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RESUMO

CANDIDO, Juliana Dumard Carracena. Sintese e caracterizacdo de hidrogéis com
microparticulas de alginato carregados com neomicina e propolis. 2019. 92p. Dissertacéo
(Mestrado em Engenharia Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 20109.

A diabetes é uma das doencas cronicas mais conhecidas, causadora de diversas complicacdes,
incluindo a neuropatia, que esta presente em cerca de metade dos pacientes diabéticos. A
neuropatia diabética, por sua vez, afeta diversos nervos e pode levar ao desenvolvimento de
Ulceras, especialmente nos pés. O tratamento dessas Ulceras é longo e doloroso, sendo
necessario 0 uso de agentes antimicrobianos e curativos, que devem ser trocados
frequentemente. Hidrogéis sdo alternativas aos curativos convencionais. Em especial,
hidrogéis de alginato possuem diversas caracteristicas necessarias a um curativo ideal, como
sua habilidade de absorver fluidos, que pode contribuir para a diminuicdo da infeccdo
bacteriana. Além disso, esses hidrogéis podem ser deixados em contato com as Ulceras por um
maior periodo de tempo, diminuindo a frequéncia de trocas e, consequentemente o sofrimento
dos pacientes. Hidrogéis de alginato podem, ainda, ser carregados com farmacos para
liberacdo controlada e para combate da infeccdo. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
hidrogéis de alginato com microparticulas, também de alginato, carregados com sulfato de
neomicina ou propolis. Para isso, foi utilizado o método de casting para o preparo dos filmes
e 0 método de extrusdo para preparo das microparticulas. Nos dois métodos, foi utilizado
cloreto de célcio como agente reticulante. Ambos os filmes e microparticulas foram
carregados com farmacos e diferentes quantidades de microparticulas (0, 25 e 50% em massa
de polimero) foram adicionadas aos filmes, que foram posteriormente caracterizados. As
particulas obtidas possuem diametro entre 13 e 1900 um, tamanho ideal para a utilizacdo em
sistemas de liberacdo controlada e para carregar os filmes. Os filmes foram reticulados com
Ca2" e carregados com microparticulas, como observado nos resultados do MEV, DRX, TGA
e FTIR. Além disso, a presenca de neomicina ou propolis pode ser observada nos espectros de
FTIR das amostras. Todas as amostras apresentaram grau de intumescimento no equilibrio
superior a 100%, o que as torna boas candidatas para a fabricacdo de curativos absorventes.
Todas as mostras sdo termicamente estaveis a temperatura corporal, caracteristica apropriada
para 0 Uso como curativos. Entretanto, amostras carregadas com 50% de microparticulas
possuem tensdes de ruptura inferiores, que podem causar rupturas durante a aplicacdo ou
retirada dos curativos. Todas as amostras agiram como barreira para penetracdo de
microrganismos e podem contribuir para que ndo haja uma contaminagdo externa. Ambos 0s
filmes carregados com neomicina ou propolis possuem propriedades que os tornam bons
candidatos para 0 uso como curativos. Entretanto, o uso de antibidticos pode gerar reacGes
indesejadas, que podem ser evitadas com o uso de produtos naturais, como a propolis, que
possui propriedades anti-inflamatorias e bacteriostaticas. Foi realizada uma estimacdo de
parametros, que pdde prever o comportamento da fracdo gel e perda de massa das amostras
frente a variacdes na quantidade de microparticulas, o que permitiu confirmar os resultados
obtidos pela analise ANOVA para comparagdo das formulacfes produzidas.

Palavras-chave: alginato, prépolis, neomicina, curativos.



ABSTRACT

CANDIDO, Juliana Dumard Carracena. Synthesis and characterization of alginate
hydrogels with alginate microparticles loaded with neomycin or propolis. 2019. 92p.
Dissertation (Master in Chemical Engineering, Chemical Technology). Instituto de
Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropeédica, RJ, 2019.

Diabetes is one of the most prevalent chronicle diseases, which lead to some complications,
e.g. neuropathy, which is present in half of the diabetic patients. Diabetic neuropathy affects
several nerves and causes ulcers, especially foot ulcers. This ulcers’ treatment is long and
painful. It is required the use of antimicrobial agents and dressings, which may be changed
frequently. Hydrogels are alternative materials to conventional dressings. In particular,
alginate hydrogels have some characteristics of the ideal wound dressing, such as its ability to
absorb fluids, that can contribute to decrease bacterial infection. Moreover, these hydrogels
need less changings, reducing the patient’s suffering. Alginate hydrogels can also act as drug
delivery systems. The goal of this work was to develop alginate hydrogels with alginate
microparticles, both loaded with neomycin sulphate or propolis. To do so, films were
manufactured by the casting method and microparticles were prepared by the extrusion
dripping method, using calcium chloride as the crosslinking agent. Both films and
microparticles were loaded with drugs and different amounts of microparticles (0, 25 and 50%
measured in alginate mass) were added to the films, which were then microstructural,
mechanical, thermal and morphologically characterized, besides in-vitro analysis. The
microparticles had diameters between 13 and 1900 um, ideal size to drug delivery systems
and to load the films. Films were crosslinked with Ca?* and loaded with microparticles, as
evaluated by in-vitro, SEM, XRD, TGA and FTIR analysis. Furthermore, the presence of
neomycin or propolis in the films was observed at FTIR spectra. All samples presented
equilibrium swelling degree of at least 100%, which makes them suitable candidates to be
used as absorbent dressings. All samples are thermally stable at body temperature, important
characteristic to be used as dressings. However, samples loaded with 50% of microparticles
have inferior fracture strength values, which can cause ruptures while the dressing is applied
or removed from the wound. All samples acted as barriers to microbial penetration and can
prevent external contamination. Samples loaded with both neomycin or propolis present
properties that allow them to be potential materials for wound dressings. Nevertheless,
antibiotics can cause undesired reactions which can be avoided by the use of natural products,
such as propolis that has anti-inflammatory and bacteriostatic properties. A parameter
estimation was also made, where the behaviour of the gel fraction and weight loss of the
samples was evaluated according to the quantity of microparticles and the type of drug loaded
to the films. Moreover, the estimation also confirmed the ANOVA results, used to compare
the properties of the formulations.

Keywords: alginate, propolis, neomicyn, wound dressings.
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INTRODUCAO

A diabetes é uma das doencas cronicas mais prevalentes. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (2016), o nimero de pessoas com diabetes foi quadruplicado desde 1980.
Em 2014, eram estimados em 422 milhdes o ndmero de pessoas com a doenca, 0 que
corresponde a 8,5% da populacdo mundial. Em 2012, 1,5 milh&o de pessoas morreram devido
a diabetes, e ocorreram outras 2,2 milhGes de mortes devido as complicacfes da doenca, como
doencgas cardiovasculares. Dentre estas mortes, 43% ocorreram antes dos 70 anos de idade.
No Brasil, estima-se que existiam, em 2014, cerca de 11,9 milhdes de pessoas com diabetes e
que este numero poderia alcancar 19,2 milhées em 2035 (OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

Dentre as complicacdes da diabetes, destacam-se as vasculares, que sdo causadoras de
retinopatia, nefropatia, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia e neuropatias (SACCO et
al., 2007). A neuropatia diabética € uma lesdo de um grupo de nervos, causada pela diabetes.
Alguns pacientes da doenca ndo apresentam sintomas, enquanto outros podem apresentar dor,
dorméncia ou perda de sensibilidade em suas maos, bracos, pés e pernas (NIDDK, 2009;
CARVALHO et al, 2010). Cerca de metade dos pacientes diabéticos apresentam Ulceras
neuropaticas e aproximadamente 15% desenvolvem Ulceras nos pés em alguma fase da
doenca. Essas Ulceras sdo a causa mais comum de internacdo de pacientes diabéticos. Estima-
se que apenas dois tercos das Ulceras dos pés em pacientes diabéticos cicatrizardo
completamente e que até 28% delas resultardo em amputacdo. Além disso, ha uma grande
probabilidade de ocorrer uma segunda amputacdo nos 5 anos seguintes a primeira cirurgia.
Portanto, a neuropatia diabética é uma das mais impactantes complicacfes da diabetes, e pode
diminuir drasticamente a qualidade de vida dos pacientes com a doenca (CASTRO;
KNACKFUSS, 2006; OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

As Ulceras diabéticas sdo classificadas como feridas cronicas e sdo colonizadas por
diversos microrganismos, especialmente Staphylococcus aureus (CAVANAGH et al., 2005;
LIPSKY et al., 2006; PAPANAS; MALTEZOS, 2007; FONDER et al., 2008). O tratamento
dessas Ulceras requer o controle da infeccdo, que é realizado por meio do uso de antibidticos e
agentes antimicrobianos, além do uso de curativos. Para facilitar o controle e a aplicagéo
dessas drogas, curativos podem ser utilizados como sistemas de liberacdo controlada. A
aplicacdo local de antibidticos em pacientes com Ulceras neuropaticas é preferivel por causa

do risco de ineficiéncia que a aplicacdo oral apresenta, causado por problemas de circulacéo



que sdo frequentes nesses pacientes. Outra vantagem do uso de curativos como sistemas de
liberacdo controlada é que esse tipo de curativo necessita de trocas menos frequentes, quando
comparados aos curativos geralmente utilizados, como gazes (BOATENG et al., 2008;
LABOVITIADI; LAMB; MATTHEWS, 2012; ALAVI et al., 2014b; POWERS et al., 2016).

Hidrogéis sdo um dos tipos de curativos mais utilizados para o tratamento de Ulceras
diabéticas e para liberacdo controlada de farmacos. Eles s&o redes tridimensionais capazes de
absorver grandes quantidades de agua ou fluidos biologicos. Possuem uma grande porosidade,
que pode ser ajustada de acordo com a densidade de reticulacdes do polimero e, por isso,
podem ser utilizados como sistemas de liberagdo controlada (CALO; KHUTORYANSKIY,
2015). Em especial, hidrogéis de alginato possuem uma grande capacidade de absor¢do de
fluidos, o que diminui as chances de infec¢des bacterianas, tornando-os excelentes candidatos
para a fabricacdo de curativos utilizados como sistemas de liberacdo controlada (BOATENG;
CATANZANO, 2015).

O alginato é um polimero anidnico natural, obtido, principalmente, a partir de algas
marinhas marrons. E conhecido como uma familia de polimeros colineares contendo duas
unidades monomeéricas em sua estrutura: p-D-manuronato (M) e a-L-guluronato (G)
(TONNESEN; KARLSEN, 2002). Geralmente é empregado na forma de hidrogéis e vem
sendo amplamente utilizado na biomedicina na forma de curativos, sistemas de liberagéo
controlada e na engenharia de tecidos (LEE; MOONEY, 2012). Uma importante caracteristica
de hidrogéis de alginato é a formacdo de uma estrutura tridimensional chamada “egg-box”,
que é capaz de aprisionar pequenas moléculas, incluindo farmacos (FANG et al., 2007;
LEICK et al., 2010).

O objetivo desse trabalho é preparar e caracterizar filmes de alginato contendo
microparticulas, também de alginato, ambos carregados com farmaco, para aplicacdo no
tratamento de Ulceras diabéticas. Os farmacos utilizados foram o sulfato de neomicina, um
antibidtico amplamente utilizado no tratamento de Ulceras cronicas e a propolis verde, um
produto natural conhecido por suas propriedades anti-inflamatdrias e bacteriostaticas. Os
filmes produzidos foram caracterizados utilizando métodos de analise microestrutural,

mecanica, térmica e antimicrobiana.



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Diabetes

A diabetes mellitus é definida como o grupo de doencas metabdlicas caracterizadas
por niveis elevados de glicemia associados a uma secrec¢do pancredtica de insulina inadequada
ou ausente, com ou sem comprometimento da acdo da insulina no organismo (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2011). Certos pacientes diabéticos possuem sede insaciavel e
miccdo excessiva. Por isto, esta doenca foi chamada de diabetes, que, em grego, significa
“sifao” ou “que passa através de”. Além disto, o termo mellitus, que, em latim, significa
“melado”, “doce”, foi adicionado a nomenclatura, apds ser observado que a urina produzida
por estes pacientes contém acucar (SHU; MYERS JR; SHOELSON, 2009).

No organismo saudavel, a captacdo, o armazenamento e a liberacdo de nutrientes na
corrente sanguinea sdo controlados, principalmente, pelos horménios insulina e glucagon. A
insulina promove a captacdo e o armazenamento da glicose e outras pequenas moléculas que
contém energia. Os horménios contra-reguladores, como o glucagon, antagonizam a acdo da
insulina e promovem a liberagdo de nutrientes. Para verificar o equilibrio entre estes
horménios reguladores, € possivel medir o nivel de glicemia. Em um organismo saudavel, os
niveis de glicose se encontram entre 70 e 120 mg/dL. Quando o nivel de glicose se encontra
abaixo desta faixa, caracteriza-se a hipoglicemia, que é perigosa, pois 0s 6rgdos do corpo
necessitam de um suprimento constante de glicose para seu funcionamento. Por outro lado,
quando o nivel de glicose se encontra acima desta faixa, caracteriza-se a hiperglicemia, que é
toxica para numerosas células e tecidos (SHU; MYERS JR; SHOELSON, 2009).

A diabetes mellitus resulta de um grupo heterogéneo de distlrbios metabdlicos
caracterizados por hiperglicemia. As duas principais formas da doenca (tipos 1 e 2) e suas
caracteristicas sdo mostradas na Tabela 1. Na diabetes tipo 1 ha uma auséncia absoluta de
insulina, e no tipo 2 ha uma insuficiéncia relativa de producdo de insulina, na presenca de
resisténcia a insulina. Em ambos os casos, a origem da diabetes é genética. Ha, ainda, a
diabetes do tipo 3 e a diabetes do tipo 4, ou diabetes gestacional (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2011; OLIVEIRA, 2006).



Tabela 1 - Diabetes melito tipo 1 e tipo 2.

Tipo 1 Tipo 2

o ] Resisténcia a insulina, com
S Destruigdo auto-imune das )
Etiologia funcdo inadequada das
células B do pancreas
células B para compensagao

o o o Tipicamente mais altos do

Niveis de insulina Ausentes ou insignificantes
que o normal
Acdo da insulina Ausente ou insignificante Diminuida
N&o como parte da
o sindrome, embora possa )
Resisténcia a insulina Sim
estar presente (por exemplo,

em pacientes obesos)

o Tipicamente < 30 anos de Tipicamente > 40 anos de
Idade de inicio ) )
idade idade
_ Hiperglicemia (podendo
o Cetoacidose 3
Complicacgdes agudas 5 resultar em convulsdes e
Consuncao ) .
coma hiperosmaticos)
Neuropatia Neuropatia
Retinopatia Retinopatia
Complicagdes cronicas Nefropatia Nefropatia
Doenca vascular periférica Doenca vascular periférica
Coronariopatia Coronariopatia
Dispde-se de vérias classes
. . _ de farmacos, incluindo
IntervencGes farmacoldgicas Insulina

insulina se outras formas de

terapia néo tiverem sucesso

Fonte: Adaptado de SHU; MYERS JR; SHOELSON, 2009.

A diabetes mellitus leva a diversas complicacdes cronicas que podem aumentar a
morbidade e morbimortalidade dos pacientes. A complicacdo mais frequente é o prejuizo do
sistema nervoso periférico e autbnomo. As complicacdes a longo prazo da diabetes tipo 1 e
tipo 2 incluem patologias vasculares. Dentre estas complicagfes cronicas se encontram a
aterosclerose prematura, a retinopatia, a nefropatia e a neuropatia. Os mecanismos que
originam estas complicagdes podem resultar de uma combinacdo de hiperglicemia,
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hiperlipidemia e aumento da sinalizacdo inflamatdria no decorrer dos anos. Para a prevencéo
e diminuicdo da ocorréncia destas complicagdes, é necessario manter controlados os niveis de
glicose, através de uma terapia intensiva (SACCO et al., 2007; CORRALES; MENESES,
2012).

1.2 Neuropatia Diabética

A neuropatia diabética € definida como uma lesdo do nervo periférico, somatico ou
autbnomo causada pela diabetes (CARVALHO et al.,, 2010). Alguns pacientes ndo
apresentam sintomas da patologia, enquanto outros podem apresentar diversos sintomas,
como dor, formigamentos e perda de sensibilidade nas méos, bracos, pés e pernas. Além disto,
0s danos nos nervos podem ocorrer em qualquer sistema ou 6rgao do corpo, incluindo o
sistema digestivo, o coracao e orgaos sexuais (NIDDK, 2009).

A prevaléncia da neuropatia diabética pode ser estimada entre 5% e 100% dos
pacientes diabéticos. Essa discrepancia dos resultados acontece, provavelmente, devido a
pequena amostra de pacientes utilizada e aos diferentes critérios e métodos utilizados para
diagnosticar a patologia (DIAS; CARNEIRO, 2000). Geralmente, metade dos pacientes
diabéticos possuem lesdes neuropéticas. Este valor pode aumentar para até 100%, quando
utilizados métodos de diagndstico de maior sensibilidade, como os eletrofisioldgicos
(OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

A prevaléncia da neuropatia diabética aumenta com a evolucdo da diabetes. Pode-se
detectar distdrbios neurol6gicos em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 desde o
diagndstico da doenca, enquanto que em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 os sintomas
normalmente surgem apds cinco anos do diagnéstico da doenca. As maiores taxas de
ocorréncia de neuropatia sdo entre pacientes que possuem diabetes por pelo menos 25 anos. A
incidéncia de neuropatia é significativamente maior ap6s 20 anos de evolucdo da diabetes, se
comparado com pacientes diagnosticados por 10 anos ou menos. Além disto, menos da
metade dos casos de neuropatia sdo sintomaticos, o que dificulta seu diagndstico (DIAS;
CARNEIRO, 2000; NIDDK, 2009; OLIVEIRA; VENCIO, 2016). Os pacientes diabéticos
gue possuem maior risco de apresentar neuropatias incluem aqueles que tém dificuldades em
controlar seus niveis de glicose, possuem colesterol alto, pressao alta e sobrepeso (NIDDK,
2009).

Existem alguns fatores que podem causar a neuropatia diabética. Estes fatores ndo sao

conhecidos com exatiddo, porém existem algumas teorias a este respeito. De acordo com elas,



as causas da neuropatia diabética podem ser metabdlicas, vasculares, autoimunes e outras. Os
fatores metabdlicos estdo relacionados com altos niveis de glicose no sangue, longo tempo de
duracdo da diabetes, colesterol alto e baixos niveis de insulina. Estes fatores alteram o
funcionamento de vias metabolicas, como o metabolismo do poliol e o metabolismo do
mioinositol, desencadeando o processo neuropatico. No caso dos fatores vasculares, hd o
comprometimento da microcirculagdo, o que diminui o fluxo sanguineo nos vasos,
aumentando a resisténcia vascular e reducdo da tensao de oxigénio a nivel endoneural. Isto €,
h& uma deficiéncia de oxigénio e nutrientes que chegam aos nervos, causando danos nervosos.
Fatores autoimunes causam inflamagdes nos nervos, gerando a neuropatia. A neuropatia pode
ser causada, ainda, devido ao fato de que, em pacientes diabéticos, os mecanismos de
reparacao e manutencdo das fibras nervosas se encontram alteradas. Outra possivel causa é a
lesdo mecénica dos nervos, causada pela sindrome do tanel do carpo, por exemplo. Além
disto, o uso de cigarro e alcool também pode contribuir para o aparecimento dos danos
nervosos (DIAS; CARNEIRO, 2000; NASCIMENTO, 2006; CORRALES; MENESES,
2012).

O funcionamento anormal dos nervos, causado pela neuropatia, causa uma variedade
de sintomas, que sdo diferentes de acordo com o tipo de nervo afetado. Alguns pacientes
podem apresentar varios destes sintomas, enquanto outros podem ser assintomaticos. Os
primeiros sintomas sdo, geralmente, dorméncia, formigamento ou dor nas pernas, pés, bracos,
méaos e dedos. Como os danos nos nervos ocorrem ao longo de varios anos, 0s sintomas
podem ndo ser observados nos primeiros momentos. Além dos sintomas iniciais, outros
sintomas de danos nervosos sao: enfraquecimento dos musculos dos pés ou maos; indigestdo,
nausea ou vémito; diarreia ou constipacdo; queda de pressdo apos levantar-se ou sentar-se,
gue causa tonturas ou desmaios; problemas urinarios; disfuncdo sexual; e fraqueza (NIDDK,
2009; CARVALHO et al., 2010; OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

O diagnostico da neuropatia diabética deve ser realizado por meio de uma avaliagdo
clinica cuidadosa, pois a auséncia de sintomas ndo pode ser definida como auséncia de
neuropatia (BOULTON; PEDROSA, 2013). A avaliacdo necessaria para este diagnostico se
baseia na caracterizagdo do quadro clinico, de acordo com os sinais clinicos tipicos e na
realizacdo de testes neuroldgicos. Nos testes neurologicos basicos, sdo aferidas a pressao e a
frequéncia cardiaca, a forca muscular, reflexos tendinosos e sensibilidade a mudancas de
posicdo, vibracdo, temperatura ou luz. Outros testes também podem ser necessarios para o

complemento do diagnostico, como a eletroneuromiografia, que mostra como os musculos



respondem a sinais elétricos transmitidos perto dos nervos, ou estudos de conducao nervosa,
que avaliam a transmissdo de corrente elétrica por um nervo. Estes testes ajudam a determinar
0 tipo e a extensdo do dano nervoso. Além deste, outros testes podem ser utilizados, como
testes da regulacdo autondmica cardiovascular, cintilografias ou tomografia (NIDDK, 2009;
OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

Outro teste importante a ser realizado é o exame dos pés. Este exame inclui a
avaliacdo da pele, musculos, 0ssos, circulacdo e sensibilidade dos pés. O exame dos pés deve
ser realizado anualmente em pacientes diabéticos para verificar se ha sinais de neuropatia
periférica (NIDDK, 2009; CARVALHO et al., 2010).

O tratamento e fator preventivo principal da neuropatia diabética consiste no controle
dos niveis glicémicos. Além disto, é extremamente recomendado uma mudanca no estilo de
vida, pois hipertensdo arterial, dislipidemia e obesidade constituem fatores de risco
cardiovascular. E recomendada a cessacio do tabagismo e da ingestio de bebidas alcdolicas,
bem como a prética de atividades fisicas (BOULTON; PEDROSA, 2013).

Tratamentos adicionais devem ser realizados de acordo com o tipo de nervo afetado e
com os sintomas exibidos pelo paciente. Para o alivio de dores, podem ser utilizados
medicamentos, como antidepressivos e anticonvulcionantes, acupuntura e cremes tépicos,
como capsaicina e lidocaina. Além das dores, outros sintomas apresentados devem ser
tratados individualmente, por meio de terapia medicamentosa, fisioterapia, entre outros. Ha,
ainda, medicamentos que tratam a patogenia da neuropatia diabética, como antioxidantes
(BOULTON; PEDROSA, 2013; OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

A classificacdo da neuropatia diabética pode se dar de acordo com o tipo de nervo
atingido, e cada tipo afeta diferentes partes do corpo. Pode ser: periférica, autondmica,
proximal ou focal. O tipo mais comum de neuropatia diabética, a periférica, atinge cerca de
dois tercos dos pacientes com diabetes (NASCIMENTO, 2006). A neuropatia periférica é
classificada em diferentes tipos. Dentre eles, 0 mais comum é a polineuropatia simétrica
distal, que tambeém é chamada de polineuropatia sensitivo-motora, ou apenas polineuropatia
diabética periférica. Esse tipo de neuropatia normalmente tem inicio lento, onde os sintomas
incluem dorméncia, formigamento ou queimacéo nos tornozelos. Posteriormente, sdo afetados
0S pés e as pernas e, mais tarde, as méos (sensacéo de luvas e botas). Alem disso, pode haver,
ainda, perda da sensibilidade na linha média abdominal, geralmente nos casos mais graves.

Esse tipo de neuropatia pode ser estabilizado e pode até ser percebida uma melhora do



quadro, com o controle rigoroso da glicemia (DIAS; CARNEIRO, 2000; TESFAYE et al.,
2010).

A perda da sensibilidade nos pés, decorrente desse tipo de neuropatia, torna o
diabético mais vulneravel ao trauma fisico e térmico e pode resultar em ressecamento, fissuras
na pele e ulceras penetrantes, dolorosas ou indolores (CARVALHO et al., 2010). Pode haver,
também, a atrofia da musculatura do pé, levando a um desbalanceamento entre a musculatura
flexora e extensora, gerando um aumento na pressao sobre as cabecas dos metatarsos. Ha,
ainda, a possibilidade de sobrecargas articulares, gerando deformidades, luxacdes e
subluxacdes (artropatia de Charcot) (REBOLLEDO, 2005; CORRALES; MENESES, 2012).
Isso pode levar a condi¢do conhecida como “pé diabético”, que envolve a infeccdo, destrui¢do
de tecidos, ulceracdo, deformidades e possiveis amputacdes parciais ou totais do membro
envolvido (REIBER et al., 1999).

1.3 Ulceras Diabéticas

O pé diabético é uma das complicaces mais frequentes da diabetes e pode ser
definido como “infeccdo, ulceracdo e/ou destruicao de tecidos moles associados a alteracdes
neuroldgicas e varios graus de doenga arterial periférica nos membros inferiores” (LIPSKY et
al., 2015).

Assim como na prevencdo de outras complicacfes da diabetes mellitus, é
extremamente necessario que se faca um controle rigido dos niveis de glicose. Além disso, a
cessacdo do tabagismo e a pratica regular de atividades fisicas, como caminhadas, que
promovem uma melhor circulacdo periférica, também sdo medidas de prevencdo importante.
Programas educacionais, que incluem o exame regular dos pés, classificacdo de risco e
educacdo terapéutica, podem reduzir a ocorréncia de lesdes em até 50% (GROSSI, 1998;
SINGH; ARMSTRONG; LIPSKY, 2005; CUBAS et al., 2013).

Os pacientes diabéticos devem ter varios cuidados diarios com os pés. Estes cuidados
incluem: examinar os pés, inclusive entre os dedos, observando se ha calosidades, calos,
bolhas, fissuras, pontos de pressdo ou trauma, encravamento das unhas, cor diferenciada da
pele e qualquer outra anormalidade; lavar os pés com dgua morna corrente e sabonete neutro;
secar cuidadosamente os pés com tecido macio, especialmente entre os dedos; usar creme
hidratante nas pernas e pés, mas nunca entre 0s dedos; ndo aplicar alcool ou outras
substancias que causam ressecamento da pele; cortar as unhas em linha reta, sem deixar

pontas, e lixa-las, se necessario; nunca retirar as cuticulas; utilizar meias de algoddo sem



costura e sem elastico, de preferéncia de cores claras, que auxiliam na visualizacdo de
possiveis lesdes; ndo andar descalco; utilizar calgcados apropriados, que suportam e protegem
0s pés contra traumas mecanicos; ndo utilizar calcados que sejam apertados, de bico fino, e
sandalias abertas de borracha ou plastico; verificar a parte interna dos calcados, para
certificar-se de que ndo ha nenhum objeto ou saliéncia que possa causar lesdo; ndo utilizar
compressas quentes (GROSSI, 1998; CUBAS et al., 2013).

As Ulceras diabéticas podem ser causadas por diferentes fatores, como a neuropatia, a
doenca vascular periférica, traumas e suscetibilidade a infecgdes. A neuropatia é o fator mais
importante e causa perda de sensibilidade, o que aumenta o risco de traumas fisicos ou
térmicos, levando a ulceracdo. Além disso, pode ocorrer um aumento da pressdo plantar,
também diminuindo a sensibilidade e aumentando o risco de lesdes. A ulcera, neste caso, é
chamada de Ulcera neuropatica. A doenca vascular periférica é cerca de duas vezes mais
comum em pacientes diabéticos e atinge principalmente os vasos abaixo dos joelhos. O
decréscimo de fornecimento de sangue aos tecidos, juntamente com a neuropatia, leva a
mudancas atroficas da pele, deixando-a fina e com auséncia de pelos. Essas caracteristicas
tornam o paciente predisposto as ulceragdes, infeccbes e a formacdo de pequenas areas de
gangrena. Cerca de 80 a 90% das lesdes dos pés em diabéticos possuem isquemia, causada
pela doenca vascular periférica. As Ulceras causadas pela doenca vascular periférica sdo
chamadas de isquémicas e as causadas pela doenca vascular periférica concomitantemente a
neuropatia sdao chamadas de neuroisquémicas. Além disso, a hiperglicemia compromete a
atuacdo leucocitaria na destruicdo bacteriana. Desse modo, os pacientes diabéticos tém uma
diminuicdo da resisténcia as infeccBes, agravando ainda mais as lesdes na pele (GROSSI,
1998; SINGH; ARMSTRONG; LIPSKY, 2005; LIPSKY et al., 2006; ALAVI et al., 2014a;
LIPSKY et al., 2015).

Pacientes diabéticos podem desenvolver diversos tipos de Ulceras, que podem estar
infectadas ou ndo. Além disso, Ulceras em estadgio mais grave podem estar acompanhadas de
osteomielite, que é um problema mais complexo e deve ser tratado separadamente. A cura de
uma infecgdo contribui para o processo de cicatrizagdo da Ulcera, mas ndo é o unico fator a ser
considerado (LIPSKY et al., 2006). A cicatrizacdo de uma ferida ndo-diabética ocorre em
quatro etapas: coagulacdo, inflamacéo, migracdo/proliferacdo e remodelamento. Entretanto,
feridas diabéticas podem ser cronicas e sua cicatrizacdo pode ndo respeitar essa ordem de
acontecimentos. Algumas areas de uma ferida cronica podem estar em fases diferentes do

processo de cicatriza¢do, fazendo com que a progressdo a proxima fase ndo ocorra a0 mesmo



tempo, prejudicando o processo de cicatrizacdo. Além disso, a cicatrizagdo de Ulceras
diabéticas pode ficar estacionada na etapa de inflamacdo. O processo de cicatrizacdo de uma
Ulcera diabética pode ser prejudicado, também, por fatores intrinsecos, como a neuropatia e
problemas vasculares, e por fatores extrinsecos, como a infeccdo, que pode aumentar
rapidamente em feridas diabéticas, a formacdo de calosidades e pressdo excessiva nos
membros inferiores. Podem ocorrer, ainda, alteracdes moleculares e celulares no processo de
cicatrizacdo, que dificultam ainda mais a cura das Ulceras diabéticas (FALANGA, 2005;
LADEIRA et al., 2011).

Ademais, é importante levar em conta que 0 processo de cicatrizagdo em pacientes
diabéticos é influenciado pelo tipo de medicacdo utilizada no controle da diabetes. Pacientes
com diabetes do tipo 1 fazem uso de insulina, e pacientes com diabetes do tipo 2 fazem uso de
medicamentos orais, como metformina, sulfoniluréias e outros. Estudos sugerem que estes
medicamentos possuem propriedades anti-inflamatdrias, que tem potencial para ajudar a
diminuir a fase inflamatéria e auxiliar no processo de cicatrizagdo (SALAZAR; ENNIS;
KOH, 2016).

Para realizar o tratamento das Ulceras, é necessario primeiro classifica-las, para que
possam ser tratadas de forma adequada. Existem varios tipos de classificacdes para Ulceras
diabéticas, porém nenhuma delas é unénime. As mais utilizadas sdo a de Wagner-Meggitt e a
da Universidade do Texas. A classificacdo de Wagner-Meggitt classifica as Ulceras em seis
graus, de acordo com a profundidade da ulceragdo (graus 0 — 2), com a presenca e localizacédo
de infeccdo e extensdo da gangrena (graus 3 — 5). A Universidade do Texas classifica as
Ulceras em quatro graus (0 — Ill), de acordo com a profundidade da lesdo e, apds isso,
classifica-as novamente de acordo com a presenga ou auséncia de infeccdo e isquemia (A, B,
C e D). Esse sistema ndo leva em consideracdo o tamanho da ferida (CAVANAGH et al.,
2005; ALAVI et al., 2014a). A classificacdo das Ulceras é importante pois o tipo de lesdo
influencia diretamente no tratamento e chance de cura. Por exemplo, feridas na parte frontal
do pé tém mais chances de cicatrizar do que feridas na parte proximal do pé. Ulceras
localizadas no calcanhar estdo associadas a uma maior chance de amputacdo e maior
dificuldade de cura (ALAVI et al., 2014a).

O tratamento das ulceras deve iniciar com o controle da diabetes. Os niveis de glicose
devem estar controlados, pois altos niveis de glicose estdo associados a uma menor resisténcia
a infeccdo (ALAVI et al., 2014b). Deve-se, também, avaliar a presenga de neuropatia e de

doenca vascular periférica, e tratar essas doencas, a fim de melhorar a vascularizagdo, a
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oxigenacao e a pressdo plantar, o que pode requerer intervencgdo cirurgica (FALANGA, 2005;
DUARTE; GONCALVES, 2011; OBOLENSKIY et al., 2014).

O tratamento da infeccdo das uUlceras deve ser feito por meio de antibioticos, indicados
de acordo com a classificacdo da ferida. Em conjunto com a administracdo de antibioticos,
deve ser feito o tratamento local da Ulcera. A primeira etapa deste tratamento consiste no
desbridamento dos tecidos necroticos e calosidades e a drenagem do pus. O desbridamento
cirurgico é realizado na maioria dos casos, mas os desbridamentos autoliticos, enzimaticos,
mecanicos e bioldgicos também podem ser utilizados. A limpeza da ferida deve ser feita com
agentes com baixa citotoxicidade, como agua e solugdo salina (DUARTE; GONCALVES,
2011; ALAVI et al., 2014b).

O tratamento local das Glceras inclui, além do desbridamento e da limpeza, o uso de
curativos. O objetivo dos curativos € promover uma barreira fisica de protecdo a ferida e,
também, criar um ambiente adequado para a cicatrizacdo. Por exemplo, feridas que contém
exsudato requerem o uso de curativos que possuam poder de absor¢do, como curativos de
alginato de calcio, hidrofibras e espumas. Por outro lado, feridas sem a presenca de exsudato e
gue se encontram secas requerem o uso de curativos que mantém a umidade, como hidroggéis,
ou que impedem a saida de &gua, como curativos acrilicos, hidrocol6ides e filmes. A escolha
do curativo depende do tipo de ferida e do estagio de cicatrizacdo em que a mesma se
encontra, da presenca ou ndo de exsudato, dor, odor e infecgdo. Os curativos devem ser
trocados periodicamente, para que o curativo esteja sempre limpo e para que o progresso da
cicatrizacdo possa seja acompanhado cuidadosamente (ALAVI et al., 2014b; OBOLENSKIY
etal., 2014; LIPSKY et al., 2015).

Outros tipos de tratamento podem ser realizados. Terapias avancadas incluem fatores
de crescimento, terapia por pressdo negativa, oxigenoterapia hiperbarica, terapia de
desbridamento com larvas (terapia Maggot) e peles artificiais (LIPSKY et al., 2006; LIPSKY
etal., 2015).

1.4 Curativos

Desde a antiguidade ja se sabe que as feridas precisam de um ambiente adequado para
a cicatrizacdo. O documento egipcio Ebers Papyrus (1.550 a.C) descreve uma “receita” para o
tratamento de feridas, que consistia na aplicacdo de curativos feitos com fibras vegetais, que
promoviam absorcdo de fluidos, gordura animal, que protegia a ferida contra contaminacao

externa, e mel, que provavelmente era usado por suas propriedades antibacterianas. Na
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Grécia, Galen de Pergamum (120 — 201 d.C.) observou empiricamente que feridas
cicatrizavam mais rapidamente em um ambiente Umido (OVINGTON, 2002; MOUES et al.,
2009).

No século XIX houve uma evolucdo do tratamento de feridas, com a descoberta dos
antibiodticos por Louis Pasteur (1822 — 1895). Com base nos estudos de Pasteur, o cirurgido
inglés Joseph Lister (1827 — 1912) comegou a mergulhar seus instrumentos cirdrgicos e
bandagens em fenol. Com isso, a mortalidade nos hospitais onde trabalhava diminuiram de
50% para apenas 15%. Em 1876, Lister abordou, em uma conferéncia medica, a importancia
de se usar curativos antissépticos no tratamento de feridas. Com isso, 10 anos mais tarde,
comegaram a surgir, nos Estados Unidos, tratamentos de feridas utilizando gaze de algodao
impregnada com uma solucdo de iodo ou outros agentes antissépticos, como metais e
antibidticos (OVINGTON, 2002).

No inicio do século XX, pesquisadores “redescobriram” o fato observado por Galen
séculos antes, de que as feridas cicatrizam mais rapido em ambientes Umidos. Em 1948, Oscar
Gilje percebeu que feridas tratadas com adesivos que promoviam a oclusdo exibiam taxas de
cicatrizacdo muito mais altas do que feridas ndo oclusas. Entretanto, os adesivos utilizados
ndo possuiam poder de absor¢do, 0 que ndo os tornavam curativos praticos. Esse problema foi
resolvido apds a década de 1950, quando as indUstrias téxteis comecaram a produzir fibras
sintéticas a partir de polimeros, como nylon, polietileno, polipropileno, poliésteres, polivinis,
acrilicos e olefinas, que possuem maior poder de absor¢do. Na década de 1960, George
Winter pdde demonstrar que feridas agudas cobertas com curativos oclusivos que retiam
umidade cicatrizavam duas vezes mais rapido do que feridas expostas ao ar (OVINGTON,
2002; FONDER et al., 2008).

A partir das décadas de 1970 e 1980 foram desenvolvidos curativos poliméricos que
sdo utilizados até os dias de hoje. Curativos feitos a partir desses materiais podem ser
fabricados de modo a apresentar as caracteristicas necessarias a cada etapa da cicatrizagdo
(OVINGTON, 2002).

O curativo ideal deve mimetizar as propriedades da pele, favorecendo ao maximo a
cicatrizacdo. Para isso, é importante que 0s curativos apresentem certas caracteristicas:
mantenham ambiente com umidade; removam o excesso de exsudato; permitam isolamento
térmico; permitam a troca gasosa; se adaptem a superficie da ferida; facilitem o

desbridamento, quando necessario; minimizem a formacéo de cicatrizes; protejam a ferida da
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entrada de bactérias; sejam atdxicos e biocompativeis; e sejam ndo aderentes a pele adjacente
a ferida (MOURA et al., 2013; VOWDEN; VOWDEN, 2017).

Um ambiente com umidade ajuda a reduzir o risco de formacao de cicatriz, facilita a
epitelizacdo e a migracdo celular para a ferida. Além disso, muitos pacientes tém diminuicao
da dor local quando séo utilizados curativos que promovem um ambiente imido. Entretanto,
um ambiente excessivamente Umido pode causar a maceracao da pele neoformada ao redor da
ferida. Esse tecido se torna mole, branco e fragil, com uma tendéncia a se desmembrar, o que
pode aumentar o tempo de cicatrizacdo ou até mesmo fazer com que haja maior deterioracéo
da ferida. Portanto, um curativo ideal deve manter a umidade, porém deve também absorver o
excesso de exsudato, promovendo um ambiente ideal para a cicatrizagdo (FONDER et al.,
2008; KOEHLER; BRANDL; GOEPFERICH, 2018).

E necessario que o curativo ideal possua estabilidade mecanica frente a pressdo e
tensdo, para que durante a sua aplicacdo, uso e remocdo, aja como uma barreira contra a
entrada de microrganismos ou corpos estranhos e seja removido sem danificar ainda mais o
tecido. E importante, também, que o curativo possua caracteristicas elasticas, para que se
adapte a superficie da ferida e seja flexivel, permitindo a movimentacdo do paciente. Além
disso, curativos devem ter pouca aderéncia a superficie da ferida e suas adjacéncias, para que
haja a protecdo de tecidos novos durante as suas repetidas trocas (KOEHLER; BRANDL;
GOEPFERICH, 2018).

Devido as diferentes caracteristicas e necessidades de cada estagio de cicatrizacéo e
tipo de ferida, ndo existe um unico tipo de curativo que possa ser aplicado em todas as
situacbes. Uma solucdo para esse problema foi o desenvolvimento de diferentes tipos de
curativos, feitos de diferentes materiais, para que suas caracteristicas quimicas e fisicas sejam
otimizadas a fim de serem aplicados em tipos particulares de feridas (MOURA et al., 2013).

Atualmente, os tipos de curativos mais utilizados em feridas diabéticas sdo: gazes,
hidrocoldides, hidrogéis, espumas, filmes e alginatos (FONDER et al., 2008; MOURA et al.,
2013). A Tabela 2 mostra um resumo desses tipos de curativos, com suas vantagens,

desvantagens e indicacoes.
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Tabela 2 - Resumo dos principais tipos de curativos.

Curativo Vantagens Desvantagens IndicacGes Observagoes

Gazes Baixo custo Causa ressecamento  Feridas Troca a cada 12-24
Acessivel Baixa barreira profundas horas

Hidrocoldides Longo tempo de Opaco Feridas com Pode ser deixado
uso Armazena fluido pouco ou sobre a ferida por
Absorvente Causa moderado até 7 dias ou até
Oclusivo descascamento da exsudato que ocorra
Protege a ferida pele vazamento de
contra Causa mal odor fluido

contaminacgéo

Hidrogéis Retém umidade Pode causar super- Feridas secas Troca a cada 1-3
Facil remocéo hidratacéo Feridas dias
Alivia a dor dolorosas

Espumas Absorvente Opaco Feridas com Troca a cada 3 dias
Oclusivo Causa mal odor pouco ou
Isolante térmico moderado

exsudato

Filmes Retém umidade N&o absorvente Feridas com Pode ser deixado
Transparente Armazena fluido pouco exsudato sobre a ferida por
Semi-oclusivo Causa Curativo até 7 dias ou até
Protege a ferida descascamento da secundario que ocorra
contra pele vazamento de
contaminacdo fluido

Alginatos Super absorvente Prejudicial a pele ao Feridas  com Pode ser deixado

Hemostatico

redor da ferida

moderado  ou
muito exsudato
Hemostasia

leve

sobre a ferida até a
saturacao com

exsudato

Fonte: FONDER et al., 2008.

As gazes sdo, historicamente, o tipo de curativo mais utilizado. Promovem barreira

contra entrada de bactérias e possuem capacidade de absor¢do, porém causam ressecamento

da ferida, o que pode ser prejudicial a cicatrizagdo. Os hidrocoldides sdo curativos que
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absorvem umidade e normalmente compreendem um material suporte, como filmes semi-
permeéveis ou espumas, e uma camada com particulas hidrofilicas/hidrocoloidais que contém
géis biocompativeis feitos de proteinas ou polissacarideos. Quando entra em contato com o
exsudato, esse tipo de curativo absorve os fluidos da ferida, criando um ambiente Umido
propicio a cicatrizacdo. Os hidrogeis sdo sistemas geralmente utilizados para manter um
ambiente com alta umidade e s&o compostos de um ou de mistura de polimeros hidratados, na
forma de gel. Esses polimeros apresentam reticulagdes ibnicas ou covalentes, que determinam
a sua capacidade de intumescer e suas propriedades conformacionais. Esses curativos podem
ser aplicados e removidos da ferida sem causar grande interferéncia no processo de
cicatrizacdo ao redor da ferida. Sdo flexiveis, permeaveis a agua, oxigénio e metabdlitos.
Além disso, muitos pacientes apresentam diminuicdo da dor local ao utilizar hidrogéis, devido
a diminuicdo de temperatura local. As espumas sdo alternativa aos hidrocoldides, para
aplicacdo em feridas com fluxo de exsudato alto ou moderado. Esses curativos sdo altamente
absorventes, e sua capacidade de absorcdo depende, geralmente, do material polimérico e da
espessura da espuma. Além disso, sdo confortaveis e protegem a superficie da ferida. Os
filmes geralmente sdo transparentes, o que facilita a visualizacdo da ferida, sdo duraveis,
confortaveis, de facil manipulac&o, adesivos, semi-permeaveis ao vapor de dgua e ao oxigénio
e impermedveis a liquidos e a contaminagdo bacteriana. Esses curativos podem ser utilizados
apenas em feridas com pouco exsudato ou como uma barreira complementar, utilizada
juntamente a outro tipo de curativo. Os alginatos sdo curativos altamente absorventes, que
podem absorver até 20 vezes o seu peso em fluido. Por isso, sdo utilizados em feridas com
altos ou moderados niveis de exsudato. Quando em contato com o exsudato, formam um gel,
gque mantém um ambiente Umido favoravel a cicatrizacdo (BOATENG et al., 2008; FONDER
et al., 2008; MOURA et al., 2013; VOWDEN; VOWDEN, 2017).

A Figura 1 resume em que etapas de cicatrizacdo das feridas cada tipo de curativo
pode ser aplicado. Durante as diferentes fases de cicatrizagdo, sdo observadas diferentes
caracteristicas das feridas, que podem apresentar tecidos viaveis e inviaveis. Os tecidos
inviaveis sdo tecidos desvitalizados, prejudiciais para o desenvolvimento da ferida. Esse tipo
de tecido inclui a necrose, que é um tecido morto, e a escara, que é um tecido seco, de
coloracéo preta ou marrom, aderido ao leito da ferida. Durante a evolucéo da cicatrizagdo, a
ferida pode apresentar exsudato, que é um liquido rico em proteinas e células, o que requer o
uso de curativos absorventes. As modificacbes que ocorrem no leito da ferida durante o

processo de cicatrizagdo contribuem para que haja o desenvolvimento de tecidos vidveis: o

15



tecido de granulacgdo, que é um tecido imido e rosado, composto por NOVos vasos sanguineos;
tecido conjuntivo, composto de fibroblastos e células inflamatdrias; e o tecido epitelial, que

compreende a epiderme regenerada sobre a superficie da ferida (NIX, 2012).

Feridas
Necrose Escara Exsudato Granulacéo Epitelizacéo
— Hidrogel — Hidrogel — Espuma — Hidrocoldide — Hidrocoldide
— Hidrocoldide — Hidrocoloide — Alginato — Espuma — Espuma
H  Esouma Cureo o
— Alginato

Figura 1 - Tipos de curativos aplicaveis a cada tipo de ferida (MOURA et al., 2013).

1.5 Hidrogéis de Alginato

Alginato ¢ um polimero aniénico natural, que pode ser obtido a partir de algas
marinhas ou de bactérias. Geralmente, o alginato comercial é extraido de algas castanhas,
Phaeophyceae, incluindo: Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica,
Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera, através de tratamento com solucBes basicas
diluidas, como NaOH, que solubilizam o acido alginico presente nas algas. Para obtencéo do
acido alginico livre, a solucdo obtida é tratada com acidos minerais, como HCI. Apds isso, 0
acido alginico pode ser convertido ao seu sal de sodio, que é a sua forma mais utilizada
(TONNESEN; KARLSEN, 2002). Entretanto, o alginato produzido desta forma pode ter uma
grande variabilidade de sua composi¢do, por conta de mudangas climaticas e ambientais
(REMMINGHORST; REHM, 2006).

A obtencdo do alginato por meio de biossintese bacteriana é capaz de gerar um
produto com estruturas quimicas e propriedades fisicas mais bem definidas do que por meio

de algas. O alginato bacteriano é produzido a partir das bactérias Azotobacter e Pseudomonas.
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Sua biossintese geralmente ocorre nas seguintes etapas: sintese do substrato precursor;
polimerizagdo e transferéncia da membrana plasmatica; transferéncia periplasmica e
modificacdo; exportacdo para fora da membrana (REMMINGHORST; REHM, 2006; LEE;
MOONEY, 2012).

O alginato é conhecido como uma familia de copolimeros lineares contendo B-D-
manuronato (M) e a-L-guluronato (G). Sua estrutura pode ser de blocos consecutivos de -D-
manuronato (MMMMM), blocos consecutivos de a-L-guluronato (GGGGG) ou blocos
alternados de p-D-manuronato ¢ a-L-guluronato (MGMGM), como mostra a Figura 2. Ao ser
extraido de diferentes fontes, o alginato pode ter diferentes quantidades de blocos M e G e
diferentes tamanhos de cada bloco, dando origem a mais de 200 tipos de estruturas, que ja sao
produzidas industrialmente. Suas propriedades, como transmitancia, intumescimento e
viscoelasticidade sdo afetadas pela razdo M/G e pela sua massa molar. Quanto maior a
quantidade de blocos M presentes em sua estrutura, mais eldstico é o polimero. Por outro
lado, quanto maior a quantidade de blocos G, maior a rigidez do material e as chances de o
mesmo ser quebradico (TONNESEN; KARLSEN, 2002; LEE; MOONEY, 2012; SILVA,

2014).
COO
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Figura 2 - Estrutura quimica do bloco G, bloco M e bloco alternado (TONNESEN; KARLSEN, 2002).

Na medicina e biomedicina, o alginato é, geralmente, empregado na forma de géis. E

utilizado em curativos, sistemas de liberagdo controlada de farmacos e engenharia de tecidos.
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Hidrogéis sdo definidos como materiais poliméricos reticulados que possuem a habilidade de
intumescer e reter uma quantidade significativa de dgua na sua estrutura, mas que ndo séo
dissolvidos em &gua. Podem ser obtidos por reticulagdo idnica, reticulacdo covalente,
gelificacdo térmica e reticulacdo celular. Dentre esses, 0 tipo mais comum de obtencdo do
hidrogel de alginato é através de reticulacdo idnica (AHMED, 2015, LEE; MOONEY, 2012;
KOEHLER; BRANDL; GOEPFERICH, 2018).

A reticulacdo ibnica do alginato ocorre quando uma solucdo aquosa de alginato €
combinada com uma solucdo contendo agentes reticulantes, como cations bivalentes. Esses
cations possuem maior afinidade aos blocos G do que pelos blocos M, pois se ligam,
principalmente, aos grupamentos —COO" do a-L-guluronato (G) (Figura 3). Portanto, quanto
menor a razdo MJ/G, maior a chance de se obter um hidrogel altamente reticulado
(TONNESEN; KARLSEN, 2002; LEE; MOONEY, 2012; KOEHLER; BRANDL;
GOEPFERICH, 2018).

Poly-Guluronate (G)
Poly-Mannurunate (M)
coQ x* OH
- L X*COQ. oH
o g © __,ﬁfo: HO .
2 ~OH HO © =0
O X+ COO‘ OH
OH COO x* E
5 -
Ca?*
G M G

Figura 3 - Representagdo dos blocos do alginato e sua reacdo de reticulacdo (KOEHLER; BRANDL,;
GOEPFERICH, 2018).

A reacdo de reticulagdo do alginato d& origem a um gel que possui estrutura
tridimensional de acordo com o modelo chamado “egg-box” (Figura 4). Nesse modelo,
cations polivalentes sdo incorporados a estrutura dos blocos de a-L-guluronato do alginato.
Os blocos G da estrutura do alginato adotam uma conformacdo helicoidal, que formam

regides curvadas, dando origem a estruturas complexas. Cations divalentes, como o Ca?*, se
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ligam coordenadamente as carboxilas dessa estrutura, formando o gel (FANG et al., 2007;
LEICK et al., 2010).

HO

O\ /O

Figura 4 - Representagdo da estrutura "egg-box" do alginato de calcio (LEICK et al., 2010).

Os hidrogéis obtidos pela reticulagdo do alginato podem possuir diferentes formas,
incluindo filmes e microesferas, de acordo com o processo realizado para a obtencéo do gel.
Para o preparo de filmes, por exemplo, pode ser utilizada a técnica casting, onde o polimero é
solubilizado em um solvente adequado e posteriormente é adicionado o agente reticulante. A
solucdo obtida é transferida para uma placa suporte e é seca em estufa ou temperatura
ambiente. As microesferas podem ser obtidas por meio da técnica de extrusdo, onde pequenas
gotas da solucdo polimérica sdo colocadas em contato com a solucéo reticulante (CHAN et
al., 2009; TURBIANI; KIECKBUSCH; GIMENES, 2011).

Além da solucdo de alginato e da solucdo contendo cations bi ou trivalentes, podem-se
ainda ser utilizados agentes plastificantes na sintese do hidrogel de alginato. Os plastificantes
atuam diminuindo a interacdo entre as cadeias do polimero e aumentando a mobilidade
molecular, o que torna os filmes mais flexiveis e menos quebradigos. Podem ser utilizados
como plastificantes, por exemplo, sorbitol, glicerol, propileno glicol e polietileno glicol
(SOTHORNVIT; KROCHTA, 2000; VANIN et al., 2005).

Diferentes agentes reticulantes, como Ca?*, Ba®*, Cu?*, Cd?*, Zn?*, Ni?*, Pb?*, Sr?*,

AIP*, Fe®* etc. podem ser empregados na reticulagio do alginato, gerando hidrogéis com
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diferentes propriedades. Quando o ion utilizado possui carga +1, sdo formados filmes sollveis
em agua. Quando sao utilizados ions com carga +2 ou +3, os filmes formados sdo insoluveis.
Um dos agentes reticulantes mais utilizados é o cation Ca?*, que forma o alginato de calcio. O
alginato de calcio, assim como o de sddio, é ndo toxico e biocompativel e, portanto, pode ser
utilizado em aplicagdes farmacéuticas, cosméticas e alimenticias (TONNESEN; KARLSEN,
2002; PAPAGEORGIOU et al., 2010; LEE; MOONEY, 2012; SILVA, 2014).

No caso dos curativos, os hidrogéis de alginato sdo utilizados devido a sua capacidade
de absorver grandes quantidades de exsudato de Ulceras e facilitar o desbridamento. Por isso,
séo utilizados em feridas exsudativas ou com escara. Quando em contato com sangramentos,
os fons Ca?" presentes fazem com que esses curativos exibam um efeito hemostatico. Além
disso, o alginato pode auxiliar no processo de cicatrizacdo, aumentando a migracédo celular, a
angiogénese e a producdo de colageno tipo I, e reduzindo a concentracdo de citocinas pro-
inflamatérias nas feridas (MOURA et al.,, 2013; LIAKOS et al., 2014; VOWDEN,;
VOWDEN, 2017; KOEHLER; BRANDL; GOEPFERICH, 2018).

Os curativos de alginato podem ser encontrados na forma de cordas ou blocos e podem
ser utilizados em ulceras infectadas e ndo infectadas. Sdo nao-aderentes e, por isso, precisam
de um curativo secundario, como espumas ou hidrocoldides, que auxiliam sua fixacdo e
evitam que o alginato seque. Caso a ferida esteja infectada, € necessario que o curativo
secundario seja ndo-oclusivo. Esses curativos podem ser removidos facilmente de Ulceras.
Dependendo de sua viscosidade, podem ser removidos intactos ou com o auxilio de irrigacédo
com soro fisioldgico. Entretanto, é necessario que algumas medidas de protecdo sejam
tomadas. Devido a sua alta capacidade de absorver fluidos, é possivel que haja maceracdo da
pele ao redor da ferida. Para evitar esse problema, o curativo deve ser cortado com o formato
da ferida e ndo deve ser aplicado nas suas adjacéncias (FONDER et al., 2008; VOWDEN;
VOWDEN, 2017).

Novos curativos tém sido desenvolvidos, com a adicdo de farmacos, formando
sistemas de liberacdo controlada. A droga ou componente ativo é aprisionada na estrutura do
alginato de célcio e e lentamente liberada conforme o alginato é exposto a condicGes
ambientais determinadas. Além dos filmes, os hidrogéis de alginato obtidos na forma de
microesferas, que podem ou néo ser recobertas com outro material, também s&o utilizadas em
sistemas de liberacdo controlada de farmacos, principalmente para aplicacdo oral
(REMMINGHORST; REHM, 2006).
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1.5.1 Producéo de filmes de alginato de calcio

Os filmes de alginato podem ser produzidos pela gelificacdo do alginato de sodio,
dando origem a um gel de alginato de célcio, por exemplo, dependendo do agente reticulante
utilizado. No caso do alginato de calcio, essa gelificacdo ocorre de forma instantanea, quando
sdo adicionados ions célcio a uma solucdo de alginato de sddio. Dessa forma, se torna
impossivel 0 manuseio do gel e 0 mesmo ndo pode ser vertido em um suporte para secagem e
formacéo de um filme homogéneo (TURBIANI, 2007).

Para evitar esse problema, pode-se utilizar sais de célcio de baixa solubilidade. Nesse
caso, um sal de célcio de baixa solubilidade é disperso em uma solucdo de alginato e,
subsequentemente, ions de calcio sdo homogeneamente liberados nesta solugdo. Assim,
enquanto os ions liberados interagem com o polimero, mais sal sera solubilizado, dando
origem a um gel homogéneo, que pode ser utilizado na confeccdo de filmes. Os efeitos de pH
e temperatura devem ser considerados, para o controle da gelificagdo do polimero
(TURBIANI, 2007; TURBIANI; KIECKBUSCH; GIMENES, 2011).

Outra opc¢do consiste na difusdo de ions célcio no interior da solucdo de alginato.
Dessa forma, ions célcio sdo colocados em contato com o alginato, gerando rapidamente um
gel na interface. Ao longo do tempo os ions célcio difundem atraves dessa interface,
prosseguindo com a gelificacdo. Ao final do processo, o gel formado pode ser vertido em um
suporte para secagem e formacdo do filme. O filme formado é sollvel em agua e pode ser
necessaria uma nova etapa de reticulacdo para a formacdo de um filme insolavel. (ZACTITI,
2004; TURBIANI, 2007; PACHECO, 2016).

1.6 Carreadores de FArmaco

Carreadores de farmaco sdo sistemas micro ou nanoestruturados que promovem a
liberacdo de farmacos de forma controlada. Enquanto as terapias convencionais de
administracdo de farmacos tém o objetivo de liberar rapidamente o agente ativo ou
terapéutico, os carreadores de farmacos tém o intuito de liberar o agente mais lentamente e
durante um maior periodo de tempo. Em terapias convencionais, a concentracdo de farmaco
na corrente sanguinea aumenta rapidamente até atingir um pico de dissolucéo e, apos isso,
declina. Para manter sua concentracao, € necessaria a administragdo de uma nova dose, que
gera um novo pico de concentracdo da droga. Por outro lado, em terapias com liberacao

controlada ndo séo gerados esses picos, a concentracdo de farmaco a ser liberada na corrente
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sanguinea pode ser continua e uma Unica dose pode ser utilizada durante um periodo de tempo
prolongado (Figura 5) (CUNHA, 2009; BIZERRA,; SILVA, 2016).

500 A = Liberagao controlada
B = Terapia Convenciaonal T

nivel toxico

nivel desejavel

nivel ineficaz

Nivel plasmatico do material ativo ng/cms3

0 1 1 ! 1 al & ‘

Tempo

Figura 5 - Comparagdo das variagfes de concentracdo de farmacos administrados por liberagdo controlada (A) e
por terapia convencional (B) (BIZERRA; SILVA, 2016).

Os picos de concentracdo da droga criados na administracdo convencional sao
indesejaveis, pois altas concentracBes podem ser tdxicas, enquanto baixas concentragdes
podem ser ineficazes. Para contornar esse problema, podem ser utilizados sistemas de
liberacdo controlada. As vantagens de utilizacdo dos sistemas de liberacdo controlada
incluem: maior controle da liberacdo do principio ativo; reducdo da possibilidade de
existéncia de doses toxicas ou ineficazes; monitoramento dos niveis de farmaco no sitio de
aplicacdo; obtencédo de altas doses locais de farmaco, quando comparadas com 0s niveis apds
aplicacdo oral; e reducéo do intervalo de dosagens (BIZERRA; SILVA, 2016).

Os principais sistemas de carreadores de farmacos incluem nano e microparticulas
poliméricas, lipossomas, ciclodextrinas, dendrimeros, biocompdsitos e MOFs (Metal Organic
Frameworks). As microparticulas poliméricas sdo carreadores de farmaco que possuem
formato esférico, com diametro na escala micrométrica (entre 1 e 1000um), que incluem as
microcapsulas e as microesferas (Figura 6). As microcapsulas, também chamadas de sistemas
reservatorio, sdo microparticulas que possuem um nucleo que contém o farmaco, delimitado
por um outro material, como um polimero. O nicleo das microcapsulas pode ser sélido,

liquido ou gasoso. Por outro lado, as microesferas, também chamadas de sistemas matriciais,
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sdo microparticulas compostas por uma mistura homogénea de uma substancia ativa e um
polimero ou outra matéria-prima (SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003; CUNHA, 2009;
CAMPOS et al., 2013).

@OMH® @

Microcapsula Microcapsula Microcapsula Microcapsula Microesfera
(nacleo sdélido) (nucleo ndo-sélido) (cargasodlida  (carganao-sélida (mistura homogénea
micro/ nano) micro/ nano) da matrize do agente

encapsulado)
| J
l |
Sistemas do tipo reservatério Sistema
matricial

Figura 6 - Diferentes categorias de microparticulas (CAMPOS et al., 2013).

O mecanismo de liberagdo de drogas de microcapsulas e microesferas pode ocorrer
por difusdo, erosdao ou acdo de solventes. No caso da difusdo, ambos os tipos de sistema
permitem a difusdo da droga pelo hidrogel, conforme seus poros sdo preenchidos com fluidos.
A liberacdo da droga de um reservatorio por difusdo € realizada segundo uma taxa constante,
que é possibilitada pela alta concentragdo de droga no centro do sistema (Figura 7) (CALO;
KHUTORYANSKIY, 2015; BIZERRA; SILVA, 2016).

)
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Hidrogel ® Hidrogel ® °
o ©
Reservatorio é

Reservatorio

da droga Tempo & da droga
o
©
° [+
°
©
. °

Difusdo da droga
do reservatoério pela
membrana de hidrogel

Figura 7 - Esquema de liberagéo da droga por uma membrana de hidrogel em um reservatério (CALO;
KHUTORYANSKIY, 2015).
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A liberacdo da droga de sistemas matriciais, diferente dos reservatorios, ndo apresenta
uma taxa constante. A taxa inicial de liberacdo, neste caso, é proporcional a raiz quadrada do
tempo de contato do polimero com o ambiente que promove um gradiente de concentracdo
(Figura 8) (CALO; KHUTORYANSKIY, 2015; BIZERRA; SILVA, 2016).

Hidrogel e — Hidrogel e
droga dispersa Tempo

droga dispersa

Difuséao da droga
° da matriz contendo
a droga dispersa

Figura 8 - Esquema de liberagéo da droga por uma matriz de hidrogel (CALO; KHUTORYANSKIY, 2015).

A liberacdo de farmacos por erosdo ocorre por meio da degradacdo da matriz, e a taxa
de liberacdo é dependente do tipo de polimero utilizado. No processo de liberagcdo por
ativacdo por solvente, as cadeias poliméricas sdo quebradas pela clivagem de suas ligacbes
intermoleculares, liberando o fArmaco durante essa degradacao (BIZERRA; SILVA, 2016).

1.6.1 Producdo de microparticulas de alginato

As microparticulas de alginato podem ser produzidas por diversas técnicas, incluindo
extrusdo (gelificacdo ionotropica ou por difusdo), coacervacdo, emulsdo e spray drying
(secagem por aspersdo). Dentre elas, destaca-se a técnica de extrusao, por ser uma técnica
simples, de baixo custo e favoravel a aplicacdes clinicas (AGUERO et al., 2017).

Na técnica de extrusdo (Figura 9), uma solugdo de alginato, contendo ou ndo um
agente ativo, € extrudada através de um capilar e é deixada escapar pelo bocal na forma de
gotas, sob acdo da forca gravitacional ou por influéncia externa. Essas gotas entram em
contato com uma solugéo reticulante, que pode conter fons Ca?* ou outros cétions, onde
ocorre a gelificacdo superficial do alginato por meio da difuséo do agente reticulante rumo ao
centro do gel, formando as microparticulas. Essa técnica é considerada simples, pois 0s
equipamentos necessarios para sua aplicagdo laboratorial sdo apenas seringas ou buretas, e
para aplicacdo industrial, bombas (SACCHETIN, 2009; CHAN et al.,, 2009; LEE;
RAVINDRA; CHAN, 2013).
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Figura 9 - Esquema de producéo de microparticulas por extrusdo (SACCHETIN, 2009).

Durante o preparo das microparticulas é importante que alguns parametros sejam
fixados, para que todas as particulas formadas tenham o mesmo formato e tamanho. Dentre
esses parametros se destacam as propriedades fisicas do alginato, como densidade e
viscosidade da solucdo e razdo de blocos M/G; o diametro da agulha utilizada e a velocidade
de agitacdo do banho reticulante, que influenciam no tamanho da particula; a distancia de
coleta da gota e a velocidade de contato entre a gota e a solucdo reticulante, que afetam o
formato da particula (CHAN et al., 2009; LEE; RAVINDRA; CHAN, 2013).

1.7 Farmacos Para o Tratamento de Ulcera Diabética

Durante o tratamento das Ulceras diabéticas deve ser realizado o controle da infec¢éo.
Para isso, sdo utilizados antibioticos e agentes antimicrobianos, que sdo indicados conforme o
tipo de microrganismo presente nas feridas. Para facilitar o controle e a aplicacdo adequada
desses farmacos, curativos podem ser utilizados como sistemas de liberacdo controlada. A
aplicacdo local de antibioticos nas Ulceras é preferivel, em compara¢do com a administracao
oral, pois ha menor possibilidade de desenvolvimento de bactérias resistentes aos antibioticos
em questdo. Em adicdo, o uso de baixas doses de antibidticos incorporados aos curativos
reduz consideravelmente o risco de toxicidade dessas drogas. Além disso, a aplicagéo local
reduz o risco de ineficiéncia no tratamento oral devido a mé circulacdo sanguinea nos
membros inferiores, que esta frequentemente presente em pacientes com Ulceras diabéticas
(BOATENG et al., 2008; LABOVITIADI; LAMB; MATTHEWS, 2012; ALAVI et al.,
2014b; POWERS et al., 2016).
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O efeito da droga a ser aplicada pode ser prolongado com a aplicacdo local por meio
de curativos que permitem sua liberagdo continua. Além disso, a liberagdo controlada permite
que os curativos possam ser deixados por um maior periodo de tempo em contato com a
ferida, sem a necessidade de trocas frequentes. Tem-se assim vantagem para o tratamento de
Ulceras crbnicas, onde os pacientes passam por longos periodos de tratamento, diminuindo as
trocas de curativos que podem ser dolorosas (BOATENG et al., 2008).

Um dos tipos de curativos mais utilizados para a liberagdo controlada de farmacos séo
os hidrogéis. A liberacdo de farmacos a partir de hidrogéis é controlada por diferentes
processos fisicos: hidratagdo do polimero pelo exsudato; intumescimento para formacéo de
gel; difusdo da droga pelo gel; e possivel erosdo da parte gel do polimero (Figura 10). Quando
0 curativo seco entra em contato com ferida exsudativa, esse exsudato penetra na matriz
polimérica, causando a hidratacdo e o intumescimento do polimero, que forma um gel sobre a
superficie da ferida. O gel formado atua como um sistema de liberacdo controlada. A
liberacdo da droga pode se dar por diferentes mecanismos, como: difusdo controlada,
intumescimento controlado, quimicamente controlado e liberacdo sensivel ao ambiente
(BOATENG et al., 2008; CALO; KHUTORYANSKIY, 2015; BOATENG; CATANZANO,
2015).

Figura 10 - Representacdo esquematica do movimento do exsudato para interior do hidrogel e da droga para seu
exterior durante a aplicacdo sobre uma Ulcera (BOATENG; CATANZANO, 2015).
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Os farmacos a serem utilizados no tratamento da infec¢do de Ulceras deveriam ser
determinados de acordo com os patégenos encontrados no local. Todas as feridas abertas sdo
colonizadas por diversos microrganismos e, por isso, as infec¢des geralmente ndo podem ser
facilmente definidas microbiologicamente. Frequentemente, feridas diabéticas agudas sédo
colonizadas apenas por bactérias Gram-positivas do tipo cocos. Entretanto, a maior parte das
Ulceras diabéticas sdo cronicas. Essas Ulceras sdo colonizadas por diferentes tipos de
microrganismos, em especial por Staphylococcus aureus. Além deste, podem ser encontrados
Streptococcus hemoliticos dos grupos A, C, G e especialmente do grupo B, varios
Enterobacteriaceae, anaerdbios obrigatdrios, Pseudomonas aeruginosa, espécies de
Enterococcus e, algumas vezes, bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras. Dentre estas,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus ndo precisam de tratamento. Porém, 0s outros
patdgenos encontrados devem ser controlados pelo uso de antibidticos (CAVANAGH et al.,
2005; LIPSKY et al., 2006; PAPANAS; MALTEZQOS, 2007; FONDER et al., 2008). A
Tabela 3 mostra um resumo dos tipos de patdgenos que podem ser encontrados em cada tipo

de ferida.
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Tabela 3 - Patdgenos associados a diversos tipos de Ulceras infectadas.

Tipo de Ulcera infectada

Patogenos

Ulcera “fechada”, com a presenca de celulite

Staphylococcus aureus e Streptococcus -

hemoliticos®?

Ulcera infectada sem uso prévio de

antibidticos®

Staphylococcus aureus e Streptococcus -

hemoliticos®?

Ulcera cronica infectada ou Ulcera infectada

com uso prévio de antibioticos®

Staphylococcus aureus, Streptococcus -

hemoliticos e Enterobacteriaceae

Ulcera macerada devido ao excesso de
fluidos®

Pseudomonas aeruginosa (geralmente em

combinagdo com outros microrganismos)

Ulcera crénica, de longa duracdo, com uso

prévio de antibidticos de grande

espectro®d

Cocos aerobios Gram positivos

(Staphylococcus aureus, Enterococcus e
Staphylococcus  coagulase  negativa),
difteroides, Enterobacteriaceae, espécies
Gram-

de Pseudomonas, bastonetes

negativos ndo  fermentadores e,

possivelmente, fungos

Ulcera com necrose extensa ou gangrena,

com mal odor®

Misturas de cocos Gram  positivos
anaerébios, incluindo Enterococcus,
Enterobacteriaceae, bastonetes Gram-

negativos ndo  fermentadores e

anaerobios obrigatorios

aGrupos A, B, CeG.
b Geralmente monomicrobiana.

¢ Geralmente polimicrobiana.

d Espécies resistentes a antibi6ticos s&o comuns.

Fonte: LIPSKY et al., 2006.

Para o controle dos patdgenos encontrados nas Ulceras podem ser utilizados
antibidticos e antimicrobianos locais, orais, parenterais ou intravenosos. Cada tipo de
aplicacdo esta relacionado a gravidade da infeccdo. Os antibioticos locais ou tdpicos, que
podem ser aplicados por meio de sistemas de liberacdo controlada, mais utilizados incluem:

neomicina, bacitracina, mupirocina, metronidazol, derivados de prata, e gentamicina, sendo a
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neomicina um dos mais utilizados no tratamento de Ulceras diabéticas (POWERS et al., 2016;
FONDER et al., 2008; KAVITHA et al., 2014).

A neomicina é um antibidtico do tipo aminoglicosideo natural complexo. E
apresentada sob a forma de sulfato de neomicina. E sol(vel em agua e mantém sua eficiéncia
em solugbes aquosas e outros veiculos. Possui acdo sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo Escherichia coli, Proteus, Klebsiella e Enterobacter, e algumas
microbactérias, porém possui pouca acdo contra Pseudomonas aeruginosa. Sua absorcdo pelo
organismo é baixa, fazendo com que haja um acumulo do farmaco na superficie da ferida,
quando aplicado por via tépica. Além disso, deve ser utilizada de acordo com orientacéo
médica, somente durante o tempo em que haja infeccdo, pois seu uso prolongado pode causar
reacOes alérgicas, incluindo riscos de toxicidade renal e auditiva. Seu uso tépico pode ser
realizado isolado ou em combinacdo com outros antibidticos ou outros farmacos. Uma das
suas apresentagdes mais comuns é a combinacdo de neomicina e bacitracina, na forma de
pomadas (TAVARES, 2014; ROBERTSON; MAIBACH, 2014; DECK; WINSTON, 2014,
JABEEN et al., 2017).

Antibioticos topicos sdo preferiveis em casos de Ulceras superficiais contaminadas,
pois atacam diretamente o foco bacteriano e diminuem a chance de ocorrer resisténcia
bacteriana. Entretanto, a resisténcia bacteriana pode ocorrer mesmo com o uso de antibi6ticos
topicos e, por isso, seu uso deve ser suspenso quando a Ulcera estiver limpa e livre de infecgéo
(POWERS et al., 2016; FONDER et al., 2008; KAVITHA et al., 2014). Assim, sempre que
possivel, o uso de antibioticos deve ser utilizado em conjunto ou substituido por antissépticos,
que diminuem a incidéncia de resisténcia microbiana (ROBERTS; LEAPER; ASSADIAN,
2017).

Uma alternativa ao uso de antibiéticos € a utilizacdo de produtos naturais no combate a
infeccdes. Plantas e outras classes de produtos naturais tém sido alvo de diversos estudos que
visam identificar sua acdo bacteriana, fungicida, antiviral, anti-inflamatdria e antioxidante.
Além dos extratos e 0Oleos essenciais de plantas, a propolis é um dos produtos naturais que
possuem acgdo antimicrobiana e cujas propriedades e aplicacbes tém sido estudadas
(DUARTE, 2006; PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011).

A propolis € uma mistura complexa de substancias resinosas, gomas e balsdmicas, de
consisténcia, textura e coloracio variada. E coletada por abelhas a partir de diversas partes de
plantas, como bot0es, florais, brotos e exsudatos resinosos, que a utilizam como uma “arma

quimica” contra a entrada de patégenos nas colmeias. Devido ao fato de ser uma mistura de
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substancias naturais, sua composi¢do quimica é muito variada, porém apresenta tipicamente
resinas (50%) compostas por flavonoides e &cidos fenodlicos, graxas (30%), 6leos essenciais
(10%), pblen (5%) e outros compostos organicos variados (5%). Possui a¢do anti-inflamatoria
e bacteriostatica, podendo ser bactericida em altas concentracdes. Sua ac¢do antibacteriana se
da pela presenca de compostos fendlicos, flavonoides, &cidos fenolicos e ésteres. Dentre
esses, 0s flavonoides estdo presentes em maior quantidade. Estudos realizados por
Kalogeropoulos et al. (2009) e Zeighampour et al. (2014) indicam que extratos alcoolicos de
prépolis sdo eficientes no combate a bactérias Gram positivas, como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, e Listeria monocytogenes, e a bactérias Gram
negativas, como Escherichia coli, Escherichia cloacae, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa. A prépolis pode ser utilizada no tratamento de mau halito, eczema,
ulceras, infeccBes urinarias, infecgdes na garganta, inflamacao, doencas do coracdo, diabetes e
cancer e pode ser apresentada na forma de cremes dermatoldgicos, logdes, tabletes, capsulas,
gomas de mascar, pastas de dentes e enxaguantes bucais (JULIANO; PALA; COSSU, 2007;
PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011; TORLAK; SERT, 2013; BODINI et al., 2013).
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2 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo abordados os materiais e equipamentos utilizados, bem como a
metodologia de preparo dos filmes e microparticulas e as técnicas de andlise utilizadas. A
Figura 11 mostra o fluxograma de atividades desenvolvidas neste trabalho.

| Atividades |

;'—/

3. Caracterizagdo

1. Testes . Preparo dos 4. Estimacéo de

Preliminares Filmes Parametros

T, P — F——— P —
3.1. Distribuigdo de
1.1. Microparticulas 2.1. Sem Farmaco tamanho de 3.6.FTIR
particulas
e e e e
Ty Ty Y —
. 2.2. Carregado com ) 3.7. Ensaio de
1.2. Filmes Neomicina 3.2. Aspecto visual intumescimento
e e e -/
T, P ——— Y —
1.3. Filmes com 2.3. Carregado com 3.3. MEV 3.8. Permeagdo
Microparticulas Prapolis - microbiana
e e e -/
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1.4. Filmes e
Microparticulas 34. Espessura dos 3.9. TGA
Carregados
e e -/
Y —
3.10. Ensaio de
3.5. DRX resisténcia a tragao
e -/

Figura 11 - Fluxograma de atividades realizadas.

Inicialmente, foram realizados testes no preparo dos filmes e microparticulas
carregados ou ndo com farmaco natural ou sintético, com o objetivo de ajustar a forma de
preparo e a concentracdo de farmaco. Apos isso, foram preparados os filmes sem farmaco,
carregados com neomicina ou com prépolis, e carregados com microparticulas de acordo com
0 planejamento experimental realizado, € os mesmos foram caracterizados por meio de
analises de distribuicdo do tamanho de particulas, aspecto visual dos filmes, Microscopia
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Eletronica de Varredura (MEV), espessura dos filmes, Difracdo de Raios X (DRX),
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), grau de
intumescimento, fracdo gel e perda de massa, permeacdo microbiana, Analise
Termogravimétrica (TGA) e ensaio de resisténcia a tracdo (tensdo e deformacao na ruptura).

Por fim, foi realizada uma estimacao de parametros.

2.1 Planejamento Experimental

Os experimentos realizados neste trabalho foram definidos de acordo com o
planejamento experimental fatorial completo do tipo 22, ou seja, dois fatores em dois niveis,
com triplicata no ponto central. A Figura 12 mostra a correlagdo entre esses fatores

(quantidade de microparticulas e tipo de farmaco) e seus niveis.

Quantidade de Tipo de farmaco

microparticulas

Figura 12 - Correlagéo entre a quantidade de microparticulas e o tipo de farmaco.

De acordo com o planejamento realizado, foram preparados 10 filmes (Tabela 4). Os
filmes foram produzidos com combinacdo entre a quantidade de microparticulas (0 ou 50%
em massa de polimero) e do tipo de farmaco: natural (prépolis) ou sintético (sulfato de
neomicina). Foram preparados seis filmes com a condi¢do do ponto central (experimentos 5 a
10), com 25% de massa de polimero substituidos por microparticulas, sendo trés filmes com o
farmaco natural e trés com o farmaco sintético. Todos esses filmes e microparticulas foram
carregados com um dos tipos de farmaco. Além dos filmes carregados, foi preparado um

filme sem microparticulas e sem farmaco, chamado branco, para comparagéo.
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Tabela 4 - Planejamento experimental 22,

Numero do Quantidade de Tino de Fa

Experimento  Microparticulas ' 'P0 C¢ " armaco
1 0% Natural
2 50% Natural
3 0% Sintético
4 50% Sintético
5 25% Natural
6 25% Sintético
7 25% Natural
8 25% Sintético
9 25% Natural
10 25% Sintético

2.2 Microparticulas
As microparticulas utilizadas neste trabalho foram preparadas pela técnica de extrusao,
de acordo com o estudo realizado por Lee, Ravindra e Chan (2013). Para isso, foram

utilizados alginato de sodio (Sigma-Aldrich) e cloreto de célcio (Sigma-Aldrich).

2.2.1 Preparo das microparticulas sem farmaco

Para o preparo das microparticulas sem farmaco, uma solucdo de alginato de sédio
1% m/v foi preparada por meio da solubiliza¢do de 0,1 g de alginato de sédio em 10 mL de
agua deionizada. Apods isso, essa solucdo foi gotejada em 150 mL de solugdo de cloreto de
calcio 0,15 mol/L, chamada solucdo reticulante, com o auxilio de uma seringa extrusora e
uma agulha hipodérmica 26G (BD PrecisionGlide™), com didmetro interno de 0,45 mm. Foi
utilizada agitacdo magnética durante a extrusdo das particulas, para evitar a agregacao das
mesmas e para favorecer a homogeneidade da reacdo de reticulacdo (SMRDEL; BOGATAJ;
MRHAR, 2008; LEE; RAVINDRA; CHAN, 2013).

As particulas formadas foram deixadas em contato com o banho reticulante por
5 minutos e, apo6s isso, foram coletadas com o auxilio de uma peneira. Apds preparadas, as
microparticulas foram estocadas em solugdo de cloreto de calcio 0,045 mol/L até sua
utilizacdo. O esquema experimental utilizado para a extrusdo das microparticulas estd

representado na Figura 13.
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Figura 13 - Representacdo esquematica da etapa de extrusdo das microparticulas.

2.2.2 Preparo das microparticulas contendo proépolis

As microparticulas contendo extrato de propolis verde (doacdo da Prof. Rosane Nora
Castro, PPGQ/UFRRJ) foram preparadas de forma semelhante as microparticulas sem
farmaco. Neste caso, 0,1 g de alginato de sodio foi dissolvido em 9 mL de agua deionizada.
Apbs isso, foi adicionado a solucdo 1 mL de extrato de prépolis, ou seja, 10% da agua
utilizada na solubilizacdo do alginato de sédio foi substituida pelo extrato de prépolis. A
seguir, as microparticulas foram obtidas por extrusdo com o auxilio de uma seringa provida de
uma agulha 26G e deixadas em contato com 150 mL da solucdo reticulante durante 2 minutos
e em seguida coletadas com o auxilio de uma peneira. O tempo de reticulacdo utilizado foi
menor do que o anterior para evitar que houvesse a liberacdo dos componentes da prépolis no
banho reticulante (DEAT-LAINE et al., 2012). Neste caso, as microparticulas foram
utilizadas logo apds o seu preparo, ndo sendo possivel seu armazenamento em solucdo

estoque.

2.2.3 Preparo das microparticulas contendo neomicina

Para o preparo das microparticulas contendo sulfato de neomicina (Sigma-Aldrich) foi
utilizada uma solucgdo 0,01% m/v de sulfato de neomicina para a dissolugdo do polimero. A
concentracdo da solucdo utilizada esta de acordo com a metodologia proposta por Nitanan et
al. (2013): inicialmente foi preparada a solugdo 0,01% m/v de sulfato de neomicina pela
solubilizacdo de 10 mg deste reagente em 100 mL de &gua deionizada. Em seguida, 10 mL

desta solucdo foram utilizados para dissolver 0,1 g de alginato de sodio. A solucdo obtida foi
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gotejada em 150 mL de solugdo reticulante de cloreto de célcio 0,15 mol/L, novamente com o
auxilio de seringa e agulha 26G. As particulas formadas foram deixadas em contato com o
banho reticulante por 2 minutos e foram coletadas com o auxilio de peneira. Assim como as
microparticulas carregadas com propolis, as microparticulas carregadas com neomicina nao

foram armazenadas em solucdo estoque, para evitar a liberacdo indesejada do farmaco.

2.3 Filmes

Os filmes deste trabalho foram preparados pela técnica casting, segundo as
metodologias propostas por Zactiti (2004) e Pacheco (2016). Foram preparados filmes
conforme o planejamento experimental descrito na Tabela 4. Para isso, foram utilizados
alginato de sodio (Sigma-Aldrich), cloreto de calcio (Sigma-Aldrich) e glicerol P.A. (Vetec).

2.3.1 Preparo dos filmes sem microparticulas e sem farmaco

Os filmes de alginato sem a presenca de microparticulas e fairmaco foram preparados
pela técnica casting, onde uma solucdo filmogénica é aplicada em um suporte e,
posteriormente, o solvente é evaporado (TURBIANI; KIECKBUSH, 2011). Os filmes foram
preparados em duas etapas.

Na primeira etapa, chamada de primeiro estagio de reticulacdo, ocorre a produgdo de
um filme com baixo grau de grau de reticulagdo. Para sua producdo, uma solugédo foi
preparada pela dissolucdo de 0,6g de alginato de sddio e 0,369 de glicerol, que age como um
agente plastificante, em 60 mL de agua deionizada. A esta solucgdo, sob agitacdo magnética a
70°C, foram lentamente adicionados 4,5 mL de solucgdo reticulante de cloreto de calcio 0,045
mol/L, em uma vazdo de 1 mL/min. Aliquotas de 30 mL da solu¢do filmogénica obtida foram
transferidas para placas de vidro de 9 cm de diametro e foram secas em estufa a 50° C por
20 h, dando origem aos filmes de primeiro estagio.

Na segunda etapa, chamada de segundo estagio de reticulacdo, ocorre a reticulacéo
complementar dos filmes. Os filmes de primeiro estagio secos sdo imersos por 30 minutos em
50 mL de uma solucdo de cloreto de calcio 0,045 mol/L a qual s&o adicionados 2,5 mL de
glicerol e 5 gotas de ciclopirox olamina 10 mg/mL (antifungico). Em seguida, os filmes sdo
lavados com &gua deionizada para a remogéo do excesso de ions calcio, secos em temperatura
ambiente por dois dias, removidos da placa de vidro e guardados para posterior

caracterizacao.
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2.3.2 Preparo dos filmes sem microparticulas e com farmaco

O preparo dos filmes sem microparticulas e com farmaco, extrato de propolis ou
sulfato de neomicina, seguiu o procedimento anteriormente descrito, com a adi¢cdo de farmaco
nos dois estagios de reticulacao.

Para o caso do extrato de propolis, 10 % da &agua deionizada utilizada para a
solubilizacdo do alginato de sddio e do glicerol foram substituidos por extrato de propolis e
seguiu-se com o preparo dos filmes de primeiro estdgio normalmente. Apds seco, esse filme
passou pelo segundo estagio de reticulacdo, conforme descrito anteriormente, exceto que,
nesse caso, 10 % da agua deionizada utilizada no preparo da solucdo de cloreto de célcio
0,045 mol/L foi substituida por extrato de prépolis e essa solucéo foi utilizada para a imersao
dos filmes de primeiro estagio, dando origem aos filmes de segundo estagio.

Para o caso do sulfato de neomicina, a 4gua deionizada utilizada para a dissolucéo do
alginato de sédio dos filmes de primeiro estagio foi substituida por uma solucéo de sulfato de
neomicina 0,01 % m/v. A mesma solugdo foi utilizada para a solubilizacdo do cloreto de

calcio para o preparo da solucdo utilizada na segunda etapa de reticulacao dos filmes.

2.3.3 Preparo dos filmes com microparticulas

Os filmes com a presenca de microparticulas foram preparados com a adicdo das
microparticulas na solucdo filmogénica da primeira etapa de reticulacdo. Os filmes de
primeiro estagio contendo farmaco (propolis ou sulfato de neomicina) foram preparados
normalmente. Ao final de seu preparo, microparticulas de alginato de sédio (dando origem a
um filme com 25% ou 50% em massa de microparticulas) foram adicionadas a solucéo
filmogénica, sob agitacdo magnética, por 1 minuto, e aliquotas de 30 mL foram transferidas
para placas de vidro de 9 cm de didmetro e foram secas em estufa a 50 °C durante 20 h. A
segunda etapa de reticulacdo para cada um dos filmes foi realizada da mesma forma que para

os filmes sem microparticulas.

2.4 Caracterizacao

As microparticulas e os filmes preparados foram caracterizados por meio das seguintes
analises: distribuicdo do tamanho de particulas, aspecto visual dos filmes, Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), espessura dos filmes, Difragdo de Raios X (DRX),

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), grau de
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intumescimento, fracdo gel e perda de massa, permeacdo microbiana, Analise

Termogravimétrica (TGA) e ensaio de resisténcia a tracdo (tenséo e deformacéo na ruptura).

2.4.1 Distribuicao de tamanho das microparticulas

A distribuicdo de tamanho das microparticulas foi determinada por meio de difracdo
de raios laser, utilizando o equipamento Malvern Mastersize 2000 (LEF/UFRRJ). As
particulas sem farmaco, apds a reticulacdo, foram dispersas em agua deionizada e submetidas
ao teste. O indice de refracdo do alginato utilizado no teste foi de 1,33, préximo ao da agua, e
a andlise foi realizada utilizando a aproximacdo de Fraunhofer (ZIMMERMANN, 2001;
CHOI et al., 2015). Foram obtidas, também, informacBes sobre o didmetro da particula
através de imagens com o auxilio de um microscopio on-line Particle View v19 Mettler
Toledo.

2.4.2 Aspecto visual dos filmes

O aspecto visual dos filmes foi verificado por meio de fotografias, registradas por uma
camera Sony Cyber-Shot DSC-HX200V. As fotografias foram feitas em uma camara escura,
que consistia em uma caixa/camara escura com duas lampadas adaptadas nas laterais, de
modo a ndo haver qualquer sombra sobre os filmes. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas dos filmes, segundo descrito por Carvalho (2002): homogeneidade (auséncia de
particulas insoltveis e coloracdo uniforme), continuidade (auséncia de rupturas ou fraturas

apos a secagem) e flexibilidade.

2.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura é uma técnica que consiste na utilizacdo de um
feixe de elétrons de pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, que deve ser
condutora, possibilitando sua caracterizagdo morfoldgica. No caso dos materiais poliméricos,
é necessario que haja uma preparacdo da amostra anterior ao ensaio, para torna-la condutora.
Para isso, as amostras devem ser recobertas pela deposicao de ions metalicos (“sputtering”),
como ouro (Au), liga de ouro-paladio (Au-Pd) ou platina (Pt), entre outros. Para auxiliar a
caracterizacdo morfoldgica, podem ser realizadas analises na superficie de corte da amostra,
permitindo uma visualizagio da estrutura de regides internas da amostra. E recomendavel que
a fratura das amostras, para essa analise, seja uma fratura criogénica (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007).
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A superficie das amostras, a regido interna das amostras (por meio da superficie de
quebra) e as microparticulas (secas, ndo incorporadas aos filmes) foram analisadas em um
microscopio eletronico TM3030Plus Hitachi (CETEM/UFRJ), operando sob vacuo e a 15kV.
Para analisar a superficie externa das amostras, foram utilizadas amostras de 5x5mm e para
analisar a superficie interna das amostras, amostras de 5 mm de largura foram mergulhadas
em nitrogénio liquido e fraturadas. Para analisar as microparticulas, cerca de 10 mg de
amostra foi utilizada. Todas as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro antes
da anélise (SCDO0O05 Sputter Coater BAL-TEC).

2.4.4 Espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi mantida constante por meio da adi¢cdo da mesma massa de
polimero em todas as amostras. A espessura dos filmes foi medida por meio de um
paquimetro da marca MARBERG. Foram coletadas 5 medidas aleatérias em diferentes

regides de cada filme e a espessura final foi calculada como a média das mesmas.

2.4.5 Difracdo de Raios X (DRX)

A difracdo de raios X é uma técnica utilizada para a determinacéo de fases cristalinas
em materiais. Para isso, um feixe de raios X, ondas eletromagnéticas que possuem elevadas
energias e baixos comprimentos de onda, incide sobre a amostra e sua interferéncia com a
amostra é medida. A teoria de difracdo tridimensional foi simplificada por William Henry
Bragg e William Laurence Bragg em 1914, considerando a radiacdo difratada como sendo
refletida por conjuntos de planos atdmicos paralelos (CALLISTER, 2002; CLEARFIELD,
2008).

Amostras dos filmes de 2x2 cm foram analisadas em um equipamento Brucker-AXS
D8 Advance Eco (CETEM/UFRIJ), com radiacao CuKa, tensdo de 40kV, corrente de 25 mA,
varredura continua, com passo do angulo de 0,02 graus e velocidade de 2 graus por minuto. A

varredura foi realizada em angulos de 4° a 70°.

2.4.6 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A anélise microestrutural das amostras foi realizada por meio de espetroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier. A técnica baseia-se na incidéncia de um feixe de
radiacdo infravermelha na amostra e na observacdo da frequéncia e intensidade da radiacdo

transmitida pela amostra. Dessa forma é possivel obter informagdes estruturais da amostra,
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como estrutura configuracional e conformacional. Além disso, é possivel identificar a
presenca de interagdes intermoleculares na amostra (CANEVAROLO JUNIOR, 2002).

Para essa andlise, amostras de 5x5 mm foram cortadas e analisadas em um
espectrometro Spectrum 100 Perkin Elmer (COPPE/UFRJ), com varredura de 32 scans por

amostra e resolugdo de 4 cm™, na faixa de 4000 a 550 cm™?, utilizando 0 médulo de ATR.

2.4.7 Grau de intumescimento, fracdo gel e perda de massa

O grau de intumescimento, fracdo gel e perda de massa foram obtidos por meio de
ensaio de intumescimento das amostras. Nesse ensaio, realizado a temperatura ambiente,
amostras secas de 1cm x 1cm (em triplicata) foram pesadas e tiveram sua massa normalizada
(ms). Apos isso, as amostras foram colocadas em um frasco contendo 10 mL de agua
destilada. Em intervalos de tempo de (0,5, 1, 2, 3, 4, 24, 48, 72 e 96) h, as amostras foram
retiradas do frasco, secas com papel filtro, pesadas (mi) e recolocadas dentro do frasco. Ao
final do ensaio, apds 96h, as amostras foram secas em estufa e novamente pesadas (mis)
(TURBIANI, 2007; OLIVEIRA et al., 2017).

O grau de intumescimento (GI) é uma medida de quanto fluido pode ser absorvido
pelo hidrogel, gerando uma mudanga no arranjo estrutural das moléculas e,
consequentemente, um aumento de volume da amostra. E calculado pela Equagdo 1
(TURBIANI, 2007; OLIVEIRA et al., 2017).

GI(%) = 100" Ms (1)
m

S

A fracdo gel (FG) indica indiretamente o grau de reticulacdo do polimero e é calculada
pela Equacdo 2, onde mis € a massa seca da amostra apos o ultimo instante do ensaio de
intumescimento (OLIVEIRA et al., 2017).

m.
FG(%) = 100 —= 2
m

S

A perda de massa das amostras (PM), ap6s quatro dias de ensaio, pode ser calculada
pela Equagéo 3, e esta relacionada com a degradacédo hidrolitica da amostra e com a liberagdo
da substancia ativa (OLIVEIRA et al., 2017).
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PM (%) = 100% (3)

S

2.4.8 Permeacdo microbiana

A capacidade dos filmes de impedir a permeacéo e penetracdo microbiana foi testada.
Para isso, tubos contendo 5 mL de meio de crescimento de microorganismos n° 1 (Sigma-
Aldrich) foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121°C. Amostras dos filmes de
3,5 cm de diametro foram cortadas, esterilizadas por 15 minutos de cada lado por radiacao
UV em uma capela de fluxo laminar, colocadas sobre os tubos e fixadas com auxilio de
material adesivo. Para o controle negativo, os tubos contendo o meio de cultura e esterilizados
foram vedados e para o controle positivo, os tubos contendo 0 meio de cultura e esterilizados
foram mantidos abertos. Todos os tubos e amostras foram analisados em duplicata (SINGH;
PAL, 2012; OLIVEIRA et al., 2013; GENESI, 2015). Para a determinacdo do crescimento
microbiano, a turbidez do meio foi observada durante 28 dias. Foram realizadas medidas da
turbidez do meio por meio de leituras a cada 7 dias em um espectrofotdmetro
(Spectrophotometer SP1105 BEL Photonics — IT/UFRRJ), utilizando o comprimento de onda
de 600 nm (MYERS; CURTIS; CURTIS, 2013).

2.4.9 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica envolve a medida da variagdo de massa de uma amostra
em funcdo do tempo ou da temperatura. No caso dos polimeros, essa andlise pode ser
realizada com o objetivo de obter informag6es sobre sua degradacdo térmica. Nessa técnica,
amostras do material estudado sdo submetidos a um aquecimento, a taxa de 5 a 10°C/min
(LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001). Cerca de 10 mg de cada amostra foram analisadas
em um analisador térmico TGA 50 Shimadzu (COPPE/UFRJ). Foi utilizada uma taxa de

aquecimento de 10 °C/min, de 25 a 450 °C, em atmosfera inerte (N2).

2.4.10 Ensaio de Resisténcia a Tracao (Tensdo e deformacéo na ruptura)

As propriedades mecéanicas de polimeros podem ser determinadas por meio de
diversos ensaios, incluindo tracdo, compressdo, flexdo e cisalhamento, entre outros. Os
ensaios de tracdo sdo os mais utilizados e dao informacdes sobre o0 mddulo de Young ou de
elasticidade, tensdo e deformacdo no escoamento, tensdo maxima e/ou tensdo de ruptura
(CANEVAROLO JUNIOR, 2002).
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Para realizar a analise, os filmes foram intumescidos em &gua por 30 minutos e
cortados segundo a norma ASTM D 882-02, em amostras de 10 x 20 mm de comprimento
atil. Foi utilizada a Maquina de Ensaio Universal EMIC DL 10000 (COPPE/UFRJ), com
célula de carga de 50 kgf e taxa de deformacdo de 10 mm/min até a fratura. O ensaio foi
realizado em triplicata para cada composicao.

O mddulo de elasticidade esta relacionado com a rigidez do hidrogel e é obtido pela
inclinacdo da curva tensdo x deformacdo a baixas deformacdes. Pode ser calculado pela
Equacdo 4, onde E é o mddulo de elasticidade de Young, s é a tenséo e e € a deformacéo,
ambos medidos no mesmo ponto e a baixas deformagdes — parte elastica da curva
(CANEVAROLO JUNIOR, 2002).

oS (4)
e

As deformacgdes no escoamento e na ruptura estdo relacionadas com a capacidade de
as moléculas escoarem umas sobre as outras durante o estiramento, bem como a acdo de
reticulacdo. A deformacdo pode ser calculada pela Equacéo 5, onde e € a deformacéo, A4/ =1 -
lo é a variacdo do comprimento da regido Gtil do corpo de prova no instante a ser medido e o é
a o comprimento inicial do corpo de prova (CANEVAROLO JUNIOR, 2002).

Al )

Tl
2.4.11 Estimacédo de parametros

Os resultados experimentais do ensaio de intumescimento e tracdo foram ajustados ao
modelo descrito pela Equacdo 6, com o objetivo de se obter os parametros da equacéo, para
cada variavel de saida e prever o comportamento de suas propriedades frente a variacdes da
quantidade de microparticulas e ao tipo de farmaco adicionados. Além disso, a estimacéo €
atil, também, para corroborar os resultados obtidos pela analise estatistica dos dados
experimentais (AHMED et al., 2017). Nesta equacdo, Y é a resposta, A é referente a
quantidade de particulas, B ¢ referente ao tipo de farmaco e Po, P1, B2 ¢ P12 S0 0S parametros

do modelo.

Y =By + B1A+ BB + B1,AB (6)
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Foi realizada uma estimacdo ndo-linear para a obtencdo dos pardmetros de cada

equacdo e sua significancia, bem como o valor final da funcdo objetivo utilizada no ajuste,

que neste caso foi a funcdo dos minimos quadrados. Os resultados da estimacao de parametros

foram obtidos em funcgdo das variaveis padronizadas, que se encontram entre +1 e -1 (Tabela

5).

Tabela 5 - Variaveis padronizadas para a estimacéo de pardmetros.

Amostra Q_uantida(,je de Tipo de A B
microparticulas farmaco
FAON 0 neomicina -1 -1
FA25N 25% neomicina 0 -1
FAS50N 50% neomicina 1 -1
FAOP 0 propolis -1 1
FA25P 25% propolis 0 1
FA50P 50% prépolis 1 1
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Distribuicdo do tamanho de particulas

A distribuicdo de tamanho de particulas obtido para as particulas dispersas em &gua
esta ilustrada na Figura 14. As particulas apresentam didmetros na faixa de 13 pum a 1900 pm.
E provavel que as particulas encontradas com didmetros muito pequenos (menores que 150
pUm) sejam provenientes de contaminacdo no equipamento por amostras analisadas

anteriormente.

12

10

Volume (%)

0 500 1000 1500 2000 2500
Tamanho (um)

Figura 14 - Distribui¢do de tamanho das particulas.

Foram obtidos também os diametros caracteristicos dessa distribuicdo, que estdo
descritos na Tabela 6. O didmetro médio de Sauter (D[3,2]) esta relacionado com o diametro
de uma esfera que possui a mesma razdo entre sua area superficial externa e seu volume. Por
outro lado, o diametro D[4,3] é o diametro utilizado quando se deseja considerar a média da
distribuicdo de massa ou volume da particula. Os diametros d(0,1), d(0,5) e d(0,9) estdo
relacionados, respectivamente, as particulas encontradas com diametros iguais a 10%, 50% e
90% da distribui¢do volumétrica cumulativa (ALLEN, 2003; RAWLE, 2018).

Tabela 6 - Didmetros médios da distribuicdo de tamanho de particulas.
Diametro Tamanho (um)

D[3,2] 304,897
D[4,3] 619,345
d(0,1) 152,594
d(0,5) 600,082
d(0,9) 1061,52
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Para corroborar os resultados obtidos pela distribuicdo de tamanho das particulas,
foram obtidas imagens das particulas dispersas em agua por um microscopio on-line (Figura
15). Nessa analise, a maioria das particulas observadas apresentam diametros entre o diametro
médio de Sauter e 0 D[4,3].

Figura 15 - Tamanho e morfologia de particulas vistas por um microscépio on-line.

Zimmermann (2001) obteve resultados semelhantes ao analisar o tamanho de
particulas de alginato de célcio obtidos pela técnica de atomizacdo e gelificacdo. Para
particulas preparadas a partir de uma solugdo de alginato de s6dio 2% adicionada por um
atomizador de 1 mm de didmetro em uma solucdo de CaClz 0,1% m/v, foram obtidos os
diametros D[4,3] = 290 um, d(0,1) =42 um e d(0,9) = 711 um. Os diametros sdo menores do
que os obtidos nesse trabalho devido as diferencas entre os processos de obtencdo das
microparticulas, como, por exemplo, a automatizacdo do processo.

Segundo Lee, Ravindra & Chan (2013), particulas de tamanho entre 200 e 800 pm sao
desejaveis para a maioria dos processos de encapsulamento. Além disso, particulas muito
pequenas ou muito grandes podem influenciar negativamente na uniformidade dos filmes
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contendo microparticulas. A maior parte das particulas produzidas (cerca de 65%) se encontra
dentro dessa faixa de tamanhos e, portanto, seriam adequadas para esta aplicagéo.

3.2 Aspecto visual dos filmes
O aspecto visual dos filmes branco (FAOB) e dos filmes carregados com sulfato de
neomicina (FAON, FA25N1, FA25N2, FA25N3 e FA50N) pode ser observado na Figura 16.

Figura 16 - Aspecto visual dos filmes: (a) Branco (FAOB), (b) FAON, (c) FA25N1, (d) FA25N2, () FA25N3,
(f) FA50N.

O filme branco, que ndo contém microparticulas e ndo foi carregado com farmaco,
apresenta aspecto homogéneo, incolor e sem a presenca de particulas insolGveis. Ndo ha
rachaduras ou rupturas, sendo caracterizado como continuo. O filme € flexivel, nédo
quebradico de facil manuseio (CARVALHO, 2002).

O filme FAON, carregado com sulfato de neomicina, mas sem a presenca de
microparticulas, € homogéneo, incolor, sem a presenca de particulas insoliveis e pode ser
caracterizado como continuo, assim como o filme branco. Entretanto, o filme é quebradico e
seu manuseio requer cuidado.

Os filmes FA25N1, FA25N2 e FA25N3, carregados com sulfato de neomicina e com
25% de sua massa polimérica na forma de microparticulas, sdo incolores. Pode ser observada
a presenca das microparticulas adicionadas em sua formulagdo. Os filmes sdo continuos,
flexiveis, ndo quebradicos e de facil manuseio.

O filme FA50N, carregado com sulfato de neomicina e com 50% de sua massa na
forma de microparticulas, também é incolor e apresenta microparticulas visiveis em sua
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estrutura. Entretanto, diferente dos anteriores, o filme ndo é continuo, apresentando
rachaduras. Essas rachaduras podem ocorrer devido a grande quantidade de microparticulas
adicionadas a solucéo filmogénica. Essas particulas podem ter sido agregadas umas as outras,
devido a forcas de capilaridade, tornando o filme ndo uniforme. O efeito de capilaridade
ocorre quando duas ou mais particulas presentes em um filme se atraem e formam
aglomerados. Os aglomerados formados causam uma deformacéo interfacial no fluido que os
envolve, devido as propriedades de molhabilidade das particulas, que demandam uma maior
quantidade de solucdo envolvendo as particulas (KRALCHEVSKY; NAGAYAMA, 2000).
Essa deformacdo pode ter sido responsdvel pelo deslocamento de fluido, e como
consequéncia, a solucdo filmogénica pode n&o ter sido suficiente para envolver as
microparticulas, formando um filme néo uniforme ap6s a secagem.

O aspecto visual dos filmes branco (FAOB) e carregados com propolis (FAOP,
FA25P1, FA25P2, FA25P3 e FA50P) pode ser observado na Figura 17.

Figura 17 - Aspecto visual dos filmes: (a) branco, (b) FAOP, (c) FA25P1, (d) FA25P2, (e) FA25P3, (f) FA50P.

O filme FAOP, carregado com prépolis e sem a adicdo de microparticulas, tem aspecto
homogéneo, sem a presenca de particulas insolUveis e coloracdo amarela clara uniforme. O
filme é continuo, flexivel, ndo quebradico e de facil manuseio.

Os filmes FA25P1, FA25P2 e FA25P3, carregados com propolis e com a adi¢do de
25% de microparticulas (em massa de polimero), ndo possuem aspecto homogéneo,
apresentando diferencas de coloracdo em algumas partes dos filmes. Essas diferencas de

coloracdo podem se dar devido & baixa solubilidade do extrato alcoolico de propolis na
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solucdo filmogénica (aquosa), dando origem a zonas contendo baixa quantidade de prdpolis
(KUBILIENE et al., 2015). Além disso, pode ser observada a presenga das microparticulas
adicionadas ao filme. Apesar da ndo uniformidade dos filmes, os mesmos nao possuem
rachaduras ou rupturas e sdo flexiveis/nao quebradicos.

O filme FA50P, carregado com extrato de propolis e com a adi¢do de 50% (em massa)
de microparticulas, apresenta coloragdo uniforme e nele podem ser visualizadas as
microparticulas adicionadas ao filme. Apresenta caracteristicas similares aquelas dos demais
filmes carregados com praépolis.

Na Figura 18 pode ser observada uma comparagdo entre os filmes carregados com

sulfato de neomicina e com propolis.

Figura 18 - Aspecto visual dos filmes: (a) FAON, (b) FA25N, (c) FA50N, (d) FAOP, (e) FA25P, (f) FAS0P.

Ao se comparar os filmes sem a adicdo de microparticulas (FAON e FAOP), pode-se
observar, além da diferenca de coloracdo, que o filme carregado com sulfato de neomicina é
quebradigo enquanto o filme carregado com prdpolis é flexivel. Esse fato pode se dar devido a
presenca de moléculas caracteristicas da propolis entre as cadeias do alginato, que agem como
um plastificante, tornando o material mais flexivel.

Quando comparados os filmes FA25N e FA25P, carregados com sulfato de neomicina
e propolis, respectivamente, e com a presenca de 25% (em massa) de microparticulas, pode se
observar diferencas em suas coloragdes. Entretanto, as demais propriedades (homogeneidade
dos filmes, continuidade e flexibilidade) se apresentam de maneira semelhante nos dois tipos
de filme.

47



Os filmes FAS0N e FAS50P carregados com sulfato de neomicina e propolis,
respectivamente, e contendo 50% da massa polimérica na forma de microparticulas possuem,

além da diferenca de coloracgéo, diferencas em sua continuidade.

3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A superficie dos filmes e suas respectivas superficies de fratura foram analisadas por
microscopia eletronica de varredura. A superficie do filme branco (FAOB) apresenta-se
uniforme, sem a presenca de particulas (Figura 19-a). A micrografia de sua superficie de corte
é mostrada na Figura 19-b, c e d. Nessas imagens é possivel observar as marcas de corte nas
amostras, embora relativa homogeneidade possa ser observada.

CETEM H D65 x1.0k 100um CETEM HL D60 x300 300 um

r

a2 2 A
—
HL D64 x20k  30um

CETEM HL D69 x1.0k 100um CETEM

Figura 19 - Micrografia da amostra FAOB: (a) imagem topografica com ampliacdo de 1000x; e imagens da
fratura com ampliacdo de (b) 300x, (c) 1000x e (d) 2000x.

Ao analisar as micrografias dos filmes carregados com neomicina, sem a adi¢do de
microparticulas, FAON, é possivel perceber semelhancas ao filme branco. Sua imagem
topogréfica (Figura 20-a) também é uniforme, porém hé a presenca de corpos diferentes da
matriz, provaveis particulas. Quando analisadas suas imagens de fratura (Figura 20-b, c e d), é

possivel perceber a marca de corte, bem como a auséncia de relativa porosidade.
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H D40 x500 200um  CETEM HL D60 x300 300 um

HL DGO x20k  30pm

HL D60 x1.0k 100 um

Figura 20 - Micrografia da amostra FAON: (a) imagem topografica com ampliagdo de 500x; e imagens da
fratura com ampliacdo de (b) 300x, (c) 1000x e (d) 2000x.

A amostra FAOP, sem a presenca de microparticulas e carregada com prépolis
apresenta superficie e interior diferente das amostras anteriores, Figura 21. Sua superficie se
apresenta ndo uniforme. Na superficie de corte observam-se poros, sugerindo que a
evaporacdo do é&lcool do extrato de propolis possa ser responsdvel pelas alteracbes
morfologicas (VILELA, 2010).
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CETEM H D45 x500 200um  CETEM H D45 x1.0k 100 um

\

L 4
HL D50 x1.0k 100um CETEM HL D50 x30k  30um

Figura 21 - Micrografia da amostra FAOP: imagens topograficas com ampliagdo de (a) 500x e (b) 1000x; e
imagens da fratura com ampliacéo de (c) 1000x e (d) 3000x.

Com a adicdo de microparticulas nos filmes, sua estrutura muda e, para comparacéo,
foi feita a andlise por microscopio eletrdnico de varredura também das microparticulas
isoladas e sem a adi¢cdo de farmaco. As microparticulas, quando secas, formam aglomerados
dificeis de se separar e, por isso, as mesmas foram analisadas por meio de pequenas
aglomeragbes. A Figura 22 mostra a micrografia das microparticulas em diferentes
ampliacBes. As microparticulas, quando secas e aglomeradas, apresentam porosidade, gerada
provavelmente pela evaporagéo do solvente (ZIMMERMANN, 2001), Figura 22-c e d.
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CETEM W D46 x100  1mm CETEM M D46 x250 300 m

H D43 x500 200um CETEM

H D43 x20k  30um

Figura 22 - Micrografia das microparticulas com ampliacdo de (a) 100x, (b) 250x, (c) 500x e (d)
2000x.

As micrografias dos filmes carregados com sulfato de neomicina e com a adicéo de
25% e 50% em peso sdo mostradas nas Figuras 23 e 24, respectivamente. Nas micrografias do
filme FA25N é possivel observar que em sua superficie topografica hd a presenca de
particulas (Figura 23-a), provavelmente aquelas adicionadas em sua estrutura. Ao adicionar
mais particulas, a quantidade de microparticulas visiveis em sua imagem topogréafica aumenta,
como pode ser visualizado na Figura 33-a e b, para a amostra FAS0N. Ao se analisar a
superficie de corte do filme FA25N, pode-se perceber uma estrutura semelhante ao filme
carregado com neomicina e sem a presenca de microparticulas. Ao analisar as micrografias da
superficie de corte da amostra FA50N, pode-se perceber certo “desfolhamento” do filme
(Figura 24-f). Esse desfolhamento pode ser gerado pela menor quantidade de matriz
disponivel para envolver as particulas, devido a efeitos de capilaridade, quando as amostras
sdo secas (KRALCHEVSKY; NAGAYAMA, 2000). Além disso, uma vez que se observa
estrutura semelhante a das microparticulas aglomeradas, é provavel que se esteja observando

as microparticulas.
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H D46 x1.0k 100um CETEM HL D66 x1.0k 100 um

HL D66 x20k 30um CETEM

HL D66 x50k  20pm

Figura 23 - Micrografia da amostra FA25N: (a) imagem topografica com ampliagdo de 1000x; e imagens da
fratura com ampliacéo de (b) 1000, (c) 2000x e (d) 3000x.

H D45 x1.0k 100um CETEM D6.6 x300 300 um

D66 x10k 100pm CETEM

HL D65 x50k  20um

HL D66 x50k 20um CETEM

Figura 24 - Micrografia da amostra FAS0N: imagens topograficas com ampliagdo de (a) 500x e (b) 1000x; e
imagens da fratura com ampliagéo de (c) 300x, (d) 1000x, (e) 5000x e (f) 5000x.

As micrografias dos filmes carregados com extrato de propolis e contendo
microparticulas sdo mostradas nas Figuras 25 e 26. Nessas figuras, a presenca de
microparticulas nas imagens topograficas dos filmes FA25P (Figura 25-a, b) e FA50P (Figura
26-a, b) é mais visivel que nos filmes carregados com sulfato de neomicina. Nas micrografias
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da amostra FA25P € possivel perceber uma estrutura com 22 um de didmetro (Figura 25-c, d),
semelhante a estrutura encontrada nas aglomeragdes de microparticulas, quando analisadas
isoladas, o que indica a possibilidade de as microparticulas se encontrarem aglomeradas
também na estrutura dos filmes. Pode-se visualizar o “desfolhamento” na amostra FA50P

(Figura 26- c, d), e porosidade pela provavel evaporacao do alcool do extrato (Figura 26-¢, f).

HL D65 x10k 100ym CETEM 5 X0k 30pm

Figura 25 - Micrografia da amostra FA25P: imagens topogréficas com ampliacao de (a) 500x e (b) 1000x; e
imagens da fratura com ampliag&o de (c) 1000x e (d) 3000x.
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D46 x1.0k 100um CETEM HL D58 x100

CETEM CETEM

HL D58 x1.0k 100um CETEM

HL D58 x30k 30um CETEM

HL D58 x50k  20um

Figura 26 - Micrografia da amostra FA50P: imagens topograficas com ampliagdo de (a) 500x e (b) 1000x; e
imagens da fratura com ampliacéo de (c) 100x, (d) 1000x, (e) 3000x e (f) 5000x.

3.4 Espessura dos filmes

As espessuras dos filmes foram medidas e os resultados sdo mostrados na Tabela 7.
Analisando os resultados obtidos, pode-se observar que o filme de menor espessura foi 0
FAOB, branco. Ao se adicionar o farmaco (tanto o sulfato de neomicina quanto a prépolis),
houve um aumento da espessura dos filmes sem a adi¢cdo de microparticulas (FAON e FAOP),
qguando comparados ao branco. Pires et al. (2018) obtiveram resultados semelhantes ao
estudar blendas de alginato/quitosana carregadas com farmaco. Ao aumentar a quantidade de
farmaco adicionado houve aumento na espessura dos filmes. Segundo os autores, o farmaco
adicionado pode ter atuado com um plastificante, modificando a organizagéo tridimensional
dos polimeros, diminuindo suas interacdes intermoleculares e aumentando o volume livre e
mobilidade das cadeias, 0 que gerou um amento na espessura dos filmes. O mesmo pode ter
acontecido com a adicdo de neomicina e propolis nos filmes de alginato e, devido a atuagdo

dos farmacos como plastificante, houve o aumento da espessura desses filmes.
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Tabela 7 - Espessuras das amostras.
Espessura (mm)

Amostra 1 2 3 4 5 Média (mm)”
FAOB 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05+ 0,00
FAON 0,05 0,05 0,05 0,1 0,05 0,06 + 0,03

FA25N1 0,1 0,15 0,1 0,05 0,1 0,1+0,04

FA25N2 0,05 0,1 0,05 0,1 0,1 0,08 £ 0,03

FA25N3 0,05 0,05 0,1 0,05 0,05 0,06 + 0,03
FAS0N 0,1 0,2 0,15 0,2 0,25 0,18 £ 0,07
FAOP 0,05 0,025 0,05 0,075 0,05 0,05+ 0,02

FA25P1 0,1 0,05 0,1 0,1 0,05 0,08 + 0,03

FA25P2 0,1 0,1 0,15 0,1 0,1 0,11+ 0,03

FA25P3 0,1 0,15 0,15 0,15 0,1 0,13+0,03

FAS50P 0,2 0,15 0,15 0,15 0,3 0,19+ 0,08
"0 erro foi calculado considerando um intervalo de confianga de 95%.

A adicdo de microparticulas levou a um aumento da espessura dos filmes, como era
esperado. Os filmes que apresentaram a maior espessura foram os filmes contendo 50% de
microparticulas, seguidos pelos filmes contendo 25%. O mesmo comportamento foi
observado por Musazzi et al. (2019), que observou aumento significativo de espessura em
filmes carregados com 30% ou mais de microparticulas. Ademais, os filmes carregados com
prépolis apresentam, de forma geral, maior espessura que os filmes carregados com sulfato de
neomicina (comparando os filmes com as mesmas quantidades de microparticulas), embora

de modo néo significativo (p>0,05).

3.5 Difracdo de Raios X (DRX)

Os difratogramas das amostras séo mostrados na Figura 27. As curvas mostradas para
as amostras FA25N e FA25P sdo as meédias das curvas das amostras FA25N1, FA25N2 e
FA25N3; e FA25P1, FA25P2 e FA25P3, respectivamente. O difratograma do p6 de alginato
de so6dio mostra picos largos em 13° e 22° e um halo amorfo em 40°, caracteristicos do
alginato (FONTES et al., 2013; MOREIRA, 2014). Segundo Sundarrajan et al. (2012), o
alginato de sddio, polimero precursor dos filmes produzidos, apresenta pico em 13,5°
referente a reflexdo do grupo gurulonato, e em 22°, referente a reflexdo do grupo manuronato,

além de um halo amorfo em 39°.
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Figura 27 - Difratograma das amostras e do pé de alginato de sddio.

O comportamento das amostras se modificou, quando comparados ao alginato de
sodio. Todas as amostras apresentaram picos largos em 13°, 30° e 40°, indicando que houve
interacdo entre o calcio utilizado como reticulante com o alginato (FABIA; SLUSARCZYK;
GAWLOWSKI, 2005). Com a adicdo de microparticulas, a intensidade dos picos diminuiu e
as amostras tornaram-se mais amorfas (FABIA; SLUSARCZYK; GAWLOWSKI, 2005;
SUNDARRAJAN et al., 2012). Ao se adicionar farmaco nas amostras, sulfato de neomicina
ou prépolis, o comportamento dos difratogramas permaneceu 0 mesmo, provavelmente
devido a baixa quantidade desses materiais presente nas amostras (CHUN et al., 2004).
Scatolini (2017) analisou amostras de extrato de propolis verde seco por DRX e observou
caracteristica amorfa, com um pico largo em 19,5°. Entretanto, esse pico ndao pdde ser
observado nas amostras carregadas. De maneira semelhante, os picos caracteristicos do
sulfato de neomicina, em 19,5 e 23,6° (SCHEIDT, 2018) ndo aparecem nos difratogramas das

amostras carregadas com esse farmaco.
3.6  Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os resultados obtidos na analise de FTIR para as amostras ndo carregadas, carregadas

com sulfato de neomicina e com propolis sdo mostrados nas Figuras 28, 29 e 30,

56



respectivamente. Nelas estdo incluidos, também, os espectros do alginato de sédio, do sulfato

de neomicina e da propolis, utilizados para o preparo das amostras.

Transmitancia (u.a.)

Transmitancia (u.a.)

Alginato
de Sédio

FAOB
1027

4000

T
3500

T T
2500 2000 1500

T T 1
3000 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 28 - Espetro de FTIR para o alginato de sédio e a amostra FAOB.
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Figura 29 - Espectro de FTIR para o sulfato de neomicina e para as amostras FAON, FA25N e FA50N.
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Figura 30 - Espectro de FTIR para a propolis e para as amostras FAOP, FA25P e FA50P.

Nos espectros de todas as amostras € possivel perceber uma banda larga no
comprimento de onda em torno de 3250 cm™. Essa banda sugere a presenca de agua nas
amostras, o que condiz com o seu preparo (PATACA, 2016; FREITAS, 2018). Apds a
segunda etapa de reticulacdo, as amostras passam por uma etapa de secagem a temperatura
ambiente, que ndo é capaz de retirar toda a agua residual da estrutura dos filmes.

As bandas caracteristicas do alginato de sddio e da amostra FAOB, assim como seus

modos de vibracdo, estdo listadas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Bandas (cm™) presentes no espectro de FTIR e seus respectivos modos de vibragdo para as amostras
de alginato de sodio e FAOB.

Alginato  FAOB Modo de vibragao Referéncia

Papageorgiou et al. (2010);
Pascalau et al. (2012)

Papageorgiou et al. (2010);
Pascalau et al. (2012)

Estiramento axial de ligagdo COO-  Papageorgiou et al. (2010);

3250 3251 Estiramento de O-H

2928 2921, 2852 Estiramento de C-H

1594 1592

assimétrica Pascalau et al. (2012)
1406 1412 Estiramento axial de ligagdo COO-  Papageorgiou et al. (2010);
simétrica Pascalau et al. (2012)
1299 1295 Estiramento de CCH e OCH Papageorgiou et al. (2010)
i . i Jaya; Durance; Wang (2009);
1124 Estiramento de C-O Papageorgiol et al. (2010)
Estiramento de C-O-C em éter Papageorgiou et al. (2010);
1079 1081 ciclico Pascalau et al. (2012)
1026 1027 Estiramento de C-O Papageorgiou et al. (2010)
947 934 Estiramento de CO em &cido Jaya; Durance; Wang (2009);
urénico (estrurtura polissacaridica) Papageorgiou et al. (2010)
884 889 Estlramen,to_ de C1-H em residuos de Papageorgiou et al. (2010)
acido manuronico
812 815 Residuo de &cido manurdnico Papageorgiou et al. (2010)

Ao se comparar 0s espectros do alginato de sodio e do filme FAOB, pode-se perceber
um pequeno deslocamento de algumas bandas caracteristicas. As bandas presentes na amostra
de alginato em 1594 cm™ e 1406 cm™, referentes, respectivamente, ao estiramento axial de
ligagdo COO" assimétrica e simétrica foram deslocadas para 1592 cm™ e 1412 cm™ no filme
FAOB. Esse deslocamento indica uma diferente interacdo entre os ions Na* (presentes no
alginato de sodio) e Ca?* (presentes na amostra FAOB), e os ions carboxilato presentes na
estrutura dos blocos M e G do alginato. Essa diferente interagdo indica que houve a
substituicdo de fons Na* na estrutura polimérica dos filmes FAOB, por consequéncia da
reticulacdo (RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2004).

Além do deslocamento nas bandas relativas ao ion carboxilato, houve um
deslocamento também nas demais bandas do espectro, incluindo as bandas relativas aos
residuos de acido manurdnico, onde os comprimentos de onda em 884 e 812 cm™ do alginato
de sddio passaram para 889 e 815 cm™ no filme FAOB. Em nenhum dos espectros foi
detectada a presenca do &cido alginico, que possui uma banda caracteristica em torno de 1747
cm? (RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2004).
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Na Figura 31 encontra-se uma comparagao entre os espectros do alginato de sodio, do
sulfato de neomicina e do filme FAON, carregado com neomicina e sem a adicdo de
microparticulas. Ao analisar o espectro da amostra FAON e compara-lo com os espectros das
amostras de alginato e de neomicina, é possivel observar que ndo houve a formacéo de novas
bandas, o que indica que ndo houve a formacdo de novas liga¢cdes quimicas e que ndo ocorreu
reagdo entre o sulfato de neomicina e o polimero. Além disso, é possivel observar a presenca
de uma banda em 2859 cm™ no espectro do filme FAON e um aumento da intensidade das
bandas em 1591 e 1413 cm™, quando comparadas com as bandas presentes no espectro do
alginato, o que pode ser um indicio da presenca do sulfato de neomicina na estrutura dos
filmes carregados com este farmaco. Além disso, hd um leve deslocamento de algumas
bandas nos filmes contendo neomicina para nimeros de onda menores, quando comparados
ao filme ndo carregado. Segundo Merlusca et al. (2017), a interacdo do sulfato de neomicina
com matrizes poliméricas é responsdvel por esse deslocamento, sendo esse mais um

indicativo da incorporacdo da neomicina nos hidrogéis/interacdo da neomicina com a matriz.

Sulfato de
Neomicina

Transmitancia (u.a.)

FAON

Alginato
de Sdédio

T
4000 3500

T T
2500 2000 1500

T T 1
3000 1000 500

Numero de Onda (cm™)
Figura 31 - Comparac&o entre os espectros de FTIR do alginato de sddio, do sulfato de neomicina e da amostra

FAON.

Na Tabela 9 se encontram listadas as bandas caracteristicas do sulfato de neomicina e

das amostras FAON, FA25N e FA50N, assim como seus modos de vibragao.
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Tabela 9 - Bandas (cm™) presentes no espectro de FTIR e seus respectivos modos de vibragdo para as amostras
de sulfato de neomicina, FAON, FA25N e FA50N.

FAON FA25N FAson Sulfatode ya0q0 de vibragio Referéncia
Neomicina
Estiramento de O-H, N-H o\ ii ot a1 (2013):
e estiramento aromatico Anjali et al. (2016):
3252 3240 3250 3252 de C-H; presenca de . : o
) . Freitas (2018);
moléculas de agua Supriya et al. (2018)
coordenada. priy '
Estiramento de C-H e C- Anjali et al. (2016);
2925, 2914, 2922, 2900 H aromatico; estiramento Freitas (2018);
2859 2844 2853 simétrico e assimétrico de  Scheidt (2018);
C-H do grupo metileno  Supriya et al. (2018)
- - - 2069
Estiramento de N-H e C-  Anjali et al. (2016);
1591 1580 1590 1622 O; deformacao angular Freitas (2018);
das moléculas de H.O Scheidt (2018)
Swati et al. (2013);
i i i 1521 Estiramento de C-C e C-  Anjali et al. (2016);
N Freitas (2018);
Scheidt (2018)
1413 1403 1415 1455
1295 1286 1295 - Estiramento de C-N Swathi et al. (2013)
1121 1115 1122 - Estiramento de C-O Scheidt (2018)
presentes em éter
Swathi et al. (2013);
. Anjali et al. (2016);
1081 1071 1081 - Estiramento de C-O Freitas (2018);
Supriya et al. (2018)
1026 1018 1026 1016
936 927 936 -
889 879 887 871
815 806 815 i Residuo oJe _écido Papageorgiou et al.
manuroénico (2010)
i ) ) 602 Estiramznto de N-H fora Sheidt (2018)
0 plano

Uma comparacao entre os espectros do alginato de sodio, da propolis e do filme FAOP,

carregado com propolis e sem a adicdo de microparticulas, pode ser observada na Figura 32.
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Figura 32 - Comparagdo entre os espectros de FTIR do alginato de sédio, da propolis e da amostra FAOP.

Ao comparar 0s espectros de FTIR da amostra FAOP com os espectros do alginato e
da propolis € possivel perceber que ndo houve a formacdo de novas bandas, o que indica que
também ndo houve reacdo quimica entre o alginato de sédio e os componentes da prépolis.
Além disso, é possivel verificar a existéncia da banda em 2855 cm™ na amostra FAOQP,
presente na propolis em 2898 cm™, que ndo se encontra presente no alginato de sddio. Essa
banda estd presente também nas demais amostras contendo prépolis, 0 que sugere a presenca
de componentes da propolis nas amostras carregadas com esse ativo. Além disso, na amostra
FAOP (e nas demais amostras contendo propolis, com leve deslocamento) ha a presenca de
bandas em 2924 cm™, referente a presenca de grupos aromaticos; em 1594 cm™ (sobreposta a
banda do alginato), referente a presenca de flavonoides; e em 1290 cm™, referente a presenca
de polidis. Scatolini (2017) estudou amostras de hidroxiapatita contendo prépolis e atribuiu a
presenca de bandas em 2929, 1606 e 1257 cm™ & incorporacéo da propolis nas amostras e a
presenca de anéis aromaticos, &cidos fendlicos e flavondides. Siripatrawan e Vitchayakitti
(2016) estudaram filmes de quitosana contendo prépolis e atribuiram a presenca de bandas em
2930, 1647 e 1257 cm® a presenca de compostos fendlicos incorporados ao material.
Portanto, a presencga das bandas descritas anteriormente como resultado desta andlise sugere
que houve a incorporagdo da propolis nos hidrogéis. Por fim, na Tabela 10 estéo listadas as

bandas e respectivos modos de vibragédo da propolis e das amostras FAOP, FA25P e FA50P.
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Tabela 10 - Bandas (cm™) presentes no espectro de FTIR e seus respectivos modos de vibragdo para as amostras

de prépolis, FAOP, FA25P e FAS0P (continua).

FAOP FA25P FA50P Prépolis Modo de vibracéo Referéncia
Estiramento axial de O- Gatea et al.
H em fenois e alcoois;  (2015); Oliveira
3243 3240 3243 3321 estiramento de N-H; et al. (2016);
presenca de agua Pataca (2016)
i i i 2979 Estiramento axial de C- Scatolini (2017)

2925, 2855 2924, 2855 2925, 2855 2927, 2898

1594

1415

1290
1118

1082

1591

1415

1291
1124

1082

1590

1416

1294
1123

1082

1679

1633

1602

1513

1454

1424, 1380

1318
1272

1087

H em arométicos

Estiramento axial C-H
em alcanos e aldeidos;
estiramento axial de C-
H em grupos alifaticos;
presenca de etanol

Estiramento axial de
C=0
Estiramento axial de
C=C em deformacoes
de anéis aromaticos,
flavondides e
aminoacidos;
estiramento axial de
C=0eC=C;
estiramento angular
assimétrico de N-H;
presenca de agua

Estiramento axial de C-
C em grupos
aromaticos
Estiramento angular de
C-H e estiramento axial
de grupos aromaticos e
flavonoides
Estiramentos que
confirmam o pico de
hidrocarbonetos na
regido de 2950-2840
cm-1

Estiramento de C-O em
poliois

Estiramento de C-O em
ésteres; presenca de
acoois secundarios

Sharaf, Higazy,
Hebeish (2013);
Gatea et al.
(2015); Oliveira
et al. (2015);
Scatolini (2017)
Sharaf, Higazy,
Hebeish (2013)

Oliveira et al.
(2015); Pataca
(2016)

Gatea et al.
(2015)

Oliveira et al.
(2015)

Gatea et al.
(2015)

Oliveira et al.
(2015)

Oliveira et al.
(2015)
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Tabela 10 - Bandas (cm™) presentes no espectro de FTIR e seus respectivos modos de vibragdo para as amostras
de propolis, FAOP, FA25P e FAS0P (continuacao).

FAOP FA25P FAS50P Propolis Modo de vibragdo Referéncia
1027 1026 1027 1045 Presenca de alcoois primarios Pataca (2016)
935 935 936 985 Estiramento de C-H fora do plano Gea(tzezgl(ag)al.

Estiramento em anéis aromaticos; Oliveiraet al.
868 888 888 879 presenca de etanol (2015)
858 864 - -
) . L A Papageorgiou et
816 815 815 Residuo de acido manurdnico al. (2010)

e 774 781 802

3.7 Grau de intumescimento, fracéo gel e perda de massa
O grau de intumescimento das amostras € mostrado na Figura 33, onde as barras de

erro foram calculadas considerando um intervalo de confianga de 95%.
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Figura 33 - Grau de intumescimento das amostras.

O grau de intumescimento da amostra FAOB, branco, em todos os tempos, foi
consideravelmente maior do que o grau de intumescimento das demais amostras. 1sso se deve

ao fato de que, durante o ensaio, moléculas de 4gua tém maior facilidade de se difundir entre
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as cadeias de alginato quando as mesmas estdo ligadas apenas por ions célcio (agente
reticulante) e quando possuem apenas glicerol como agente plastificante em sua estrutura. Ao
se adicionar um novo componente, como o sulfato de neomicina ou a prépolis, novas
moléculas se encontram no caminho em que as moléculas de dgua deveriam percorrer para
preencher os espagos entre as cadeias de alginato. Esse resultado mostra que os filmes foram
carregados com farmacos com sucesso (OTTENBRITE; PARK; OKANO, 2010; LEE,
MOONEY, 2012).

Ao se analisar o grau de intumescimento das amostras no equilibrio, apds 162 horas de
ensaio, e ao realizar uma analise ANOVA e Teste de Tuckey para médias, é possivel perceber
que o grau de inchamento no equilibrio (GIE) da amostra FAOB ¢é significativamente diferente
do grau de inchamento no equilibrio das demais amostras (p < 0,05). Por outro lado, ndo ha
diferenca significativa entre o GIE das demais amostras, carregadas com sulfato de neomicina
ou prépolis e contendo ou ndo microparticulas, com excecdo da amostra FAOP, quando
comparada com as demais amostras contendo prépolis. Lima et al. (2016) estudaram
hidrogéis de PVA carregados com propolis e obtiveram resultados semelhantes em um ensaio
de intumescimento, onde as amostras carregadas com prépolis mostraram um GIE menor do
que da amostra ndo carregada. Os autores relacionam este resultado a interacdo da prépolis
com a matriz polimérica e ao aumento das interacdes intermoleculares, que dificultam a
entrada de dgua entre as cadeias. Além disso, os resultados do FTIR (Figuras 31 e 32)
mostraram que ndo houve liga¢do quimica entre a neomicina ou a prépolis e o alginato. Esses
materiais podem ter se depositado nos poros dos hidrogeis, ocupando o espaco livre que a
adgua ocuparia durante o ensaio de intumescimento (SANDEEP; HARIKUMAR,;
KANUPRIYA, 2012).

O grau de intumescimento das amostras carregadas com sulfato de neomicina é
mostrado na Figura 34, onde as barras de erro foram calculadas considerando um intervalo de

confianca de 95%.
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Figura 34 - Grau de intumescimento das amostras carregadas com sulfato de neomicina.

No inicio do experimento, a amostra com maior grau de intumescimento foi a FAON,
sem a adicdo de microparticulas em sua formulagdo. Em seguida, se encontrava a amostra
FA25N e, por dltimo, a amostra FAS50N. Esse resultado sugere que a presenca de
microparticulas nos filmes gera uma dificuldade da difusdo de moléculas de agua nos filmes,
guando comparados aos filmes com uma menor quantidade de microparticulas. Essa
dificuldade se deve a maior concentracdo de reticulacbes nas microparticulas, unindo as
cadeias de alginato e gerando menos espagos disponiveis para a absorcao de agua, resultado
em um menor grau de intumescimento nas amostras com maior quantidade de microparticulas
(OTTENBRITE; PARK; OKANO, 2010). Entretanto, ao passar do tempo de ensaio, a agua é
capaz de superar a barreira que as microparticulas geram na difusao e essa diferenca deixa de
ser significativa. No equilibrio, todas as amostras passam a ter grau de intumescimento em
torno de 100%.

O grau de intumescimento das amostras carregadas com prépolis € mostrado na Figura
35, onde as barras de erro foram calculadas considerando um intervalo de confianga de 95%.
Assim como nas amostras carregadas com sulfato de neomicina, nos momentos iniciais da
andlise a amostra sem adicdo de microparticulas apresentou um maior grau de

intumescimento, seguida pela amostra contendo 25% e pela amostra contendo 50% de

66



microparticulas. Entretanto, o comportamento das amostras contendo 25 e 50% de
microparticulas é estatisticamente o mesmo (p > 0,05).

—=— FAOP
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Figura 35 - Grau de intumescimento das amostras carregadas com prépolis.

Apds os minutos iniciais do ensaio, a amostra FAOP continuou com um grau de
intumescimento superior aos das amostras FA25P e FAS0P. Essa diferenca pode acontecer
devido a liberacdo mais rapida da propolis carregada na amostra sem microparticulas, que era
esperada por conta da menor reticulacdo da matriz polimérica, quando comparada com 0s
filmes contendo microparticulas. Assim, a &gua € capaz de preencher espacos entre as cadeias
de alginato, antes ocupadas pelas moléculas que compdem a prépolis (LEE; MOONEY,
2012). Quando comparadas as amostras FAON e FAOP, pode-se observar que o sulfato de
neomicina apresenta afinidade maior com alginato do que a propolis, que leva a uma liberacéo
mais lenta do farmaco/intumescimento mais lento. Além disso, um maior volume de propolis
foi adicionado a amostra FAOP, quando comparado a quantidade de neomicina adicionada a
amostra FAON. A propolis possui composicéo variada (JULIANO; PALA; COSSU, 2007) e é
possivel que seus componentes possam interferir com a reacdo de reticulacdo, o que nédo

aconteceria no caso das amostras carregadas com neomicina. Ao final do ensaio, o grau de
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intumescimento da amostra FAOP foi de 137% enquanto que das amostras FA25P e FA50P,
foram em torno de 100%.
A fracdo gel e a perda de massa das amostras ao final do ensaio sdo mostradas na

Figura 36.

Bl Fracao Gel

100 — Perda de Massa

90

1l

FAOB FAON FA25N FA50N FAOP FA25P FA50P

©
o
|

Fracao Gel, Perda de Massa (%)

Amostra

Figura 36 - Fracdo gel e perda de massa das amostras.

Para amostras ndo carregadas com farmaco, a fracdo gel esta diretamente ligada a
quantidade de reticulacdes e enovelamento de cadeias amorfas presentes na matriz polimérica.
Quanto maior o grau de reticulagio do hidrogel, maior é a fracdo gel esperada
(OTTENBRITE; PARK; OKANO, 2010; OLIVEIRA et al., 2017). Entretanto, para amostras
carregadas, nao é possivel fazer essa comparacdo direta, pois, além do agente reticulante, o
farmaco tambeém pode interagir com a cadeia polimérica, 0 que geraria maior ancoramento de
cadeias e aumento da fracdo gel (LEE; MOONEY, 2012). Além disso, segundo Patel et al.
(2016), amostras com maior grau de reticulacdo apresentam maior probabilidade de aprisionar
farmacos em sua estrutura tridimensional, o que causaria um aumento ainda maior no grau de
reticulacdo do hidrogel caso a interacdo fosse efetiva. Nesse caso, amostras com mais
reticulagbes, ou seja, maior quantidade de particulas adicionadas, seriam capazes de

aprisionar maior quantidade de farmaco em sua estrutura.
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A amostra FAOB (branco) apresenta a menor fragéo gel dentre as amostras estudadas.
Ao carregar as amostras com sulfato de neomicina, € possivel perceber um aumento na fragcdo
gel. Ao se adicionar prépolis, também ha um aumento da fracdo gel das amostras, embora
ndo significativo (p > 0,05), o que indica que os farmacos adicionados interagem com as
cadeias poliméricas, e que a interagdo entre o polimero e o sulfato de neomicina é maior que a
interacdo entre o polimero e a prépolis. A analise de FTIR mostrou que hd um amento de
intensidade das bandas em 1592 cm-! e 1412 cm™, relativas a reticulacdo do alginato, nas
amostras contendo neomicina, sugerindo que nessas amostras a reticulacdo foi mais efetiva.

A perda de massa esté relacionada com a degradacdo hidrolitica dos géis e com a
liberagdo da substancia ativa (OLIVEIRA et al., 2017). Ao analisar as amostras carregadas
com farmaco e comparando amostras com a mesma quantidade de microparticulas, é possivel
perceber que as amostras carregadas com sulfato de neomicina apresentam perda de massa
menor do que as amostras carregadas com propolis (p < 0.05). Dessa forma, é esperado que as
amostras contendo sulfato de neomicina tenham uma liberacdo de farmaco menor do que as

amostras contendo propolis.

3.8 Permeacéo microbiana

A montagem do experimento de permeacdo microbiana é mostrada na Figura 37. Nele
estdo presentes os tubos contendo meio de crescimento fechados com as amostras branca,
contendo neomicina ou prépolis, que foram fixadas com fita adesiva e tubos controle positivo,

aberto para o ambiente, e negativo, selado e tampado.
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Figura 37 - Montagem do experimento de permeacdo microbiana.

Ap6s 7 dias de ensaio, todos os tubos que foram selados com as amostras
permaneceram sem crescimento visivel de coldnias microbianas ou mudancas na turbidez do
meio. O controle negativo também permaneceu sem mudancgas. Por outro lado, um dos tubos
abertos ao ambiente apresentou o crescimento de uma coldnia flngica compacta. Apos 14
dias, todas os tubos fechados com as amostras e o controle negativo permaneceram sem
mudancas na turbidez ou crescimento aparente. Os dois tubos controle apresentaram
crescimento de colénia e aumento da turbidez do meio. Apés 21 dias, assim como nas analises
anteriores, apenas nos tubos controle positivo estavam presentes coldnias de microrganismos
e turbidez superior ao controle negativo. Ao final do ensaio, ap6s 28 dias, houve aumento da
turbidez do meio nos tubos controle positivo e os demais tubos permaneceram sem
crescimento (Figura 38). O crescimento microbiano nos tubos controle ao longo do tempo de

ensaio pode ser observado na Figura 39.
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(b)

Figura 38 - Resultados do crescimento microbioldgico, apds exposi¢do de 28 dias, (a) das amostras e (b) do
controle negativo.

(d) |

Figura 39 - Resultados do crescimento microbiano da amostra controle positivo apds exposi¢do de (a) 7 dias, (b)
14 dias, (d) 21 dias e (d) 28 dias.

Todas amostras preparadas, incluindo a amostra FAOB, sem a presenca de farmaco,
agiram como uma barreira para entrada de microrganismos nos tubos. Apesar de o alginato
ndo apresentar propriedades antimicrobianas quando utilizado sem a adi¢do de farmacos, a
amostra FAOB também agiu como uma barreira fisica para entrada de microrganismos,
gerada, provavelmente, pela sua estrutura tridimensional. Além disso, a alta capacidade de
absorcdo desses hidrogéis, verificada pelo seu grau de intumescimento, auxilia na
minimizacdo da infecgdo bacteriana da ulcera (JONES; VAUGHAN, 2005; LEE; MOONEY,
2012). Dessa forma, os filmes preparados, carregados ou ndo, podem reduzir o risco de uma
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segunda contaminagdo microbiana nas uUlceras (SINGH; PAL, 2012). Entretanto, filmes sem a

adicdo de farmacos podem néo ser eficientes no combate a infecgdes primarias das Ulceras.

3.9 Analise Termogravimétrica (TGA)

Foi realizada analise termogravimétrica das amostras e os resultados sdo mostrados na
Figura 40 e na Tabela 11. As curvas das amostras FA25N e FA25P mostradas sao referentes
as médias das curvas obtidas para as amostras FA25N1, FA25N2 e FA25N3; e FA25P1,
FA25P2 e FA25P3, respectivamente. A degradacdo completa do alginato de sodio ocorre ap0s
600°C (SOARES et al., 2004). Entretanto, a analise foi realizada apenas na faixa de 25 a

450°C e os residuos de massa dispostos na Tabela 11 sdo referentes ao residuo a 450°C.
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Figura 40 - Curvas da andlise termogravimétrica para as amostras FAOB, FAON, FA25N, FA50N, FAOP,
FA25P e FA50P.
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Tabela 11 - Temperaturas e perdas de massa referentes & degradacdo térmica das amostras.

12 etapa de degradacéo 2% etapa de degradacéo
Temperatura Perdade massa Temperatura Perdade massa Residuo

Amostra (°C) (%) (°C) (%) (%)
FAOB 38,9 - 2257 21,8 225,7 - 450 40,5 37,7
FAON 39,16 - 229,5 23,1 229,5 - 450 36,8 40,1
FA25N1  31,8-2225 23,8 222,5 - 450 33,0 43,2
FA25N2  38,2-231,1 24,2 231,1 - 450 38,1 37,7
FA25N3  38,3-227,9 24,2 227,9 - 450 35,3 40,5
FAS0N  42,4-219,6 21,9 219,6 - 450 51,3 26,8
FAOP 34,8 - 2257 21,3 225,7 - 450 41,9 36,8
FA25P1  33,7-230,3 24,7 230,3 - 450 37,8 37,5
FA25P2 39,4 - 2252 19,3 225,2 - 450 40,3 40,4
FA25P3 44,8 - 228,6 20,3 228,6 - 450 45,6 34,1
FAS0P 39,48 - 218,5 21,6 218,5 - 450 39,9 38,5

Ao analisar a Figura 40, pode-se perceber que todas as amostras, com excecdo da
amostra FAS50N, apresentam curvas de degradacdo térmica semelhantes, que se sobrepGem.
Entretanto, mesmo com a diferenca entre a curva da amostra FA50N e das demais amostras,
suas temperaturas de degradacdo sdo semelhantes, como é mostrado na Tabela 11. Segundo
uma analise ANOVA, realizada utilizando o planejamento experimental com triplicata no
ponto central, a adicdo de farmaco nas amostras ndo foi um fator importante para a
degradacdo. Entretanto, a quantidade de microparticulas influenciou a primeira temperatura
de degradacao das amostras. Com o aumento da quantidade de particulas, houve um aumento
da primeira temperatura de degradacdo, especialmente nas amostras contendo propolis (p <
0,05). Essa temperatura esta relacionada com a desidratacdo das amostras (SOARES et al.,
2004). Segundo Patel et al. (2016), que estudou particulas de alginato preparadas com
diferentes concentracfes de agente reticulante para a liberacdo de farmaco, a quantidade de
reticulacdes presentes na amostra influencia sua estabilidade térmica. Mais reticulaces geram
amostras mais estaveis termicamente. Portanto, a maior estabilidade térmica de amostras de
alginato de célcio com maior quantidade de microparticulas, que provavelmente possuem
mais reticulagdes que a solucdo filmogénica, esta relacionada com a quantidade de
reticulagdes presentes.

A segunda etapa de degradacdo, que corresponde a decomposicao do alginato, ndo foi
significativamente influenciada pela adi¢cdo de microparticulas ou de farmacos (p > 0,05).
Essa etapa foi responsavel por cerca de 40% da perda de massa das amostras. A degradacéo
térmica da propolis ocorre em temperaturas a partir de 81,7°C (NASCIMENTO et al., 2016) e

a degradagdo térmica do sulfato de neomicina ocorre a partir de 94,9°C (NUGRAHANI,
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MIN, 2015), ambas temperaturas referentes a desidratagdo dos materiais. N&o foi possivel
perceber influéncia da degradacdo desses componentes na analise das amostras,

provavelmente, devido ao baixo teor dos mesmos na matriz polimérica.

3.10 Ensaio de Tracéo (Tenséo e deformacao na ruptura)

Com os dados obtidos no ensaio de tragdo, foram plotadas as curvas de tensdo versus
deformacdo das amostras, Figuras 41 (amostras contendo sulfato de neomicina e branco) e 42
(amostras contendo prépolis e branco). As curvas mostradas para as amostras FA25N e
FA25P sdo as médias das curvas obtidas para as amostras FA25N1, FA25N2 e FA25N3; e das
amostras FA25P1, FA25P e FA25P3, respectivamente. As barras de erro foram calculadas

considerando intervalo de confianca de 95%.
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Figura 41 - Curva de tensdo versus deformacdo para as amostras FAOB, FAON, FA25N e FAS0N.
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Figura 42 - Curva de tensdo versus deformacéao para as amostras FAOB, FAOP. FA25P e FA50P.

Ao observar as curvas € possivel perceber um aumento das propriedades mecanicas de
todos os filmes carregados quando comparados ao branco, com exce¢do da amostra FAON.
Ao adicionar microparticulas e farmaco, foi observado um aumento na fracdo gel das
amostras (Figura 36). E esperado que com o aumento do grau de reticulacdo das amostras,
pela adicdo de maior quantidade de microparticulas, a resisténcia mecanica dos filmes
aumente. Isso pode ser explicado pela formagdo da estrutura de “egg-box” do alginato, que
confere maior estabilidade ao hidrogel (COSTA et al., 2018). Além disso, as microparticulas
e os farmacos adicionados poderiam ancorar as cadeias, ou mesmo alterar o enovelamento,
tornando os filmes mais resistentes a tracdo. A partir dessas curvas, foram obtidos o médulo
de Young (medido em 1,3% de deformacdo) e valor da tensdo na ruptura (Tabela 12). Os

desvios encontrados foram calculados considerando um intervalo de confianga de 95%.
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Tabela 12 - Tensdo na ruptura e mddulo de Young para as amostras.
Tens&o na Modulo de
ruptura (kPa)  Young (kPa)
FAOB 74,93+ 21,18 4,30 + 3,88
FAON 105,10 + 66,13 11,59 + 15,82
FA25N 412,48 + 41,36 39,75 + 18,37
FAS0N 254,68 + 26,27 41,78 £24,40
FAOP 281,19 + 55,37 40,84 + 18,53
FA25P 256,98 + 40,15 39,13 + 27,29
FAS0P 166,11 +34,89 43,70 + 14,37

Amostra

O modulo de elasticidade ndo se apresentou como um parédmetro significativamente
diferente em nenhum dos filmes, provavelmente devido ao grande erro calculado (p > 0,05).
Apesar disso, € possivel perceber um aumento do mddulo de elasticidade com a adicdo de
microparticulas nos filmes contendo neomicina (FA25N e FA50N) e com a adicdo de
microparticulas e prépolis nos filmes contendo prépolis (FAOP, FA25P e FA50P). Nos filmes
carregados com sulfato de neomicina, a adicdo de microparticulas nos filmes gera um
aumento significativo no valor da tensdo na ruptura dos filmes. Entretanto, maior adicdo de
microparticulas (filme FAS0N), acarreta diminuicdo da resisténcia. Para os filmes carregados
com propolis, os filmes sem particulas sdo significativamente mais resistentes que o FA50P (p
< 0,05). No caso do filme FA50P, uma vez que a adi¢cdo de muitas particulas (alta area
superficial) pode por capilaridade acarretar envolvimento das particulas por matriz, a
quantidade de matriz entre particulas é menor, diminuindo a resisténcia das mesmas, como
observado no MEV.

Ao analisar o comportamento das curvas obtidas para as amostras carregadas com
sulfato de neomicina, pode-se observar que a amostra FAON, que ndo possui microparticulas
em sua estrutura, apresenta um comportamento semelhante, e estatisticamente igual, ao
comportamento do filme ndo carregado, FAOB. Ao se adicionar microparticulas em sua
estrutura, o comportamento das amostras frente a tracdo se modificou. No inicio do ensaio, as
duas amostras carregadas com microparticulas apresentaram um comportamento semelhante
e, como consequéncia, um moédulo de elasticidade semelhante. Ao longo do ensaio esse
comportamento se modifica, sdo obtidas tensbes na ruptura distintas para cada amostra
(Tabela 12). Entretanto, ao se adicionar mais particulas, como na amostra FA50N, 0 excesso
de microparticulas, juntamente a presenca do farmaco, acarretou em uma diminuicdo da

tensdo suportada pelo material até a ruptura.
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O comportamento dos filmes carregados com propolis foi diferente do comportamento
dos filmes contendo sulfato de neomicina. Para esses filmes, a adicdo da propolis foi
suficiente para aumentar as propriedades mecéanicas dos filmes, quando comparados ao
branco. E provavel que a propolis interaja com as cadeias do alginato de forma a funcionar
como um impedimento a reticulacdo, atuando como plastificante e deixando as cadeias livres
para escoarem quando submetidas a tragdo. Esse comportamento pode ser observado nos
resultados do FTIR, onde ha uma diminuicéo da intensidade das bandas relativas a reticulacéo
do alginato, em 1592 e 1412 cm™, nas amostras contendo propolis. O filme carregado com
50% de microparticulas, assim como o carregado com neomicina, possui comportamento
mecanico inferior aos demais filmes carregados com prépolis e 0 comportamento incomum da
amostra FA25P pode se dar devido a baixa homogeneidade dessas amostras, como observado

na Figura 17.

3.11 Estimacao de parametros
A estimacdo de parametros foi realizada para os resultados das seguintes analises: grau
de intumescimento no equilibrio, fracdo gel, perda de massa, tensédo na ruptura e modulo de

Young. Os resultados serdo descritos separadamente para cada resposta.

3.11.1 Grau de intumescimento no equilibrio
A Equacdo 7 foi obtida na estimacdo de parametros para a prever o comportamento do

grau de intumescimento no equilibrio para as amostras.

GI (%) = 106,1444 — 10,2472A — 1,8400B — 8,1490AB (7)

Nessa equacdo, os parametros B1, B2 e P12, relacionados a quantidade de particulas e
tipo de farmaco, foram considerados néo significativos, por obter um p-valor maior que 0,05.
Esse resultado esta de acordo com o esperado, pois, segundo a analise ANOVA, as amostras
carregadas com farmaco obtiveram grau de intumescimento no equilibrio estatisticamente
iguais, com excecdo da amostra FAOP. Todas as amostras se diferenciaram apenas da amostra
FAOB, que ndo foi incluida na estimagdo. O coeficiente de determinagdo do modelo, R?, foi

de 0,432. Dessa forma, esse ndao foi um bom modelo para explicar os dados experimentais.
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3.11.2 Fracao gel

A Equacéo 8 foi obtida para prever o comportamento da fragdo gel das amostras.

FG = 83,3648 — 1,02584 — 4,0595B + 0,4780AB (8)

Nessa equagdo, os parametros relacionados a quantidade de particulas, 1 ¢ P12, foram
considerados ndo significativos (p > 0,05). Segundo a analise ANOVA realizada, a
quantidade de particulas adicionadas nos filmes ndo influenciou a fracdo gel das amostras,
porém a mesma foi influenciada pelo tipo de farmaco adicionado. As amostras carregadas
com sulfato de neomicina obtiveram fracdo gel significativamente maior do que as demais
amostras, carregadas com prépolis ou ndo carregada. O coeficiente de determinacdo do
modelo, R?, foi 0,911, entdo 0 modelo estimado pode ser considerado um bom modelo.

3.11.3 Perda de massa

A estimacéo de parametros para a perda de massa deu origem a Equacéo 9.

PM = 16,6352 + 1,02584 + 4,0595B — 0,4780AB 9)

Assim como na equagdo estimada para a fragdo gel, os parametros P1 e Piz,
relacionados a quantidade de particulas, ndo foram considerados significativos (p > 0,05). Foi
verificado na analise ANOVA que as amostras contendo sulfato de neomicina obtiveram
perda de massa menor que a amostra sem farmaco e as amostras contendo propolis. Por outro
lado, a quantidade de microparticulas adicionada ndo influenciou significativamente a perda
de massa das amostras (p > 0,05). O coeficiente de determinacdo do modelo, R?, foi 0,911 e,
assim como o modelo para a fragdo gel, esse foi um bom modelo para a estimacdo da perda de

massa.
3.11.4 Tensao na ruptura
A Equacéo 10 mostra o resultado da estimacao de parametros da tensdo de ruptura das

amostras.

TR = 281,5455 + 8,6241A — 37,8972B — 66,1620AB (10)
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Nessa equagdo, o parametro B1, relativo a quantidade de microparticulas, ndo foi um
parametro significativo (p > 0,05). A adicdo de microparticulas nas amostras gera um
aumento na tensdo na ruptura das amostras e uma posterior diminui¢cdo da mesma, com uma
maior adicdo de microparticulas (amostras FA50N e FAS5S0P). Esse aumento e posterior
diminuicdo da tens&o na ruptura ndo pode ser previsto por esse tipo de equagéo e justifica a
ndo-significancia do parametro B1. O coeficiente de determinagdo, R?, foi 0,530 e 0 modelo

ndo pode ser considerado bom para a estimacdo da tensdo na ruptura.

3.11.5 Modulo de Young
A Equacdo 11 foi obtida para prever o comportamento do médulo de Young das

amostras.

MY = 33,0926 — 6,36354 — 0,4269B — 14,5173AB (11)

Nesta equagdo, os parametros f1, B2 e P12, relacionados a quantidade de particulas e
tipo de farmaco, foram considerados ndo significativos (p > 0,05). A analise ANOVA
realizada mostrou que nenhuma das amostras obteve modulo de elasticidade estatisticamente
diferente do médulo das demais amostras (p > 0,05), provavelmente devido ao grande erro
experimental observado. Dessa forma, nenhum dos fatores utilizados no planejamento de
experimentos foi relevante para a variagdio do moddulo de Young. O coeficiente de
determinacdo do modelo para 0 médulo de Young foi igual a 0,354 e esse modelo ndo pode
ser considerado um bom modelo.

A estimacdo de pardmetros nédo foi capaz de prever o comportamento das amostras,
porém foi Gtil para comparacdo com os resultados da ANOVA. A U(nicas analises que
obtiveram bons modelos e que se ajustam bem aos dados experimentais, foram os modelos
para a fracdo gel e perda de massa. O residuo observado entre esses modelos e os dados

experimentais foi satisfatério e podem ser observados na Figura 43.
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Figura 43 - Residuos entre os valores experimentais e preditos pela estimacao de parametros.
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4 CONCLUSOES

Filmes e microparticulas de alginato foram preparados de acordo com a metodologia
proposta. As microparticulas obtidas possuem didmetro entre 13 e 1900 um, apropriado para a
utilizacdo em sistemas de liberacdo controlada e para serem carregadas nos filmes. Com
excecdo do filme FA25P, todos os filmes foram caracterizados como homogéneos, ou seja,
apresentam auséncia de particulas insoliveis e coloracdo uniforme. Os filmes foram
reticulados com a adigdo de fons Ca2?*, como sugerem os resultados do DRX e FTIR e
imagens do MEV mostraram que as amostras foram efetivamente carregadas com
microparticulas. Além disso, as amostras foram também carregadas com sulfato de neomicina
ou propolis, como visualizado nas analises de FTIR. Com a adicdo dos farmacos e
microparticulas, houve um aumento na espessura dos filmes. Foi verificado que todas as
amostras possuem grau de intumescimento no equilibrio superiores a 100%, tornando-as boas
candidatas para a producdo de curativos absorventes. A liberacdo dos farmacos ndo foi
avaliada neste trabalho, porém a menor perda de massa apresentada pelas amostras carregadas
com neomicina (11,9, 12,0 e 14,9% para as amostras FAON, FA25N e FASO0N,
respectivamente), quando comparadas com as amostras carregadas com prépolis (20,0, 20,8 e
21,1%, para as amostras FAOP, FA25P e FA50P, respectivamente), sugere que a liberacao
dessa droga é menor. Todas as amostras sdo termicamente estaveis na temperatura corporal e
possuem propriedades mecanicas que permitem a sua utilizagdo como curativos. Entretanto,
maior adi¢do de microparticulas pode gerar uma diminuicdo dos valores de tensao na ruptura,
e levar a possivel ruptura dos filmes durante a aplicacdo ou retirada dos curativos. Por fim,
todas as amostras foram eficientes como protecdo a uma contaminagdo externa por
microrganismos, incluindo a amostra ndo carregada. O modelo utilizado para a estimacao de
parametros foi um bom modelo apenas para prever o comportamento da fracdo gel e perda de
massa das amostras, obtendo um coeficiente de determinacdo de 0,911. Entretanto, a
estimacdo foi atil, mesmo nos casos onde o modelo ndo se mostrou bom, para confirmar os
resultados da analise ANOVA.

A adicdo de microparticulas gerou melhora em diversas propriedades dos filmes,
como: aumento da espessura, aumento da primeira temperatura de degradacdo e aumento da
resisténcia mecénica (neste caso, em filmes com até 25% de particulas). A adicdo de farmaco,

por sua vez, € importante pela necessidade de tratamento das infec¢bes presentes nas Ulceras
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neuropéticas, que ndo seria eficaz apenas com o uso de curativos comuns. Quando
comparados os filmes carregados com sulfato de neomicina e propolis, é possivel perceber
que os dois possuem caracteristicas semelhantes e que ambos sdo bons candidatos ao uso
como curativos. Entretanto, o uso de antibidticos pode gerar efeitos ndo desejaveis, como
alergias, desenvolvimento de resisténcia bacteriana e risco de toxicidade. Por isso, os filmes
carregados com microparticulas e propolis podem ser considerados excelentes substitutos dos

curativos carregados com antibioticos e mostram grande potencial para esta aplicacao.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

" Testar a liberagdo de farmacos de ambos os filmes;

" Utilizar extratos aquosos de prépolis ou outros produtos naturais para carregar
os filmes, com o objetivo de aumentar a homogeneidade nesses filmes;

" Testar a atividade antimicrobiana das amostras, para verificar se ha o controle
da infeccdo das Ulceras;

" Testar outras quantidades de microparticulas adicionadas ao filme, para
determinar a concentracdo ideal de microparticulas a serem carregadas;

. Adicionar microparticulas de alginato em outras matrizes poliméricas, a fim de
se obter filmes com propriedades diversificadas;

. Testar diferentes modelos ndo-lineares para a estimagéo de parametros.
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