
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 15 apresenta as micrografias eletrdnicas de varredura (MEV) para as
amostras em bicamada (MBAD, MBAP, MBQD e MBQP), nelas é possivel observar a
morfologia da superficie da camada inferior (micrografias a esquerda) e morfologia
transversal (micrografias a direita). A superficie das membranas densas (MBAD, MBQD)

apresentaram topografia lisa, densa e sem porosidade, comumente observada em diversos
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estudos que obtiveram membranas por evaporacao de solvente por convecgdo (THU; NG,
2013; GANESAN, 2017; GHOSAL et al., 2019). No entanto, alguns cristais dispersos na
MBAD foram observados, provavelmente devido ao excesso de ions célcio que ndo foram
removidos apos a lavagem. Caracteristicas semelhantes foram encontradas por Ghosal et
al. (2019) em filmes de alginato reticulados com ions de calcio, com alguns cristais de ions
Ca?" permanecendo sob a superficie da amostra.

Por outro lado, as membranas porosas (MBAP e MBQP) apresentaram uma
superficie irregular, com poros de diferentes tamanhos e formatos, que se interligam,
formando uma estrutura com maior absor¢do (conforme observado nos resultados de grau
de intumescimento). A presenca desses poros na membrana auxilia na cicatrizacdo, pois
promove um microambiente adequado para a reparacao do tecido lesado (BOEKEMA et
al., 2014).

As imagens a direita na Figura 15 mostram o corte transversal das membranas, na
MBAD e MBQD ¢ possivel observar o ponto de interse¢do entre as camadas densas,
destacando o local onde pode ocorrer espaco entre as duas camadas. No corte transversal
das MBAP e MBQP foi possivel identificar a intersecdo entre as diferentes camadas (densa
e porosa), em que a camada liofilizada possui poros interligados, concordando com varios
estudos da literatura (AHMED; GETTI; BOATENG, 2021; ZHOU et al.,, 2021;
VAKILIAN et al., 2021 SUTAR et al., 2021).
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Figura 15 - Micrografias eletronicas de varredura superficiais (esquerda) e transversais

(direita) das membranas em bicamada.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Pelos resultados obtidos nos estudos acima foi possivel avaliar a disposi¢do e
utilidade de cada camada nas membranas. Observou-se que a concentracdo de Ca*>* na pré-
reticulagdo do alginato, os diferentes processos de secagem e o uso de diferentes polimeros
interferiram diretamente nas propriedades fisico-quimicas da camada, por isso utilizou-se
a camada de alginato densa e com maior concentragdo de Ca®" (mais rigida) para produzir
a membrana em monocamada e¢ a parte superior de cada membrana em bicamada,
possibilitando assim uma maior protecdo contra agentes externos.

Os quatro tipos de camadas inferiores demonstraram caracteristicas variadas, assim
a utilizagdo em contato com a pele de cada camada favorecera de maneira mais eficiente a
cicatrizagdo de diferentes tipos de lesdo. Dessa forma os estudos abaixo visam avaliar a
incorporagdo e liberagdo da sinvastatina, estudando suas propriedades, a fim de projetar

curativos ideais para diferentes tipos de ferida.

5.1.7 Taxa de permeabilidade ao vapor de dagua (TPVA)

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) de uma membrana é um
parametro importante para o processo de cicatrizacdo, determinando o teor de umidade na
ferida. O curativo com baixa TPVA apresenta algumas desvantagens, como acumulo de
exsudato, alta umidade na lesdo e perda da maleabilidade do curativo (devido ao inchago /
expansdo da membrana), causando dor e desconforto ao paciente. Porem um curativo com
alta TPVA pode levar a desidratacdo da ferida, fazendo com que os tecidos de granulagéo
grudem no curativo, prolongando assim o processo de cicatrizacdo. Assim, um TPVA ideal
é essencial para manter um nivel adequado de hidratagdo na ferida (EVRANOS; AYCAN,;
ALEMDAR, 2019).

Os valores médios de TPVA para as membranas e para as membranas carregadas
com sinvastatina séo apresentados na Tabela 6. TPVA para a MMAD e para as camadas
inferiores CAD, CAP, CQD, CQP foram de 2881,08 + 160,13%, 2981,80 + 233,58, 3694,27
+ 243,57°, 3282,08 + 224,01%° e 3705,20 + 77,32° g/m?24h, respectivamente. Os resultados
mostraram que as camadas liofilizadas (CAP e CQP) obtiveram uma TPVA maior que as
camadas densas (CAD e CQD), pois 0s espacos vazios criados na sua estrutura, reduz o

impedimento ao fluxo de &gua ou sua retencdo na membrana, resultando em maiores
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valores de TPVA. Por outro lado, as camadas de alginato (CAD e CAP) tiveram uma menor
TPVA que as de quitosana (CQD e CQP) por causa da maior espessura.

Os valores de TPVA para as membranas em bicamada MBAD, MBAP, MBQD e
MBQP foram de: 2518,25 + 82,96°, 2860,12 + 432,51%, 2650,99 + 201,22% e 2893,72 +
312,71%, respectivamente. Comparando a MMAD com a MBAD, observou-se que como
esperado 0 uso de duas camadas reduz a permeacdo de vapor de agua, resultando em um
TPVA mais baixo. As membranas compostas por camadas porosas e as de menores
espessuras demonstraram uma tendéncia a maior TPVA, corroborando com os resultados
individuais das camadas. E importante destacar que os valores de TPVA estéo relacionados
as caracteristicas funcionais do material, como porosidade, espessura, e as propriedades do
material de que é feito (ELSNER; ZILBERMAN, 2010).

Os valores de TPVA para as membranas incorporadas com sinvastatina MMAD+S,
MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S e MBQP+S foram de 2612,00 + 220,672, 2063,05 +
158,979, 2632,66 + 257,83%, 2391,32 + 224,57 ¢ 2647,51 + 367,23%, respectivamente. A
adicdo de sinvastatina ajudou a diminuir o valor do TPVA, provavelmente devido as suas
caracteristicas hidrofdbicas, reduzindo a hidrofilicidade das membranas.
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Tabela 6 - Valores médios de TPV A para as membranas e para as membranas

incorporadas com sinvastatina

Membranas TPVA (g/m?24h)
MMAD 2881,08 + 160,132
MMAD+S 2612,00 £ 220,67%
CAD 2981,80 + 233,58?
MBAD 2518,25 + 82,96°
MBAD+S 2063,05 + 158,97¢
CAP 3694,27 + 243,57"
MBAP 2860,12 + 432,51%
MBAP+S 2632,66 + 257,83%
CQD 3282,08 + 224,01
MBQD 2650,99 + 201,22%
MBQD+S 2391,32 + 224 57°
CQP 3705,20 + 77,32°
MBQP 2893,72 £ 312,71%*
MBQP+S 2647,51 + 367,232

Fonte: elaborado pelo autor.

Segundo KHALIQ et al. (2022), os valores de TPVA ideais para fornecer um
ambiente favoravel para o crescimento de células epidérmicas e fibroblastos variam de
aproximadamente 2000 a 2500 g/m?2.24 h, sugerindo que as membranas carregadas com
sinvastatina possuem uma TPVA adequada para serem aplicadas em curativos, 0s
resultados de TPVA juntamente com os valores do grau de intumescimento mostram que
as cinco membranas podem ser utilizadas em feridas exsudativas. Destacando a MBAD+S
para feridas exsudativas que necessitem de uma maior hidratagdo e a MMAD+S para

feridas mais superficiais.
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5.2.9 Analises mecanicas

Os valores médios de tensdo e deformacédo para as membranas e para as membranas
carregadas com sinvastatina sdo apresentados na Tabela 7. A membranas densas em
bicamada (MBAD, MBQD) apresentaram uma tendéncia a maior resisténcia a tra¢ao (o)
quando comparada a membrana MMAD devido a sua maior espessura, mas sua
deformacdo maxima (€) apresentou tendéncia de diminuicdo devido a maior rigidez que
uma camada extra provoca na membrana (NG; TAN, 2015). No entanto, ndo houve
diferenca estatistica entre eles, pois ambos foram secos em estufa.

Quando comparados com as membranas porosas (MBAP, MBQP) foi possivel
observar que a camada liofilizada era mais fragil e menos flexivel, pois o processo de
liofilizagdo produz uma estrutura mais porosa, diminuindo sua resisténcia ao estresse (o) e
a deformacdo méxima (¢) (POURHAGHGOUY; ZAMANIAN, 2015). J4 comparando as
membranas de alginato (MBAD, MBAP) com as que possuiam a camada inferior de
quitosana (MBQD, MBQP), a menor espessura das camadas de quitosana nao resultou em
variacdo significativa tanto na resisténcia a tragdo quanto no alongamento na ruptura.

Os resultados das membranas incorporadas com sinvastatina (MMAD+S,
MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S e MBQP+S) demonstraram que a incorporacdo da
sinvastatina ndo alterou estatisticamente as propriedades mecanicas das membranas. Esse
efeito pode ocorrer devido a excelente dispersao e a ndo ocorréncia de reagdo quimica entre
o farmaco e o alginato (REZVANIAN; MOHDAMIN; NG, 2016).
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Tabela 7 - Valores médios de tenséo e deformacéo para as membranas e para as

membranas incorporadas com sinvastatina

Membranas o (MPa) e (%)
MMAD 22,27 + 2,082 15,12 + 3,002
MMAD+S 23,27 + 2,682 15,17 + 2,482
MBAD 25,94 + 2,852 14,01 + 2,182
MBAD+S 26,13 + 2,972 14,19 + 2,222
MBAP 16,45 + 3,33" 6,29 +1,79°
MBAP+S 16,78 + 4,01 6,29 + 1,51°
MBQD 23,91 + 4,612% 14,51 + 2,282
MBQD+S 24,03 + 4,31% 14,59 + 2,932
MBQP 11,12 + 4,63° 6,70 + 2,20°
MBQP+S 11,90 + 4,13° 6,80 + 2,07°

* Os valores s3o expressos como média = desvio padrio (n = 10); letras sobrescritas semelhantes mostram diferenga estatistica nao

significativa (o = 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborado pelo autor.

Os valores de resisténcia a tracao (o) das membranas estdo dentro dos valores
descritos na literatura para curativos ideais, entre 5 e 30 MPa (EVANS et al., 2013). Por
outro lado, em relagdo a deformacdao méxima (g), as membranas obtiveram valores pouco
acima do comumente encontrado em membranas de alginato e quitosana. De acordo com
Pires et al., 2018, o valor de deformagdo maxima (g) para esses curativos variaram entre 4
e 6%, esse aumento pode ser explicado pelo glicerol adicionado em todas as camadas, pois
0 uso de plastificante aumenta a elasticidade dos materiais. Os resultados da analise
mecanica em conjunto com os resultados de espessura demonstram que 0s curativos densos
(MMAD+S, MBAD+S, MBQD+S) séo mais finos e possuem uma maior elasticidade,
demonstrando assim serem apropriados para lesdes em partes do corpo com maior
movimento, pois diminuem o desconforto do paciente (devido a constricdo/compressao).
A literatura mostra que os valores encontrados de resisténcia a tracao e deformagdo méaxima
no presente trabalho possuem um alto potencial para uso em aplicacbes médicas
(KOUCHAK; HANDALI; BOROUJENI, 2015).
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5.1.8 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier de refletincia total

atenuada (ATR-FTIR)

A Figura 16 mostra os espectros de FTIR para as membranas e para as membranas
carregadas com sinvastatina. Os resultados mostraram que tanto as membranas sem o
farmaco quanto carregadas com sinvastatina apresentaram espectros muito semelhantes ao
do alginato puro, com suas bandas de vibragdo caracteristicas: a regido localizada entre
3200 e 3500 cm™! (relacionadas as vibracdes de alongamento do grupo O—-H) (LI et al.,
2012), duas bandas diferentes referente as vibrac6es de grupos carboxilicos (vibracdes de
alongamento assimétrico em torno de 1593 cm ™ e vibragGes de alongamento simétrico em
torno de 1418 cm™!) (MUKHOPADHYAY et al., 2012), pequenas bandas em 2930 cm™
(relacionados as vibragBes de estiramento por grupos saturados C—H) e em 1325 cm™t
(relacionados as vibracgdes de flexdo dos grupos —OH) (REN et al., 2016; KUILA; RAY,
2014) e por fim bandas em torno de 1032 cm™ (relacionado com a tensdo simétrica dos
grupos C-0O-C) (DONG; YANG; DU, 2006).

O espectro da sinvastatina possui picos caracteristicos em: 3548 cm (vibragéo de
alongamento OH), 2955 cm™, 2877 cm™ (vibragdo de alongamento CH) e 1699 cm™
(vibracdo de alongamento CO e grupos carbonil CO) (REZVANIAN; MOHDAMIN; NG,
2016). Porém, sua adicdo ndo proporcionou diferenca significativa no espectro das
membranas, esses resultados indicam que ndo hé interacdo quimicas entre o farmaco e a
matriz, destacando-se o espectro do alginato devido a baixa concentracdo de sinvastatina
em relacdo a concentracdo do polimero (DONG; YANG; DU, 2006).

O espectro da quitosana apresentou seus picos caracteristicos: a banda entre 3362
cm™ a 3272 cm (corresponde as vibragdes de estiramento dos grupos OH e NH), a banda
2876 cm™ (atribuida a vibragdo de estiramento do grupo CH), a regido 1650 cm™
(relacionada ao modo de vibragdo por estiramento da ligagdo C=0) e a banda 1585 cm
(atribuida a deformacéo da ligacdo —NH da amina) e a banda de absorcéo na regido de 1064
cm (corresponde a vibragdo de estiramento dos grupos C-O-C), caracteristica da estrutura
sacaridica da quitosana (DI MARTINO et al., 2017).

Porém, as bandas do espectro de alginato sobressairam em relacdo aos da quitosana
nas membranas MBQD, MBQD+S, MBQP e MBQP+S, ndo sendo possivel observar
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deslocamentos caracteristicos da formacao de complexo polieletrolitico, devido ao fato da
interacdo ocorrer apenas nas superficies das membranas. Segundo Charoenthai et al., 2017
quanto maior a concentracdo de um determinado polimero em relagdo ao outro (como no
caso da camada de alginato que é mais concentrada que a de quitosana) mais o espectro se

aproxima desse polimero.

Figura 16 - Espectros de FTIR para as membranas e para as membranas incorporadas

com sinvastatina.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.2.10 Propriedades térmicas

As curvas termogravimétricas para as membranas e para as membranas
incorporadas com sinvastatina sdo mostradas na Figura 17. Trés eventos de perda de massa
térmica podem ser observados para todas as amostras. O primeiro evento (50 - 150 °C) esta
relacionado a perda de dgua presente na estrutura molecular do alginato (que ¢ altamente

hidrofilica), incluindo moléculas de agua solvatadas na superficie (evaporadas entre 40 e
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60 C) e a agua intrinseco a estrutura, que ¢ estabilizada por pontes de hidrogénio com
grupos hidroxila (removidos acima de 120 °C) (AVELLA et al., 2007).

O segundo evento (150 - 350 °C) corresponde a perda de massa mais expressiva,
caracterizando a temperatura de degradagao térmica (Tonset) (PEREIRA et al., 2013). Nesta
faixa de temperatura ocorre o processo de degradacdo do alginato, que inclui a
despolimerizagdo e formagdo de cadeias de baixo peso molecular, como pode ser
confirmado pelo pico duplo nas respectivas curvas DTG das amostras. Nenhum evento de
perda de peso atribuido a sinvastatina foi identificado, embora haja relatos de redugado
significativa dos valores de Tonset na literatura em matrizes poliméricas contendo
sinvastatina (BAPTISTA et al., 2016). Portanto, em nosso estudo, a incorporagdo do
farmaco nao alterou o perfil de degradacdo térmica das membranas de alginato.

O terceiro e ultimo evento (350 - 600 °C) estd relacionado a decomposi¢do nao
oxidativa de oligdmeros, mondmeros e moléculas simples derivadas do processo anterior.
Essa decomposicdo gera uma massa residual composta por cinzas e outros materiais
inorgénicos insoluveis (como o carbonato de calcio) e inorganicos soliveis (como o
carbonato de sodio e o cloreto de s6dio), restos do processo de reticulagdo in situ e ex situ
das membranas e o sal de alginato, respectivamente.

Para os filmes que continham camada de quitosana, observou-se dois picos mais
acentuados: o primeiro proximo a 100°C devido ao processo de desidratagdo, ocorrendo
assim a perda da &gua livre ligada a cadeia de quitosana (grupo OH e NH) e 0 segundo em
torno de 300 °C, devido a desacetilagdo e despolimerizacdo na camada de quitosana
(BRITO; CAMPANA FILHO, 2007). Em todas as membranas pode-se observar um leve
aumento na quantidade de massa residual devido a presenca da sinvastatina, que gera maior

quantidade de sais carbonatos, confirmando a presenga do farmaco nas membranas.



Figura 17 - Curvas TGA (preto) e DTG (vermelho) para as membranas e para as
membranas carregadas com sinvastatina
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As curvas DSC de membranas de alginato com e sem a incorporagao da sinvastatina
sao mostradas na Figura 18. As curvas DSC apresentaram trés picos, sendo os dois iniciais
endotérmicos e o ultimo exotérmico. O primeiro pico endotérmico largo pode estar
associado a absorcao de energia destinada a quebrar as ligacdes das moléculas de dgua
(intrinsecas e extrinsecas) presentes na estrutura do alginato. Também pode estar associado
ao acumulo de energia entre as cadeias reticuladas de alginato, o que promove menor
rigidez da cadeia polimérica e maior maleabilidade da estrutura, caracterizando um
processo de transicao reversivel (RUSSO; MALINCONICO; SANTAGATA, 2007).

O segundo pico endotérmico (em torno de 225 C) esta diretamente associado a
quebra de ligacdes, promovida pelo processo de reticulagdo. Isso promove a perda total
irreversivel da estrutura polimérica. As membranas de alginato densas obtidas por
evaporagdo apresentam estrutura mais compacta € com maior interagao/reticulacao entre
as estruturas, consequentemente, a area do pico foi significativamente maior e mais
definida. Finalmente, a degradacdo do polimero ¢ atribuida ao pico exotérmico (275 — 300
°C) (PEREIRA et al., 2013).

As membranas que continham a camada de quitosana também apresentaram um
pico endotérmico, porém apresentou um desaparecimento do pico exotérmico (em
compara¢do com o DSC da quitosana pura), indicando que houve perda de organizagao,
devido a formacao de ligagdes i0nicas entre quitosana e alginato (ABRUZZO et al., 2013).
A incorporagdo de sinvastatina em membranas mono e bicamada de alginato ndo alterou
as curvas DSC, confirmando que ha estabilidade do farmaco com o polimero. Além disso,
a auséncia de novos picos nas curvas calorimétricas das membranas de alginato com

sinvastatina confirma sua pureza.



Figura

18 - Curvas DSC de membranas de alginato com e sem incorporagao da

sinvastatina.
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5.2.11 Uniformidade na Incorporacio e Perda do farmaco pés lavagem

As amostras MMAD+S, MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S e MBQP+S nao
apresentaram distingdo na quantidade de sinvastatina incorporada a membrana,
incorporando 95,46 + 1,24% da sinvastatina (conteido inicial de cada membrana ¢ de 25
mg de sinvastatina). Apos a lavagem a quantidade de farmaco na membrana foi de 94,60
+ 1,58% do farmaco adicionado, logo nao houve perda significativa durante a lavagem.
Uma pequena variagdo na quantidade de sinvastatina foi observada em diferentes regides
das membranas. A uniformidade na quantidade de farmaco entre as regides central,
intermedidria e préxima da borda das membranas foi de 95% =+ 0,25%.

Isso indica que o farmaco foi distribuido uniformemente e que os métodos de
preparagao sdo reprodutiveis e produzem membranas com composi¢do homogénea. Outros
trabalhos que utilizaram membranas de alginato produzidas por evaporagdo de solvente
por conveccdo obtiveram resultados semelhantes. Por exemplo, Okur et al. (2019)
encontraram uniformidade em torno de 85% para o antibacteriano mupirocina. Thu e Ng
(2013) utilizaram gelatina para melhorar a uniformidade do farmaco na membrana e

encontraram uniformidade em torno de 98% para o anti-inflamatorio ibuprofeno.

5.2.12 Teste de prateleira

As membranas carregadas com sinvastatina (MMAD+S, MBAD+S, MBAP+S,
MBQD+S e MBQP+S) foram mantidas a 25 = 2°C sob 60% de umidade relativa por 6
meses. A quantidade de sinvastatina foi medida apds 15, 45, 90 e 180 dias, conforme
mostrado na Tabela 8. Em todas as amostras, cerca de 98% do contetdo inicial do farmaco
ainda estava presente na membrana. Apds 180 dias, ndo foram observadas alteracdes na
estrutura e aspecto visual das membranas, permanecendo intactas e com a coloragdo

acastanhado.
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Tabela 8 - Quantidade de sinvastatina presente nas membranas ap6s 15, 45, 90 e 180 dias.

Sinvastatina (%)

Tempo (dias) MMAD+S MBAD+S MBAP+S MBQD+S MBQP+S
15 999+1.8 999+1.3 999+14* 999+12* 998=+26°
45 999+1.6* 998+1.6* 999+15* 99,7+17% 999+26°
90 99,8+15* 995+1.7% 999+15* 996+1,1* 999+26°
180 98,9+15* 985+24* 989+24* 989+11* 989+1,2°

Fonte: elaborado pelo autor.

Assim, as condigdes de armazenamento das membranas foram adequadas para
preservar a sinvastatina na estrutura. Resultados semelhantes foram encontrados por Okur
et al. (2019) que para uma membrana polimérica produzida por evaporagdo de solvente por
convecgdo, nao houve alteragdes na aparéncia e clareza visual obtidas apds 6 meses,

mantendo um teor inicial de mupirocina entre 93,8 e 98,4%.

5.2.13 Liberacio in vitro

O perfil cinético de liberag@o de sinvastatina ¢ apresentado na Figura 19. Apds 6 h,
a membrana em monocamada MMAD+S liberou 23,8 + 4,1% da sinvastatina inicial,
enquanto as membranas em bicamada MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S e MBQP+S
liberaram 18,2 +2,4%, 23,03 + 3%, 21,31+ 3%, 23,2 + 3%, respectivamente. Os resultados
nas primeiras 6 horas demonstram que as membranas em bicamadas porosas (MBAP+S e
MBQP+S) possuem valores muito proximos ao MMAD+S, isso ocorre devido o maior
inchamento da camada inferior liofilizada, pois o comportamento do inchamento influencia
diretamente na liberagdo cinética do farmaco (DI MARTINO et al., 2017).

Apds as 96 h a membrana em monocamada MMAD+S obteve uma liberagao de
90,3 + 4,1%, enquanto as membranas em bicamada MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S e
MBQP+S liberaram 46,2 + 2,4%, 50,6 + 6,5%, 59,5 + 8,9% e 69,9 £ 9,6% respectivamente,
demonstrando que membranas em bicamada pode sustentar a liberacdo do fairmaco por
mais tempo do que a membrana monocamada.

Observou-se também que a menor espessura da camada de quitosana, além de

aumentar a TPVA, fez com que o ocorresse uma maior liberacdo do firmaco. A maior
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liberacao da MBQP+S também pode ser explicado pelo principio de erosdo da camada
liofilizada de quitosana ap06s 24 h, demonstrado no teste de estabilidade em solucao.

Conforme relatado anteriormente para diferentes membranas, a liberagdo
sustentada de um curativo medicamentoso ¢ desejada, pois isso pode prolongar sua acao
terapéutica. Além disso, ajuda a aumentar a adesao do paciente ao tratamento, pois a
frequéncia de troca do curativo ¢ reduzida, acelerando o processo de cicatrizagao
(KURNIAWAN et al., 2019).

Recentemente, Kiti e Suwantong (2020) investigaram o perfil de liberagdo do
complexo de inclusdao curcumina-p-ciclodextrina em um curativo de duas camadas em que
a camada superior era composta por quitosana e a camada inferior era composta por
alginato de sodio incorporado com a curcumina-fB-ciclodextrina. Os resultados do estudo
também demonstraram trés estagios de liberagao. O primeiro estagio com liberagao rapida
préximo nos primeiros 30 minutos, o segundo estagio com libera¢do gradual do fArmaco e
o terceiro estagio com liberacao sustentada que € benéfico para aplicagdes de longo prazo,

mantendo uma concentracdo terapéutica adequada do farmaco na ferida.
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Figura 19 - Liberacao in vitro da sinvastatina, apresentada como uma porcentagem da
quantidade inicial de farmaco nas membranas versus tempo (h) para membranas. Os

resultados sdo apresentados como porcentagem média e DP (n=3).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os principais mecanismos que governam a liberagdo do farmaco sao a degradacao,
o inchago e a difusdo do polimero (CETKOVIC et al., 2019; ZHANG et al., 2008). Os
modelos cinéticos de liberagdo de farmacos sdo essenciais para prever a quantidade total
de farmaco liberada em um determinado periodo sem a necessidade de novos experimentos.
Além disso, os parametros empiricos podem indicar o mecanismo de liberacao do farmaco
da matriz polimérica.

Os parametros de liberacdo cinética e coeficientes de regressao dos modelos
calculados (Higuchi e Korsmeyer-Peppas) estdo listados na Tabela 9. O modelo que melhor

se ajustou aos resultados obtidos foi o Korsmeyer-Peppas, apresentando os maiores valores

de R? para MMAD+S, MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S MBQP+S de: 0,95, 0,94 ¢ 0,96,
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0,90 e 0,84, respectivamente, onde a taxa foi concentragdo-dependente, o que significa que
quanto maior a concentracao inicial, mais rapida a liberagdo (WOJCIK-PASTUSZKA et
al. ,2019). Além disso, Korsmeyer-Peppas apresentou 6tima modelagem do fenomeno de
liberagdo, com n menor que 0,5 para todas as membranas, indicando um mecanismo de
difusao quase-Fickiano, onde o farmaco foi parcialmente difundido através de uma matriz

inchada e porosa cheia de agua (SURATMAN et al., 2020).

Tabela 9 - Parametros cinéticos de modelos matematicos de liberacao de

sinvastatina.

Higuchi Korsmeyer-Peppas
Membranas Ku(h%°) R2 Kp(ug/h™ n R2
MMAD+S 0.084 093 0.148 0.36 0.95
MBAD+S 0.053 0.66 0.134 0.27 0.94
MBAP+S  0.058 0.30 0.159 0.23 0.96
MBQD+S  0.066 053 0.133 0.28 0.90
MBQP+S  0.072 0.47 0.150 0.27 0.84

Fonte: elaborado pelo autor.

Em relacdo a eficiéncia no tratamento anti-inflamatorio, é necessario avaliar se a
quantidade de fArmaco liberada (no estudo de liberacao in vitro) ¢ adequada para aplicagdes
em feridas inflamadas. Uma maneira de determinar essa dosagem ¢ comparando-a com dos
medicamentos usados em pomadas comerciais. No entanto, como os estudos sobre o efeito
anti-inflamatorio da sinvastatina sdo recentes, ainda nao foram produzidas comercialmente
pomadas a base de sinvastatina para essa finalidade. Adami et al. (2012) produziram uma
pomada anti-inflamatdria a base de sinvastatina, e constataram que uma pomada contendo
10mg/g do farmaco tem agdo anti-inflamatoria segura e eficiente. Os produtos comerciais
seguem esse mesmo potencial, a concentragdo dos anti-inflamatorios (diclofenaco,
aceclofenaco, nimesulida) utilizados nas pomadas ¢ em torno de 10mg do medicamento
por grama de pomada.

A quantidade de pomada contida desde a articulagdo interfalangica distal até a ponta
do dedo indicador de um adulto corresponde em média a 0,5 g de pomada. Essa quantidade
de pomada no dedo, quando aplicada e espalhada na pele, cobre uma éarea de
aproximadamente 286 cm? (LONG; FINLAY, 1991). Como 0,5 g de pomada contém 5 mg

de sinvastatina (considerando uma pomada contendo 10mg/g de sinvastatina), dividindo-
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se essa quantidade de farmaco pela area aproximada de pele que sera coberta, determina-
se a dose terapéutica de sinvastatina em 17,5 pg/cm?.

O uso topico ¢ recomendado a cada 6 ou 8 horas (DERRY et al., 2016), nas
primeiras 6 horas, as membranas MMAD+S, MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S, MBQP+S
obtiveram uma liberacao de 88,37 = 15,01, 70,46 + 9,01 ¢ 85,83 + 11,26, 86,85 £ 9,54 ¢
86,45 + 11,26 pg/cm?, respectivamente. Observa-se que nas primeiras horas a dosagem
obtida nas liberagdes foi superior ao recomendado, pois este ¢ 0 momento em que ha a
inflamacao mais significativa, com o passar do tempo a dosagem vai diminuindo enquanto
ocorre a cicatrizagdo, de modo que nas ultimas 6 horas (ao final dos 4 dias de tratamento)
as membranas MMAD+S, MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S, MBQP+S obtiveram uma
liberagdo média em torno de 21, 11, 12, 14 ¢ 16 pg/cm2, respectivamente.

Assim, a dosagem utilizada pode ser considerada adequada para uso em feridas,
demonstrando a ndo necessidade de troca de curativos. Para tratamentos de feridas cronicas
as membranas em bicamada (MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S e MBQP+S) se mostraram
mais adequadas (podem sustentar o tratamento por tempo um tempo maior), destacando as
membranas porosas (MBAP+S e MBQP+S) em feridas que apresentem sinais de

inflamacdo aguda.

5.2.14 Ensaio de atividade antimicrobiana

As membranas porosas (MBAP+S e MBQP+S) se destacaram no tratamento de
feridas que apresentem sinais de inflamacdo aguda por possuirem uma liberacdo mais
rapida do farmaco nas primeiras horas. Porém nessas feridas podem aparecer secrecdo
amarelada, mau cheiro, agravamento da dor, vermelhiddo ou inchago. Esses sdo 0s
principais sintomas de uma lesdo infectada por bactéria, logo para estas feridas € essencial
um curativo com atividade antibacteriana. A quitosana presente na camada inferior da
MBQP+S (CQP) tem sido utilizada como agente antibacteriano por varios autores por
causa da interagdo entre a quitosana (carregada positivamente) com as paredes celulares
das bactérias (carregadas negativamente) que, por consequéncia, resulta na interrupcao da
atividade bacteriana (PASARIBU et al., 2023). Assim, foi realizado o ensaio de atividade

antimicrobiana na CQP.
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A Figura 20 mostra a placa de pocos usada no teste antibacteriano, visivelmente a
fileira da amostra CQP apresenta inibicdo sem turvacdo do poco quando comparado ao
controle de suspencdo de bactéria somente em meio. Além disso, 0s pocos de branco se
apresentaram visualmente e pela absorbéancia similares. O resultado do ensaio de atividade
antimicrobiana demonstrou para as bactérias Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia Coli (ATCC 11303) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) uma inibicéo de
crescimento de 100,00 + 0,60, 100,00 + 0,44 e 99,99 + 0,25 %, respectivamente.

Figura 20 - Placa de pocos usada no teste antibacteriano
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Fonte: elaborado pelo autor.

Resultados promissores de atividade antibacteriana também foram descritos por
Kiti e Suwantong (2020) que estudaram separadamente a atividade da camada de quitosana
de uma membrana em bicamada, os resultados mostraram uma redugéo percentual de 84,10
e 88,79% da atividade das bactérias Escherichia Coli e Staphylococcus aureus,
respectivamente.

Outra forma de estudar o efeito antibacteriano da quitosana foi relatado por
Pasaribu et al. (2023), os autores colocaram em contato periddico o curativo contendo
quitosana em feridas de ratos para exame microbioldgico. A partir dos resultados
concluiram que o contetido de quitosana na amostra tinha propriedades antibacterianas que
desempenhavam um papel na prevengdo do crescimento das bactérias, pois os ratos
tratados com as amostras apresentaram menores quantidades de bactérias nas feridas.

Dessa forma a MBQP+S demonstrou ser ideal para o tratamento de feridas infeccionadas.
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5.2.15 Ensaio de citotoxicidade indireta

As membranas usadas como curativos ndo devem ser toxicas para o tecido
epidérmico (CUBAYACHI et al., 2019). Portanto, as membranas incorporadas com
sinvastatina foram avaliadas por meio de ensaios de viabilidade celular, utilizando células
de queratinocitos (células predominantes na epiderme) e fibroblastos (principais células da
derme). Os resultados dos testes de citotoxicidade indireta s3o mostrados na Figura 21 para
24 h de incubagdo das membranas em meio DMEM.

Os resultados obtidos para MMAD, MBAD e MBAP, indicam que a utilizagao de
uma camada extra na membrana (membranas em bicamada) influenciou significativamente
a viabilidade celular tanto dos queratindcitos quanto dos fibroblastos, possivelmente
devido a maior quantidade de glicerol utilizada para produgdo das membranas em
bicamada (camada extra). No entanto, o processo de secagem utilizado ndo alterou o perfil
metabolico das células.

A incorporagdo da sinvastatina promoveu uma reducdo na viabilidade das células,
devido a hidrofobicidade do farmaco que permite a penetracio passiva da sinvastatina nas
membranas celulares, afetando a bioquimica celular, causando assim a morte (KUPCSIK
et al., 2009). De acordo com os resultados da analise de liberagao, nas 24 h de incubacao,
as membranas MMAD+S, MBAD+S, MBAP+S, MBQD+S, MBQP+S liberaram cerca de
336, 172, 188, 221 e 260 ng, respectivamente, de sinvastatina, resultando nesta diminuigao
da viabilidade celular.

A membrana MBQP apresentou uma maior citotoxidade antes e apds a
incorporacdo de sinvastatina para as células HaCat e ap6s a incorporacdo para 0S
fibroblastos. Entretanto, mesmo com essa maior citotoxidade, as membranas apresentaram
valores muito proximos de 70%, valor este considerado adequado para aplicagdes

biomédicas (LIN et al., 2013).
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Figura 21 - Citotoxicidade indireta das membranas antes e apds a incorporacdo de

sinvastatina para cultura de 24 horas com queratin6citos humanos (HaCat) e fibroblastos
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Pelos resultados das caracterizag6es foi possivel inferir uma sugestao de tratamento

adequado para cada tipo de membrana. A Tabela 10 mostra as principais caracteristicas e

tratamento adequado para cada tipo de membrana.
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Tabela 10 - Principais caracteristicas e tratamento adequado para cada tipo de membrana.

Membranas Principais caracteristicas

Tratamento adequado

(sugestao)

-Menor absorc¢éo de exsudato

-Maior permeacéo de vapor

MMAD+S ) o L
-Maior flexibilidade e resisténcia a tragdo.
-Liberacdo mais rapida de sinvastatina.
-Maior absorcao de exsudato
-Menor permeacao de vapor

MBAD+S : o
-Maior flexibilidade e resisténcia a tragéo.
-Liberacdo mais lenta de sinvastatina.
-Maior absorcdo de exsudato
-Maior permeacéo de vapor

MBAP+S o L 3
-Menor flexibilidade e resisténcia a tracao.
-Liberacdo mais lenta de sinvastatina.
-Menor absor¢éo de exsudato
-Maior permeacéo de vapor

MBQD+S . oA
-Menor flexibilidade e resisténcia a tracéo.
-Liberacdo mais lenta de sinvastatina.
-Maior absorcéo de exsudato
-Maior permeacao de vapor

MBQP+S -Menor flexibilidade e resisténcia a tracéo.

-Liberacdo mais rapida de sinvastatina.

-Efeito antibacteriano

Feridas superficiais, podendo
ser utilizada em locais do

COorpo com maior movimento.

Feridas  exsudativas  que
necessitem de uma maior
hidratacdo, podendo  ser
utilizada em locais do corpo
com maior movimento e em

aplicacdes de longo prazo.

Feridas exsudativas, podendo
ser utilizada em aplicacgdes de

longo prazo.

Feridas superficiais, podendo
ser utilizada em locais do
COrpo com maior movimento e

em aplicac@es de longo prazo.

Feridas exsudativas infectadas

por bactérias.

Fonte: elaborado pelo autor.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho produziu uma membrana em monocamada e quatro em
bicamada, de modo que as em bicamadas ndo apresentaram separac¢do das camadas. Com
excecdo da MBQP que possui, em sua superficie inferior, uma colora¢ao branca, as
membranas apresentaram coloragdo marrom claro. As membranas densas demonstraram
uma aparéncia transliucida, enquanto as que possuem camada liofilizada se apresentaram
opacas devido a presenca de poros, que impedem a reflexdo da luz. Nao houve diferenca
visual na camada superior das membranas.

A utilizacdo de maior concentragdo de ions calcio na reticulacao in situ resultou em
uma maior rigidez, menor umidade e menor intumescimento na membrana. As camadas
inferiores porosas das membranas aumentaram o grau de intumescimento e espessura
devido aos poros em sua estrutura, mas apresentaram diminuicdo no peso e no teor de
umidade quando comparado com as membranas densas. J& as membranas que possuiam
camada inferior de quitosana demonstraram um menor peso, espessura, teor de umidade e
grau de intumescimento que as produzidas apenas com alginato. Todas as membranas se
mantiveram estaveis no periodo de 96 horas.

Na analise morfoldgica da superficie das camadas inferiores pode se observar nas
camadas liofilizadas caracteristicas de superficie porosa e nas secas na estufa uma
superficie lisa sem porosidade superficial, caracteristica de um material denso. Na
morfologia transversal das membranas em bicamada foi possivel observar o ponto de
intersecdo entre as camadas. As membranas apresentaram TPV A e valores de resisténcia a
tracdo ideais para aplicagdes como curativo.

Nas analises térmicas, observou-se que os resultados estdo de acordo com o
reportado na literatura, ndo foram observadas alteracGes relevantes entre as membranas
densas e porosas e confirmou-se a presenga do farmaco nas membranas. Pelos resultados
do FTIR foi possivel demonstrar a auséncia de interacdo quimica entre a sinvastatina ¢ a
matriz.

Observou-se uma uniformidade no teor do fArmaco, com pequena variagao entre 0s
pontos da superficie (aproximadamente 0,5 + 0,25%), mantendo-se em torno de 98% do

farmaco apos 6 meses a 25°C. Ao final de 96 horas, a membrana em monocamada liberou
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em torno de 90% do farmaco, enquanto as membranas em bicamada apresentaram uma
liberacdo lenta entre 45 e 70%, essencial para a manutencdo de um tratamento terapéutico
adequado de longo prazo. Mostraram-se ndo citotdxicas com atividade antibacteriana na
camada de quitosana porosa.

Por fim, a partir das principais caracteristicas de cada membrana, foi possivel
recomendar uma sugestdo de tratamento adequado para cada tipo de membrana,
destacando-se dentre elas a MBAD+S, pois, mesmo utilizando um processo mais simples
e barato de secagem, apresentou uma maior variedade de aplicagdes.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

-Adicionar nas camadas inferiores um outro principio ativo para assim proporcionar novas

propriedades as membranas, como efeito analgésico ou antiflngico;

-Realizar testes in vivo, monitorando a migracdo das células epiteliais nos tecidos

lesionados;

- Avaliar clinicamente as membranas em pacientes que sofrem com feridas complexas;

-Realizar teste anti-inflamatdério com a sinvastatina;

-Realizar testes hemolitico e de coagulacéo.
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