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RESUMO

Este estudo teve como foco o desenvolvimento de membranas compostas por
quitosana (QTS) e xilana (XY) incorporadas com curcumina (CUR) e piperina (PIP)
para aplicagdo como curativo de pele. Estudos de interacbes de CUR, PIP e Pluronic
P-123 (P123) foram conduzidos a fim de obter as melhores relagcbes molares de
entre os compostos. Analises de DSC mostraram que os ativos se tornam mais
amorfos em misturas com P123. A partir de analises fluorimétricas observou-se que
no sistema tricomponente ocorre supressao da fluorescéncia da CUR em solugao
aquosa. No sistema CUR-PIP se verificou com analises de DSC e fluorimetria que a
proporcao de 40% de PIP gerou o material mais amorfo e a PIP aumenta a emissao
de fluorescéncia da CUR em solucdo aquosa, indicando que ocorre interagao
intermolecular. Em seguida, foram desenvolvidas membranas de QTS e XY em
diferentes proporcdes, evidenciando que a proporcao de 80:20 (m/m) apresenta as
melhores propriedades fisico-quimicas, como menor grau de dissolugédo e maior
grau de intumescimento em solugdes tampao pH de pele simulado (pHs 5,5 e 7,4),
apresentando ainda maior resisténcia ao stress mecanico, mesmo depois de a
membrana passar por processo de intumescimento. CUR e PIP foram incorporadas
a formulacédo Q100 e Q80 para avaliar de que forma a interacdo entre os ativos
altera as propriedades das membranas. A partir das caracterizacbes
espectroscopicas verifica-se 0 sucesso na incorporagdo dos ativos na matriz
poliméricas. Além disso, analises de DSC, difracdo de raio-X e microscopia PLOM
mostraram que a interacdo entre CUR e PIP resulta em um material onde a CUR
esta mais amorfa e melhor dispersa. Analises de liberagdo in vitro em solucéo
tampao pH 7,4 em condicbes sink mostraram maior liberagcdo do ativo para
membranas contendo PIP, alcangando liberagdo maxima de até 99% apds 50 h,
sendo o modelo cinético de Kornsmeyer-Peppas que melhor representou a
liberacdo. Os ensaios de permeacdo cutidnea ex vivo em pele humana mostraram
que a presenca de PIP nas membranas reduziu a permeac¢ao da CUR e que a maior
retencdo do ativo ocorre na epiderme. Ensaios microbiolégicos realizados nas
membranas Q100 e Q80 contendo CUR e PIP mostraram que as membranas
apresentaram atividade antibacteriana para cepas de P. aeruginosa, tendo
concentragdo inibitéria minima (MIC) da CUR em 1,15 mg.mL-'. Assim conclui-se
que a matriz polimérica a base de QTS e XY desenvolvida obtida neste estudo
mostra caracteristicas importantes para a aplicagao em tratamentos topicos.

Palavras-chave: CUR. PIP. QTS. XY. Curativo de pele.



ABSTRACT

This study focused on the development of membranes of chitosan (QTS) and xylan
(XY) loaded with curcumin (CUR) and piperine (PIP) for skin treatment applications.
First, the interactions of CUR, PIP and Pluronic P123 (P123) were investigated in
order to obtain the best molar ratios among the compounds. DSC analysis showed
that the active components become more amorphous in mixtures with P123.
Fluorimetric analysis revealed that in the three-component system, the fluorescence
of CUR is suppressed in aqueous solution. In the system of CUR-PIP, DSC and
fluorimetric analysis showed that the proportion of 40 % PIP produces the most
amorphous material and that PIP increases the fluorescence emission of CUR in
aqueous solution, indicating that an intermolecular interaction occurs. Next,
membranes with different proportions (w/w) of QTS and XY mixture were developed.
It was found that the 80:20 ratio presented the best physicochemical properties, such
as a lower degree of dissolution and a higher degree of swelling in pH buffer
solutions of simulated skin (pHs 5.5 and 7.4), showing even higher resistance to
mechanical stress, even after the membrane undergoes a swelling process. CUR
and PIP were incorporated into the Q100 and Q80 formulations to assess how their
interaction alters the properties of the membranes. Spectroscopic characterizations
showed the success of incorporating the compounds into the polymer chains. In
addition, DSC, X-ray diffraction and PLOM microscopy analysis showed that the
interaction between CUR and PIP leads to an amorphous material that is better
dispersed in the polymeric matrices. In vitro release analysis in a buffer solution with
a pH of 7.4 under sink conditions showed a higher release of CUR for membranes
containing PIP, reaching a maximum release of up to 99% after 50 h and the kinetic
model that best represented the release of CUR was the Kornsmeyer-Peppas model.
Ex vivo permeation tests on human skin showed that the presence of PIP in the
membranes reduced the permeation of CUR and the greatest retention occurred in
the epidermis. In microbiological tests performed on membranes Q100 and Q80
containing CUR and PIP, it was found that the membranes showed antibacterial
activity against strains of P. aeruginosa, with the minimum inhibitory concentration
(MIC) of CUR being 1,15 mg.mL'.Thus, it is concluded that the polymeric matrix
based on QTS and XY developed in this study shows important characteristics for
application in topical treatments.

Keywords: Curcumin. Piperine. Chitosan. Xylan. Wound dressing.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. CURATIVOS PARA FERIMENTOS CUTANEOS

A pele é o maior 6rgédo do corpo humano, representando cerca de 15% do
peso corporal. E composta por trés camadas, sendo elas epiderme, derme e
hipoderme (Figura 1). Cada camada possui diferentes constituintes estruturais e
funcdes. A epiderme e derme, camadas mais externas, sdo responsaveis pelas
principais caracteristicas da pele. Atuam como a primeira barreira de protegcéo contra
agentes externos e é capaz de realizar regeneragao apds sofrer danos teciduais.’

Ferimentos cutaneos podem causar inumeros problemas para o paciente,
indo desde a imobilidade de membros até danos estéticos que causem transtornos
psicossociais. Podem ser classificados como crénicos ou agudos dependendo do
tempo de regeneragao da pele. Danos agudos tendem a cicatrizar em torno de 8 a
12 semanas e sdo comumente causados por traumas como laceragdes, batidas ou
queimaduras. Ja danos crénicos causados a pele sdo mais complexos para serem
tratados, levando no minimo 6 semanas para sua restauragdo e podem aumentar a
extensao do dano ou até mesmo reaparecer apds o final do tratamento. Exemplos
de danos cronicos sao infecgdes por bactérias ou fungos, diabetes ou até mesmo
um tratamento prévio ineficaz de um ferimento agudo. Estima-se que em 2018
ocorreram mais de 305 milhdes de tratamentos relacionados a danos na pele no
mundo. Esses ferimentos podem ocorrer diversas vezes ao longo da vida, tornando

seu tratamento uma parte expressiva na atividade da medicina.’

Figura 1. (A) Representacdao da estrutura da pele e (B) esquema de fases de

regeneragao da pele.

1 Hemostasia 3 Proliferagao

2 Inflamacgao 4 Remodelacao
i k .w : l- ‘ -.\s ‘*

Fonte: Figura adaptada de Dias et al (2016).5
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O processo de regeneragdao da pele ocorre em etapas simultaneas
conhecidas como hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelagdo, conforme
ilustrado na Figura 1. Com o ferimento da pele, se desencadeiam os processos de
hemostasia e inflamagao simultaneamente. Na hemostasia as plaquetas do sangue
se agregam para que ocorra coagulagcado local e o sangramento seja sanado. O
processo inflamatério utiliza as células constituintes da pele para promover a
cicatrizacédo dos tecidos e para inibir o crescimento de micro-organismos externos. A
etapa seguinte é a proliferagdo, em que células epiteliais e fibroblastos s&o
deslocados para os locais danificados para substituirem as células mortas e
formarem uma nova matriz. Na ultima etapa, chamada de remodelacdo, a matriz é
reformulada para um tecido semifuncional, completando o processo de
cicatrizagdo.?®

Um tratamento para ferimento cutdaneo deve proteger a pele de infec¢des e
auxiliar no processo natural de regeneragao, pode-se utilizar curativos ou aplicagao
tépica de compostos ativos que possuam acgado bioldgica. Curativos como gaze e
algodao, podem causar danos extras a pele e retardar o processo de renovagao
durante manutengdes do tratamento. Isso se deve a sua alta adesao e possivel
contaminagao e/ou inflamacéao por fibras de material que sejam de dificil remocéao.
Por isso, é necessario encontrar alternativas para os curativos tradicionais que
apresentam melhores propriedades e proporcionam tratamento mais eficaz.6°

Uma alternativa muito estudada para solucionar tal problema é o uso de
curativos produzidos a partir de matrizes biopoliméricas em forma de membranas ou
filmes. Esse tipo de material vem ganhando mais interesse no mundo académico
nas ultimas décadas, devido a suas propriedades biocompativeis e possibilidade de
melhorar as propriedades fisico-quimicas das membranas produzidas. Isso pode ser
alcancado com adicdo de agentes reticulantes, produzindo misturas de polimeros
diferentes e incorporando farmacos ou compostos ativos a matriz polimérica. Devido
a importante aplicacdo na saude publica, é relevante pesquisar e desenvolver novas
tecnologias que possibilitem melhorias aos tratamentos ja existentes.

Por isso, no presente trabalho, se escolheu produzir membranas poliméricas
compostas por QTS e XY, que possuem capacidade de formarem matrizes
continuas e maleaveis. No entanto, os polimeros escolhidos possuem reduzidas

propriedades antibacterianas e cicatrizantes e a CUR foi optada para ser
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incorporada a matriz polimérica, visto a consideravel quantidade de estudos que
apontam a eficacia do ativo em auxiliar o processo de regeneracao da pele e atuar
como agente bactericida e anti-inflamatério. Ao se considerar a baixa solubilidade da
CUR em agua e sua consequente baixa biodisponibilidade, pesquisou-se por formas
de melhorar este fator. Alguns estudos apontam a melhora de biodisponibilidade da
CUR em aplicagdes via oral e via transdermal ao se adicionar PIP no sistema, sendo

sugerido que possa promover a solubilidade da CUR.5-'3

1.2. MEMBRANAS BIOPOLIMERICAS

Curativos de pele, como membranas biopoliméricas, sdo uma opc¢ao para
realizar um tratamento de ferimento de pele, para isso este deve ser biocompativel,
tenha capacidade de absorver o vazamento de fluidos e boa aderéncia a pele,
permita a troca de oxigénio, e de preferéncia apresente ac¢des antioxidantes,
antiinflamatorias e antibacterianas.4-16

Polimeros naturais, como polissacarideos, sdo muito estudados por suas
propriedades biologicas e capacidade de formar sistemas de carreamento de
compostos ativos na forma de membranas, fiimes e hidrogéis. Além disso,
apresentam baixa toxicidade quando comparados a polimeros sintéticos, em funcgao
de serem biocompativeis com a matriz extracelular da pele. Tais propriedades se
adequam a crescente busca cientifica pela sustentabilidade nos processos quimicos,
mais especificamente através da quimica verde. 1420

A classe de polissacarideos consiste em macromoléculas formadas por
monossacarideos através de ligacdes glicosidicas. E representada por polimeros
naturais como QTS, XY e celulose, dentre outros. Sao vantajosos no uso para
tratamento de feridas, como suplemento alimentar e liberagdo prolongada de
farmacos pois podem ser biocompativeis e de baixo custo, sendo provenientes de
fontes renovaveis.4-20

A XY (Figura 2) é um polissacarideo do grupo de hemicelulose, sendo a
representante mais abundante na natureza. E encontrada na parede celular de
plantas € na madeira de arvores. Sua estrutura quimica varia de acordo com sua
fonte vegetal. Pode ser extraida de sabugo de milho e neste caso, € composta por
uma cadeia principal de unidades de B-D-xilopiranose e ligagdes do tipo 3-(1,4) com

unidades repetidas de 4-o-metil-D-glucurénico, L-arabinose e D-xilose, na proporgao
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2:7:19. E um po6 de coloragdo branca a amarelada e apresenta pKa de 3,77, sendo

soluvel em agua.

Figura 2. Estrutura quimica da XY extraida de madeira.
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Fonte: Nechita et al.(2020)?"

Possui propriedades favoraveis para ser utilizada como matriz de um sistema
para tratamento de pele, pois é biocompativel e biodegradavel, ndo toxico e tém
efeito antitumoral. Apesar de tais propriedades, a XY sozinha ndo tem capacidade
de formar uma matriz continua através do processo de secagem de solvente. E
comum encontrar estudos que utilizam reticulantes ou misturas com outros
polimeros para obter o material desejado e realizar a incorporagao de farmacos ou
compostos ativos.??-24

A QTS é um polissacarideo linear natural com propriedades sensiveis ao pH
do meio, podendo apresentar estrutura carregada positivamente ou negativamente
devido ao equilibrio de protonagdo e desprotonacdo dos grupos amino. E composto
por unidades de [(-(1,4)-N-acetil-D-glucosamina, conforme mostra a Figura 3.
Usualmente obtida através de desacetilagdo parcial da quitina, considerado o
segundo biopolimero mais abundante na natureza, sendo encontrado no
exoesqueleto de crustaceos. Tem pK,; de 6,43 e é soluvel em solugdes aquosas
diluidas de acido citrico e acético com pHs entre 4,5 a 6,5. Pode apresentar graus de
desacetilagdo e gerar grupos de QTS com diferentes massas molares, podendo

afetar suas propriedades fisico-quimicas.?-27
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Figura 3. Estrutura quimica da QTS.
CHE

Quitosana

Fonte: Aravamudhan et al (2014)'°

A QTS é muito estudada como biomaterial pois apresenta propriedades
interessantes para aplicagcbes bioldgicas. Estudos apontam que € biocompativel e
biodegradavel, apresenta atividade antimicrobiana, e pode formar membranas com
bioadesdo e bom grau de intumescimento. Além disso, seu preparo pode ser
realizado de forma simples e sem o uso de solventes organicos com alto nivel de
toxicidade. 2-27

Membranas a base de QTS e XY ja foram descritas na literatura e relata-se
que ocorrem interagdes ibnicas entre grupos amino da QTS e unidades de acido
glucurénico da XY, podendo gerar estabilidade para formar o sistema. Estudos
reportados por Bush et al demonstram que a produgao de um sistema polimérico de
QTS e XY gera melhores propriedades mecanicas nas membranas, como
resisténcia a stress mecanico e elongagdo maxima e aumento de atividade
antioxidante e antibacteriana. 223

Apesar de possuirem propriedades biologicas interessantes para um curativo
de pele, sua atividade sinérgica pode nao ser suficiente para um tratamento eficaz
em pele. Isso ocorre em funcdo da variacdo nas estruturas dos polimeros
proveniente da fonte de obtencdo, como massa molar, grau de acetilacdo, entre
outros. Portanto, é relevante utilizar outros compostos quimicos que tenham
atividade biolégica como forma de enriquecimento das membranas, como agao

antimicrobiana, anti-inflamatdria e antioxidante.28-31
1.3. COMPOSTOS ATIVOS NATURAIS
1.3.1. Curcumina

A CUR é um polifenol extraido do rizoma da curcuma (Curcuma longa), sendo

o curcumindide de maior bioatividade. E um pd cristalino de coloragdo amarela,
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insoluvel em agua em pHs neutro e acido e soluvel em etanol, acido acético e
cloroférmio. Apresenta tautomerismo diceto/ceto-enol dependendo do pH, da
polaridade do solvente e temperatura do meio, tendo nove possiveis estruturas.
Possui coeficiente de particdo (LogP) de 3,2 e apresenta 3 diferentes pKas com
valores entre 7,8 e 11,12. Os curcumindides representam 3-5% da massa do rizoma
da curcuma, sendo compostos por CUR (77%), demetoxiCUR (17%), e

bisdemetoxiCUR (3%), conforme representado na Figura 4.10.13.28.32

Figura 4. Estrutura dos curcumindides, sendo (a)CUR, (b)demetoxiCUR e
(c)bisdemetoxiCUR.

o 0
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Fonte: Chen et al. (2016)32
Nas ultimas décadas a CUR ganhou amplo interesse cientifico por suas
atividades bioldgicas e efeitos preventivos para a satide humana. E utilizada como
pigmento, conservante de alimentos e antioxidante em suplementos alimentares.
Além disso, tem atividade anti-inflamatéria, antioxidante, antitumoral, antimicrobiana
e antifungica, possibilitando aplicagado como principio ativo no tratamento de diversas
doengas.33-3

Estudos notaram sua capacidade de auxiliar na regeneragao da pele em
ferimentos quando utilizada de forma tépica. Isso ocorre através do estimulo da
formacao de granulacao, deposigao de colageno, aumento da densidade vascular e
proliferacdo de fibroblastos. Apesar disso, encontra-se dificuldade para utiliza-la em
formulagdes orais ou topicas. Isso se deve a sua instabilidade quimica,
fotodegradacao, alta degradagdo metabdlica, baixa solubilidade em agua e baixa

biodisponibilidade.33-35
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A aplicagao topica pode ser mais eficaz para tratamento de ferimentos de
pele, ja que a aplicagcdo da formulacdo se da localmente e pode ter liberagao
prolongada. Porém, a pele permite baixa permeabilidade para substancias externas.
Sistemas carreadores e potencializadores de permeabilidade podem ser aplicados
para solucionar esse problema. Alguns exemplos utilizados como via de liberagao
transdérmica sao lipossomas, filmes, membranas, micelas poliméricas e
nanoemulsdées. Estudos conduzidos por Enumo et al analisaram membranas
poliméricas compostas por QTS e enriquecidas com micelas de Pluronic e CUR.
Nestes estudos observou-se que as membranas produzidas apresentaram melhores
propriedades térmicas e mecéanicas ao se comparar com membranas puras de QTS,
além de se observar efetiva liberagdo da CUR pelas matrizes poliméricas em
ensaios in vitro e em pele humana ex vivo. Hidrogéis compostos por QTS
incorporados com micelas de P123, gelatina e CUR foram desenvolvidos e
estudados por Pham et al para aplicagbes em tratamento de pele. Foi observado em
estudos in vitro e in vivo realizados em pele danificada de ratos albinos, que os
hidrogéis produzidos proporcionaram efetiva liberagdo da CUR e aceleraram o
processo de renegeragdo celular da pele. 28:33-38

Adicionalmente ao uso de sistemas carreadores pode-se utilizar agentes
promotores de solubilidade para otimizar a incorporagdo da CUR nas matrizes
poliméricas e também o processo de liberagdo do ativo. Encontra-se estudos que
apontam a PIP como um destes agentes promotores de solubilidade. O sistema
formado pela interacdo de CUR e PIP tem despertado maior interesse académico
nos ultimos anos, pois pode-se ampliar a biodisponibilidade da CUR. Pode-se
compreender melhor a interagdo entre CUR e PIP através de estudos de dindmica
molecular. Sendo possivel encontrar estudos descritos na literatura que avaliaram a
docagem molecular quimica das interacbes dos compostos. Um destes estudos foi
realizado por Patil et al em que foi possivel determinar que a PIP fornece orbitais
moleculares e potenciais eletrostaticos ideais para formar forte interacao
intermolecular com a CUR, podendo competir com a interagcdo existente entre
agregados CUR-CUR.33-37.39
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1.3.2. Piperina

A PIP é um alcaldide presente na pimenta-preta (Piperis nigrum), sendo um
dos responsaveis pelo sabor picante na espécie Piper. E um composto cristalino que
pode ser incolor ou apresentar coloragdo amarelada e sua estrutura esta
representada na Figura 5. E pouco solivel em agua e soltvel em etanol, piridina,

acetona, éter etilico e cloroférmio. Possui logP de 3,69 e seu pKa é 12,2.11.12:40.41

Figura 5. Estrutura quimica da PIP.

T
g )
O
Adaptado de Oliveira et al. (2014).""

Apresenta propriedade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e acéao
neuroprotetora. Além disso, estudos reportam que a PIP é capaz de potencializar a
absorcdo de diversos compostos ativos, incluindo a CUR, e gerar maior
biodisponibilidade do ativo, seja por via oral ou transdérmica. Isso torna seu uso em
formulacbes com a CUR favoravel, de forma a obter melhor bioatividade em um
tratamento especifico. 124041

Ao realizar pesquisa cientifica de artigos recentes que tenham avaliado a
interacdo de CUR e PIP em aplicagcbes tdpicas se encontram poucos estudos
antigos, porém ha um crescente numero de estudos realizados nos ultimos dez
anos. Estudos conduzidos por Jantarat et al apontaram que a adi¢ao de PIP no

sistema polimérico composto por dupla camada de hidroxipropil- 3 -ciclodextrina e

celulose proporcionou maior permeacdo ex vivo da CUR em pele de rato,
alcancando um aumento de 1,89 vezes na taxa de permeagao ao se comparar com
a membrana sem PIP. Fendbmenos semelhantes foram encontrados em estudos
realizados por Stasitowicz et al, em que se mostrou que membranas de
hidroxipropil-B-ciclodextrina incorporadas com CUR e PIP proporcionaram aumento
de solubilidade da CUR em solug¢ao tampéo fosfato pH 6,8, assim como aumento da
permeacdo da CUR em membranas biolégicas (mucosa gastrointestinal e barreira

hematoencefalica). 124042
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Embora existam efeitos vantajosos no uso combinado desses compostos, ha
o desafio de formar um sistema que seja eficaz na liberagdo da CUR para que
ocorra sua permeacio na pele. Isso ocorre devido a propriedades comuns a eles
como: baixa solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade e estabilidade quimica.
Desta forma, torna-se necessario usar sistemas carreadores para solucionar esse
problema, podendo ser utilizados os mesmos sistemas que os citados acima para a

entrega da CUR na pele.'24041
1.4. COPOLIMEROS ANFIFiLICOS

Para contornar problemas de solubilidade em agua, biodisponibilidade e
estabilidade de compostos ativos lipofilicos a industria farmacéutica tem como opgao
o0 uso de agentes complexantes. Os copolimeros tribloco da marca comercial
Pluronic sdo um dos tipos de polimeros sintéticos mais utilizados para tal propdsito,
pois podem ser biocompativeis.*344

Pluronic é marca de copolimeros soluveis em agua e n&o iénicos, compostos
por blocos hidrofilicos de poli(dxido de etileno)(PEO) e blocos hidrofébicos de
poli(éxido de propileno)(PPO). Possuem estrutura simplificada EOx-POy-EOx, em que
o comprimento das cadeias x e y variam de 2-130 e 16-70 unidades,
respectivamente. Apresentam massa molar que pode variar de 1.800-15.000 g.mol".
Sua estrutura quimica resulta em propriedade anfifilica, podendo formar micelas em
solucdo aquosa através de auto-montagem com estrutura nucleo-casca ao atingir
concentracbes micelares criticas (CMC). Um exemplo de Pluronic amplamente
utilizado para liberagdo de compostos ativos € o Pluronic P-123 (EO20—PQOss—EO20)
com massa molar de 5.750 g.mol' . Em temperaturas experimentais de 25°C a CMC
e Nagg de P123 descritos na literatura sdo de 0,3 mg.mL™" e 86, respectivamente. A
Figura 6 mostra a estrutura do P123 e demonstra esquematicamente como ocorre o

processo de auto-montagem.43-47
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Figura 6. Representacao estrutural do P123 e esquema da formagdo de micelas

através do processo de auto-montagem.
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Fonte: Adaptado de Banerjee et al. (2019)46

Além disso, sao preferiveis a surfactantes comuns por ter menor
citotoxicidade e menor CMC. Sao sensiveis a temperatura do meio em que estao
inseridos, apresentando caracteristicas de gel ou liquido, sendo uma propriedade
interessante para aplicar as micelas em condi¢des fisiolégicas. Essas micelas
possuem um nucleo hidrofébico e uma casca hidrofilica. Por isso, tém a capacidade
de incorporar no nucleo compostos ativos hidrofébicos, e assim protegé-los dos
efeitos de incompatibilidade com o meio biolégico e fornecer uma liberagéo
prolongada. Em funcédo disso, sdo uma o6tima forma de melhorar a eficacia de

liberagéo e agdo dos compostos ativos em diversos tratamentos médicos.28:48-52
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e caracterizar membranas a base de QTS e XY enriquecidas
com CUR, P123 e PIP, avaliando o efeito da PIP como potencial promotor de
solubilidade da CUR e avaliar a atividade das membranas quando aplicadas na pele

visando tratamentos de ferimentos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a interagdo de CUR e PIP por meio de estudos de fluorescéncia,
espectroscopia de UV-Vis, difragdo de pd por Raio-X (XRPD) e calorimetria
diferencial de varredura (DSC);

2. Analisar a formacao de micelas de P123, contendo CUR e PIP através de
andlises de DSC e analises espectroscépicas como fluorimetria e infravermelho
(FTIR);

3. Avaliar as melhores condicdes de preparo de membranas de QTS e XY para
incorporagao de CUR e PIP pelo método de evaporagao de solvente (casting);

4. Caracterizar as membranas desenvolvidas quanto as propriedades
mecanicas, morfolégicas e térmicas, através de analises de DSC, microscopia
eletrénica de varredura (SEM), microscopia Optica com luz polarizada (PLOM),
ensaio mecanico, XRPD, FTIR, espectroscopia de UV-Vis, angulo de contato e grau
de intumescimento;

5. Determinar a quantidade de CUR incorporada nas membranas produzidas € a
homogeneidade do composto ativo através de técnicas analiticas;

6. Estudar cinética de liberagao in vitro das formulagbes de CUR e PIP em meio
de pH simulado de pele saudavel (pH 5,5) e pele lesionada (pH 7,4);

7. Avaliar a permeacgao e retencao ex vivo em pele humana seguindo protocolo
ético empregando a célula de difusdo tipo Franz, e quantificar a CUR
permeada/retida nas diferentes camadas da pele por fluorescéncia utilizando curva
analitica validada;

8. Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro das membranas através do método
de microdiluicao contra cepas de bactérias Gram positiva e negativa Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), respectivamente.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS

Os componentes e solventes envolvidos nos processos de producdo das
membranas poliméricas e no estudo de interacédo estao localizados e disponiveis no
Grupo de Estudos em Materiais Poliméricos (POLIMAT).

CUR (contendo > 65% de CUR e < 35% de demetdxi e bisdemetdxi-CUR),
P123 (Mn = 5750 g.mol"') com 99% de pureza, QTS de média massa molar com
grau de desacetilagdo 87% calculada de acordo com Brugnerotto et al. (2001)%3 e
massa molar viscosimétrica Mv=10,6x10* calculada de acordo com Tanasale et al.
(2019)%* (Lote #STBG8451), PIP com 92% de pureza e Tween 80 foram adquiridos
da Sigma-Aldrich. XY com 95% de pureza extraida de p6 de sabugo de milho foi
adquirida da Shaanxi lknow Biotechnology Co. Ltd., apresenta massa molar
Mw=3265 g.mol' determinada por andlise de Cromatografia de Exclusdo por
Tamanho (SEC) (analise realizada na UFRGS) e possui 61,39% de grupos de
acgucares redutores em sua estrutura, sendo determinado por curva de calibracédo de
DNS (acido 2,5-dinitrosalicilico) através de espectroscopia UV-Vis (ANEXO 1 e
ANEXO 2). Acetona, acetonitrila, acido acético, Agar TSA , Agar Cetrimida, cloreto
de potassio, cloreto de sodio, cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio, etanol, fosfato de
sédio dibasico, fosfato de potassio monobasico e propileno glicol (PG) foram
comprados da NEON. Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) foram obtidas da Microbiologics®. Agua deionizada foi
utilizada em todo o estudo. Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau

analitico e usados sem purificagédo prévia.

3.2. EQUIPAMENTOS

Durante a pesquisa utilizou-se diversos equipamentos localizados no
laboratério POLIMAT. Quando necessario, foram utilizados equipamentos
multiusuarios de outros grupos de pesquisa da UFSC, ou solicitou-se analises com a
central de andlises do departamento de Quimica e do departamento de Engenharia
Quimica da UFSC.

As analises fluorimétricas foram realizadas em equipamento Cary Varian
Eclipse no Laboratério de Catédlise e Fenémenos Interfaciais (LACFI). Para analises

espectroscopicas de UV-Vis das membranas utilizou-se o equipamento UV-Vis da
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marca Kasuabi B-500 com fibra ética. As analises térmicas de DSC foram realizadas
no calorimetro Q20 da marca TA Instruments. O equipamento utilizado para analise
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi o modelo IR-PRESTIGE 21
da marca Shimadzu. Ja a microscopia Optica com luz polarizada (PLOM) foi feita no
microscopio 6tico da marca Motic Microscopes, modelo SMZ-168-BL com lente
polarizadora acoplada a um sistema de aquisicao TCS pro500 e software VMS 3.6.
As analises de propriedades mecanicas das membranas foram adquiridas em uma
maquina universal de ensaio da marca EMIC, modelo DL2000. Nos testes de grau
de intumescimento e de liberagao in vitro utilizou-se banho termostatizado e com
agitagdo da marca QUIMIS, modelo Dubnof. As analises morfolégicas das
membranas foram obtidas no laboratério central de microscopia eletronica
(LCME/UFSC) utilizando técnica de microscopia eletrénica de varredura (SEM) no
equipamento JSM-6390LV da marca JEOL. Para determinar o angulo de contato de
gotas de agua nas membranas utilizou-se um gonidmetro da marca Ramé-Hart Inst.
Co, modelo 250-F1, acoplado a uma camera para captagdo de imagem através do
software Droplmage na versao 3.54. Os difratogramas de raio-X em p6 (XRPD) das
amostras solidas e de membranas foram obtidas em difratbmetro da marca Bruker,
modelo D2 Phaser e escaneadas com o software APEX2. Para os testes de
uniformidade e quantificagdo das membranas se utilizou um ultrassom de ponteira
da marca Qsonica, modelo 125 com ponteira de 6 mm.

Os estudos de permeacdo ex vivo da CUR através das membranas
poliméricas foram realizados em parceria com o Laboratério de Farmacotécnica e
Cosmetologia do Departamento de Farmacia da UFSC, utilizou-se células de difusdo
do tipo Franz acopladas a banho termostatizado com circulagao e agitagdo mecanica
da marca Vhtex. Ja os ensaios microbiolégicos foram realizados em parceria com o

Laboratdrio de Controle de Qualidade do Departamento de Farmacia da UFSC.
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3.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. Interagcdes da PIP em micelas de CUR e Pluronic P123
3.3.1.1. Estudos de fluorescéncia

Para estudar o efeito gerado da adigdo de PIP no sistema micelar de CUR e
P123 se utilizou de titulagdo espectrofotométrica através de Fluorimetro em
temperatura fixa de 25 °C, conforme adaptagdo de metodologia proposta por Enumo
et al. (2019).2° Preparou-se solugdes de trabalho de P123 em agua, CUR em etanol
e PIP em etanol. O estudo foi realizado com trés solugdes de trabalho com
concentragbes distintas de P123, PIP e CUR. Produziu-se solugbes com as
seguintes concentragoes de P123 e CUR: 0,05, 0,10 e 0,15 mg.mL"'. Ja as
concentragcdes de solugdes de trabalho de PIP de cada experimento foram de 3,78
pug.mL1, 7,74 ug.mL"' e 11,60 pg.mL™".

O procedimento consistiu na adi¢ado de aliquotas fixas de CUR e P123 (20 yL e
400 uL, respectivamente) em cubetas de vidro contendo 2,0 mL de agua e
sucessivas adi¢cdes de 20 uL de solugao de PIP para obter espectros de emissao da
CUR em cada nova concentragcdo até que se atingiu a equivaléncia molar de 1:1
entre os compostos. Os espectros de emissao de fluorescéncia foram obtidos em
comprimento de onda de excitacdo de A=426 nm, fendas de excitacdo e emissao
utilizados foram 5 e 10 nm, respectivamente. As leituras foram feitas de 450 a 650
nm, sendo a regido em que somente a CUR emite fluorescéncia.

Utilizou-se a equacgao de Stern-Volmer (Equagao 1) com objetivo de determinar

as constantes Kb e n de interagao estatica, conforme a equacao abaixo:

log@ =n=logK, —n *log[Q] (1)

Em que, [Q] é a concentragédo de PIP em mol.L", F ¢ a intensidade de fluorescéncia
absoluta de CUR no comprimento de onda de emissdao maximo para cada curva
obtida, Kb é a constante aparente de interagao e n a estequiometria de formacao de

complexo.®
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3.3.1.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Utilizou-se da técnica de FTIR para obter dados sobre as interagcdes entre os
trés componentes da micela. Preparou-se amostras de P123, CUR e PIP puros e
misturas de CUR-PIP (50/50 % (m/m)) e CUR-PIP-P123 (15/15/70 % (m/m)). Para a
analise da mistura os componentes foram solubilizados em etanol a fim de facilitar a
interacao entre eles e logo apds removeu-se o solvente através de rotaevaporacéo.
Preparou-se pastilhas de KBr e adicionou-se 0,25 % (m/m) de cada componente
puro ou mistura para analise. As quantidades foram ajustadas devido a intensidade
de absorbancia dos componentes estar muito alta e ultrapassar o limite de
linearidade do equipamento. As leituras foram realizadas no modo absorbéancia na
faixa de numero de onda de 4000 a 400 cm™ com resolugcdo de 2 cm™ e 60

acumulagdes.
3.3.1.3.  Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Para investigar as interacbes de PIP e P123 em estado sdlido e poder
compara-las com as interagdes de P123 e CUR, utilizou-se da técnica de DSC. Para
tal, preparou-se dois estudos separados (CUR-P123 e PIP-P123), em que se
averiguou o desaparecimento ou diminuicdo dos picos de fusdao dos componentes.
Preparou-se amostras dos trés componentes puros e de diferentes composicdes das
misturas (0-100%), solubilizou-se em acetona e as misturas tiveram o solvente
removido através de rotaevaporagdo. Dessas amostras, utilizou-se de 4-6 mg para
realizar cada analise, com temperatura de analise de 0-200 °C e uma taxa de

aquecimento de 10 °C.min"! em atmosfera de nitrogénio.?38

3.3.2. Estudo de interagoes da CUR e PIP
3.3.2.1. Estudos de fluorescéncia

A interacdo entre os dois componentes foi analisada através de titulagcao
fluorimétrica para obter isotermas de solubilidade de CUR em PIP e calcular sua
solubilidade intrinseca, conforme adaptagdo de metodologia proposta por Enumo et
al. (2019).2° Preparou-se 3 solugbes estoques de CUR em etanol (0,05, 0,10 e 0,15
mg.mL-") e 3 solugbes estoque de PIP (3,78 yg.mL", 7,74 ug.mL" e 11,60 ug.mL™").
Os estudos foram realizados em 4 temperaturas distintas, sendo 25, 30,35e40°C e
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utilizou-se agitagdo magnética para homogeneizar as solugdes contidas nas cubetas
em cada nova adigao de aliquotas.

Inicialmente adicionou-se 2,0 mL de agua em uma cubeta de vidro e
acrescentou-se 20 yL da primeira solugdo de trabalho de CUR. Prosseguiu-se com
sucessivas adigdes de 10 pL de uma solucédo de trabalho de PIP e deixou-se sob
agitagao por 2 min. para homogeneizar a mistura. A cada nova adigao realizou-se
uma leitura no fluorimetro. O espectro de fluorescéncia foi acompanhado de 446 a
700 nm utilizando Aexc=426 nm, fendas de excitacdo/emissao=20/20 e acompanhou-
se a emissao em 550 nm, sendo o comprimento de onda de absorbancia maxima da
CUR em agua quando na presenca de PIP.

Determina-se a solubilidade em PIP através da interseccédo das regides de
interacao e de saturacao das solugdes de trabalho de CUR. O ponto em que ocorre
a intersecgao entre as duas linhas derivadas dessas regides informa a solubilidade
de dada concentragdo de CUR a cada de PIP. A solubilidade intrinseca (y) (mgCUR/
mgPIP) para cada temperatura é diretamente proporcional ao valor do coeficiente

angular do grafico dessas concentragdes vs a massa de PIP nas leituras especificas.

3.3.2.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

O estudo da interagao entre CUR e PIP em estado sodlido foi realizado através
de calorimetria diferencial de varredura (DSC). Inicialmente preparou-se amostra dos
compostos puros. Apoés, preparou-se um sistema de formulacdo co-amorfa de
amostras de CUR e PIP variando as concentracdes molares dos compostos de 0 a
100% na mistura. Para produzir o sistema co-amorfo as massas de CUR e PIP
foram pesadas e transferidas para um cadinho de porcelana que foi aquecido a 130
°C em estufa de aquecimento até completa fusdo dos componentes sdélidos.%® Em
seguida, o material liquido contido nos cadinhos foi rapidamente congelado com o
uso de banho de nitrogénio liquido para obter a solidificagdo do sistema de mistura.
Dessas amostras, utilizou-se de 3 mg para realizar cada analise no DSC, com
temperatura de analise de 0-200 °C e uma taxa de aquecimento de 10 °C.min"' em

atmosfera de nitrogénio.
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3.3.3. Preparo de membranas compostas por QTS e XY
3.3.3.1.  Preparo das membranas de QTS e XY

As membranas poliméricas contendo QTS e XY foram preparadas através do
meétodo de secagem de solvente (casting). Inicialmente, preparou-se uma solugao de
XY a 2% (m/v) em agua. Em seguida preparou-se uma solugdo viscosa de 2% de
QTS (m/v) em solugdo de acido acético 1% (v/v).56 Essa solugdo permaneceu sob
agitacdo mecénica por 36 h com rotagado de 700 rpm para realizar a desacetilagéo
da quitina e obter a solugdo de QTS desejada. Apds, a solugdo foi filtrada em
peneira metalica com 170 mesh e abertura de 90 um e usou-se uma bomba de
vacuo para auxiliar no processo de remocdo da quitina residual que nao foi
solubilizada durante a agitagdo mecanica.

As solugdes poliméricas foram pesadas para produzir misturas com

porcentagens diferentes de cada componentes, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Proporcdo de cada constituinte utilizado no preparo das membranas de
QTS e XY.
Formulagées QTS (%m/m) XY (% m/m)

Q100 100 0
Q80 80 20
Q60 60 40
Q50 50 50
Q40 40 60
Q20 20 80

Em cada béquer de mistura polimérica de QTS e XY adicionou-se 10 g de
etanol para esterilizar a solugéo e auxiliar no processo de evaporacao dos solventes.
As solucdes foram agitadas por 30 min. para homogeneizacdo do meio liquido. Em
seguida, as solugdes filmogénicas foram vertidas em placas de Petri de plastico
redondas de 14 cm de didmetro e deixou-se em repouso em superficie plana até
completa secagem do solvente. Nao foi possivel produzir membrana contendo 100%
de XY pois a viscosidade do polimero é baixa e a solugdo ao secar nao forma uma

matriz continua como as outras formulacdes desenvolvidas.
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3.3.3.2.  Espectroscopia de UV-Vis

Realizou-se analise de espectroscopia de UV-Vis para determinar o espectro
de absorbancia dos componentes puros (Q100 e amostra pura de XY) e avaliar
presenca de interagdes intermoleculares entre QTS e XY nas membranas
preparadas. As leituras foram realizadas na faixa de 200 a 500 nm com 0,2 nm de

intervalo de leitura.

3.3.3.3. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das
membranas foram obtidos através da técnica de refletancia total atenuada (ATR-
FTIR) usando ZnSe como material optico. As analises foram feitas no modo de
absorbancia na faixa de 4000 a 700 cm” com resolugdo de 2 cm’ e 60
acumulagdes. Com a obtencdo desses espectros € possivel avaliar deslocamento
nos grupos funcionais dos componentes e verificar se ha interagdes quimicas entre

eles.

3.3.3.4. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As membranas foram analisadas através de DSC a fim de obter informacgdes
sobre as temperaturas de fusdo dos componentes, considerando possiveis
deslocamentos ou desaparecimentos dos seus picos devido a interagdes. Analisou-
se também amostras de XY pura. Utilizou-se 5 mg de cada amostra de membrana e
transferiu-se para cadinhos de aluminio que foram aquecidos a uma taxa de 10°
C.min" com fluxo de nitrogénio liquido. As amostras passaram por duas corridas
pois € necessario realizar a primeira corrida de aquecimento para remover agua
residual da amostra e apagar a memoéria térmica. A primeira corrida foi realizada
com variacdo de temperatura de 25 a 145 °C seguindo com a submersdo dos
cadinhos de aluminio em banho de nitrogénio liquido para realizar quench cooling. A
segunda corrida foi feita com resfriamento a -10 °C e posterior aquecimento a 250
°C.

3.3.3.5.  Difracéo de po por raio-X (XRPD)

Os difratogramas das membranas de QTS e XY e também dos compostos

puros foram obtidos na Central de Analises do departamento de Quimica da UFSC.
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Amostras de cada membrana foram cortadas com perfurador com corte de diametro
de 2,5 cm para posterior analise. As medidas foram realizadas com tubo de raios X
com anodo de cobre, Cu Ka (A = 1,5418 A) a temperatura ambiente e os

difratogramas foram coletados em varredura 26 entre 5° e 40°.

3.3.3.6.  Microscopia 6ptica com luz polarizada (PLOM)

A microscopia Optica com luz polarizada (PLOM) pode fornecer informagdes
sobre a morfologia e dispersdo dos compostos nas membranas, podendo-se notar a
auséncia ou presenca de particulas cristalinas que geram pontos luminosos na
imagem. O fendmeno de birrefringéncia € o responsavel pelo aparecimento dos
pontos luminosos no caso de presenca de cristais. Esse fendbmeno ocorre, pois, 0s
cristais tém indices de refragao distintos e isso permite decompor a luz em dois raios
de polarizagdo cruzada. A cristalinidade foi baseada na observacado visual da
birrefringéncia dos cristais (quando presentes) em comparagdo com as regides
amorfas ndo birrefringentes. As analises das membranas foram realizadas
colocando amostras em laminas de vidro e utilizando o suporte do microscopio para
movimentar a amostra. As ampliagdes utilizadas no microscopio para captagcao de

imagem foram de 2,0 e 4,0 cm.

3.3.3.7.  Molhabilidade por angulo de contato

Para determinacdo de angulo de contato e hidrofilicidade da superficie das
membranas utilizou-se um gonidmetro acoplado de uma camera. Amostras das
membranas foram coladas com fita dupla face em laminas de vidro e foram
acomodadas em suporte localizado em frente a cdmera. Nessas membranas pingou-
se gotas de agua, com uma pipeta de Pasteur descartavel, separadas a uma certa
distdncia uma das outras. Imediatamente apds pingar uma gota sua imagem foi
captada e o software realizou 10 medidas de angulo de contato a cada 1 segundo de

exposigao do material a gota.

3.3.3.8. Determinacédo de grau de dissolu¢cdo das membranas

Realizou-se estudo para avaliar o grau de dissolugcao das membranas em
solucdes tamponadas com tampéao acetato pH 5,5 e também fosfato pH 7,4. Para tal,

amostras de membranas foram cortadas com furador de papel redondo com corte de
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diametro de 1,5 cm, pesadas em balanga de precisdo analitica e transferidas para
tubos de Falcon contendo 25 mL das solugdes tampao. As amostras foram mantidas
em banho termostatizado a temperatura de 37 £ 0,5 °C. O estudo foi feito em
duplicata para obter a média dos valores encontrados. Apos 24 h de experimento
retirou-se as amostras dos tubos, secou-se com papel toalha, deixou-se em
dessecador por 48h para remogao de agua residual no material e apods isso, fez-se
nova pesagem em balanga. Para calcular o grau de dissolugdo utilizou-se a
Equacao 2 abaixo:

m;—ms

%GD = x 100 (2)

m;
Em que, GD é o grau de dissolu¢cdo, mi € a massa inicial da amostra da membrana e
mF € sua massa apos 24h.
Dessa forma foi possivel determinar o grau de dissolugdo das diferentes
formulacées em resposta a meios com pH distintos e observar como os polimeros

respondem a esses meios.

3.3.3.9. Determinacéo de grau de intumescimento das membranas

Estudos de grau de intumescimento das membranas foram realizados para
avaliar a capacidade de absorgdo de agua das matrizes poliméricas. Essa
propriedade se torna importante quando aplicada a curativos de ferimentos. Pois na
situagao de presenca de feridas ocorre producédo de exsudatos e troca de fluidos na
pele, tornando-se necessario um material que possa absorver tais fluidos.

O estudo de grau de intumescimento foi realizado gravimetricamente.
Inicialmente cortou-se amostras das membranas com um perfurador com corte de
diametro de 1,5 cm. Essas amostras foram transferidas para béqueres contendo 25
mL de solug¢ao tampao de acetato pH 5,5 ou de solugado tampao de fosfato pH 7,4. O
estudo foi realizado em duplicata e as amostras foram mantidas sob agitagdo e a
temperatura de 37 + 0,5 °C em banho termostatizado.

Fez-se pesagem das amostras em intervalos fixos com balanga de preciséo
analitica, sendo que em cada analise as amostras foram secadas com papel toalha
para remocao de excesso de umidade e foram devolvidas para o meio de solucao
tamponada. Inicialmente as amostras foram removidas das solugbées a cada 3 min.,

apdés 10 min. de estudo passou-se a realizar analises a cada 1 h até que se
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completou 4 h de experimento. Realizou mais duas pesagens, sendo apds 23 h e
24 h, para determinar a constancia das massas das amostras.

O grau de intumescimento foi calculado com a Equagao 3 abaixo:

%Gl = T x 100 (3)
mo

Em que Gl é o grau de intumescimento, mté a massa da amostra em tempote mo é
a massa da amostra no tempo inicial do experimento.

Ao atingir massa constante, as amostras de membranas foram congeladas

para posterior liofilizacao e analises de microscopia eletronica de varredura (SEM).

3.3.3.10. Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Através de analises de microscopia eletronica de varredura (SEM) foi possivel
obter melhores informagdes sobre a morfologia das membranas de QTS e XY secas
e apo6s estudo de intumescimento nos pHs 55 e 7,4. Pequenos cortes das
membranas foram colados em stubs com fita de carbono. Os stubs passaram por
processo de recobrimento com camada delgada de ouro com uso de aparelho
metalizador. As amostras secas passaram por analise de fratura e de superficie. Ja
as amostras apos intumescimento foram congeladas com nitrogénio liquido e
liofiizadas antes do preparo para analise, a fim de remover agua residual nas
estruturas poliméricas. Estas tiveram apenas suas superficies avaliadas. A

microscopia foi realizada com voltagem de 10 kV e aproximagdes de 500x e 1000x.

3.3.3.11. Ensaio de tensao vs deformacéao

E possivel estudar as propriedades mecanicas das membranas poliméricas,
como tensdo maxima e moddulo de elasticidade realizando ensaio de tragao vs
deformagdo. Para tal, utilizou-se de analisador mecanico universal com célula de
carga TRD21 e capacidade maxima de carga de 50 kgf, de acordo com normas
ASTM D882 (2002).5":

As membranas produzidas foram cortadas em corpos de prova com uso de
molde retangular para ter as medidas de 90 mm de comprimento e 12,3 mm de
largura. Determinou-se a espessura de cada corpo de prova em trés pontos para
obter-se a média. Os corpos de prova foram mantidos em um dessecador fechado a
vacuo com atmosfera controlada e umidade relativa de 58 + 5% pelo periodo de 48
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h. A umidade relativa necessaria foi produzida adicionando-se solugédo saturada de
brometo de sédio ao fundo do dessecador. Os ensaios foram realizados com ao
menos 5 corpos de prova de cada formulacido de membrana.

Apoés analise no equipamento determinou-se a resisténcia a tracdo (T) e

porcentagem de elongacéo (E%) através das Equagoes 4 e 5 abaixo:

== (4)

Em que, T é a tensdo gerada ao expor as amostras a tracdo (Mpa), A é a area da
secgao transversal da membrana (m?) e Fm € a forga maxima aplicada quando a
membrana rompe (N).
EY% = dr_dinicialxloo (5)
inicial
Em que, E% € a elongagao (%), dr a distdncia no momento da ruptura (mm) e dinicial €
a distancia inicial de separagao das garras (50 mm).%8

Além das analises das membranas secas estudou-se de que forma as
propriedades mecanicas seriam modificadas apds o intumescimento dos corpos de
prova. Para isso, cada corpo de prova foi deixado por 3 min. submerso em solugao
de tampéao fosfato pH 7,4 e seco em seguida com papel toalha para realizacdo dos
ensaios mecanicos.

Dessa forma foi possivel determinar as propriedades mecanicas das
membranas e comparar a influéncia do aumento da composicdo de XY nas
membranas de QTS. O software OriginPro 9 foi utilizado para analise dos dados
obtidos e a analise de variancia unidirecional (ANOVA/teste de Tukey) foi usada para
comparagdes multiplas entre os tratamentos. As diferengcas foram consideradas

estatisticamente significativas em p < 0,05.
3.34. Membranas carregadas com CUR e PIP

3.3.4.1.  Preparo das membranas de QTS e XY contendo CUR e PIP

As membranas carregadas com CUR e PIP foram preparadas em trés etapas.
Na primeira etapa produziu-se solugcdes de mistura de QTS e XY conforme descrito
no item 3.3.3.17. Na segunda etapa pesou-se os componentes solidos CUR e PIP

conforme massas descritas na Tabela 2, transferiu-se para béqueres e adicionou-se
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15 mL de etanol para solubilizar os componentes. A razao massica entre PIP e CUR
foi determinada em 10% de PIP, de acordo com as porcentagens massicas mais
encontradas em estudos cientificos e baseadas em analises iniciais realizadas com

misturas dos dois componentes. 12

Tabela 2. Composigbes das formulagdes de CUR e PIP nas membranas de

quitosana e xilana.

Membrana Massa CUR (mg) Massa PIP (mg)

Q100-CUR 18 -
Q100-CUR-PIP 18 2
Q80-CUR 18 -
Q80-CUR-PIP 18 2

Ja na terceira etapa a solugao polimérica foi misturada a solugdo de CUR ou
CUR-PIP e deixou-se sob agitacdo com agitador magnético por 30 min. para
homogeneizar o meio e formar a solugao filmogénica. Estas solugdes foram vertidas
em placas de Petri de plastico redondas com 14 cm de diametro e deixadas em

repouso em superficie plana para até completa secagem do solvente.
3.3.4.2. Caracterizagdes das membranas contendo CUR e PIP

As membranas de QTS e XY carregadas com CUR e PIP foram caracterizadas
por técnica de DSC, FTIR, UV-Vis, XRPD, determinou-se os angulos de contato e
grau de intumescimento e também os ensaios de tragao vs deformacgao, assim como
foram feitas as microscopias PLOM e SEM e a determinagéo de grau de dissolugéo,
de acordo com as descricdes contidas nos itens 3.3.3.2 e 3.3.34. a 3.3.3.11. As
analises de FTIR foram realizadas conforme o item 3.3.3.3., porém fez-se analise
dos dois lados da membrana para determinar se ha deposigao preferencial de CUR

em um dos lados.

3.3.4.3. Quantificagao de CUR nas membranas por analise fluorimétrica

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia foi amplamente utilizada para
quantificar a CUR nos diversos estudos em que se fez necessario, utilizando-se de
metodologia adaptada de Mazzarino et al (2010).5° Curvas de calibragdo foram
produzidas em duplicata para os solventes acetonitrila (ACN), PBS pH 7,4, agua,
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mistura ACN/PBS/EtOH (50/35/15% v/v) e PBS/Tween80 (99,5/0,5% v/v) no
intervalo de faixa linear 0,1 a 500 pg.L". Para ACN as configuragdes utilizadas foram
Aexc=416 nm, fendas de excitacdo/emissdo 5/10 nm e leitura do espectro de emissao
de 431 a 700 nm. No caso de PBS puro, agua e mistura de solventes
ACN/PBS/EtOH usou-se Aexc=430 nm, fendas de excitagdo/emissdo 20/20 nm e
leitura do espectro de emissédo de 470 a 700 nm. Ja para a mistura PBS/Tween80 foi
usado Aexc=426nm, fendas de excitacdo/emissdao 10/10 nm e leitura do espectro de
emissao de 446 a 700 nm. Os comprimentos de onda de excitagdo sdo diferentes
pois estdo relacionados ao espectro de absorcdo da CUR em cada solvente
especifico.

3.3.4.4. Estudo de homogeneidade de CUR nas membranas

A fim de avaliar a uniformidade da CUR nas membranas pesou-se uma
membrana inteira e cortou-se em 4 partes de igual tamanho. Apds nova pesagem,
as amostras foram transferidas para tubos de Falcon de polietileno e acrescentou-se
25 mL de solugado 2% de acido acético. Colocou-se os tubos de Falcon no suporte
de um ultrassom de ponteira para auxiliar na rapida dissolucdo das membranas.
Utilizou-se 20% de poténcia por 5 min. com a configuragédo de 5 s ligado e 2 s
desligado. Apds a solubilizagdo das membranas, as aliquotas de cada amostra
foram retiradas e transferidas para um baldao volumétrico de 10 mL para diluicdo com
acetona. As solugdes diluidas em acetona foram analisadas em fluorimetro
utilizando curva de calibragcdo conforme descrito no item 3.3.4.3. Dessa forma,
determinou-se as concentragdes de CUR em cada amostra e pode-se verificar a

uniformidade dos valores encontrados.
3.3.4.5. Cinética de liberagao in vitro das formulagdes contendo CUR e PIP

A cinética de liberagao controlada in vitro de CUR nas membranas foi
realizada em meio tamponado com tampao PBS pH 7,4 e para obter-se condicéo
sink adicionou-se 0,5% de Tween 80 (v/v) ao meio de dissolugdo. Amostras em
duplicata foram cortadas utilizando perfurador com corte de diametro 2,5 cm,
pesadas em balanca de precisao analitica e transferidas para frascos de vidro ambar
contendo 20,0 mL do meio de dissolugdo. As amostras foram mantidas em banho

termostatizado de 37 + 1 °C no decorrer do experimento. Aliquotas de 100 uL foram
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retiradas de cada frasco em tempos determinados e foram transferidos para cubeta
de quartzo contendo 3,0 mL do meio de liberagdo (branco) para analise de
quantificacdo no fluorimetro. Logo apds cada leitura de fluorescéncia adicionou-se
100 pL de solugcao PBS/Tween 80 a cada frasco. Nas duas primeiras horas as
leituras foram feitas a cada 20 min., apds isso passaram a ser feitas a cada 1 h até
completar 24 h de experimento.

Os dados obtidos foram ajustados a cinco modelos cinéticos, sendo que para
todas as formulas abaixo F representa a porcentagem de liberagdo do composto
ativo e t o tempo:

Ordemzero F = ky*t (6)

Em que, ko representa a constante de liberagéo para cinética de ordem zero;

Primeira ordem F = Fj;;x(1 — e k%) (7)
Em que, Fmax a fragdo maxima liberada do ativo em tempo infinito e k1 a constante

de liberacéo para cinética de primeira ordem,;

Higuchi F = ky=*to (8)

Em que, kn representa a constante de liberagdo de Higuchi;

Korsmeyer-Peppas F = kyp * t" (9)
Em que, kkp é constante de liberagdo que engloba a propriedades geométricas e
estruturais da forma de dosagem do composto ativo, indicando o mecanismo de
liberacao;
Peppas-Sahlin F = k,-t™+ k,-t*™ (10)
Em que, ki1 é a constante da cinética Fickiana, k2 € a constante de cinética de
relaxamento do caso Il e m é a constante para um sistema de qualquer geometria
que possa inibir a liberacédo controlada.
Para realizar os calculos utilizou-se o programa Excel contendo o suplemento
DDSolver.5°

3.3.4.6. Estudo de solubilidade de CUR através de analise fluorimétrica

Para determinar a solubilidade da CUR pura e na presenca de PIP em

solventes especificos, a serem utilizados no ensaio de permeagéo do item 3.3.4.7.,
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utilizou-se da técnica de espectroscopia de fluorescéncia. Os solventes analisados
foram solugéo tampao PBS pH 7,4 puro, mistura de solugdo tampao PBS com 30%
de etanol e solu¢des aquosas de propilenoglicol 30% e 50%. Em frascos de vidro
ambar foram adicionados 10 mg de CUR para cada 5 mL de solugéo dos solventes e
também se analisou misturas contendo 10 mg de CUR e 1 mg de PIP. Os frascos
permaneceram sob aquecimento de 37 °C e agitagdo magnética por 72 h para que
se atingisse o equilibrio de dissolugdo dos componentes. Logo apos a conclusao do
experimento, cada solucgéo foi filtrada utilizando-se seringa com filtro hidrofébico de
PTFE (Politetrafluoretiieno) com tamanho de poro de 0,22 pm para remover
agregados e material insoluvel. A quantidade de CUR solubilizada em cada solvente
foi quantificada utilizando curvas de calibragao feitas previamente, conforme descrito
no item 3.3.4.3.

3.3.4.7. Ensaio de permeacéao ex vivo da CUR em pele humana

Utilizou-se de pele abdominal humana para realizar os experimentos de
permeacado e retencdo ex vivo através do uso das membranas poliméricas
produzidas com CUR. Esta pele foi adquirida através de doacdo autorizada pelos
pacientes de cirurgia plastica abdominal realizadas em um hospital de
Florianépolis/SC. O estudo foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa de
Universidade através do numero CAE 87349418.7.0000.0121. Os ensaios foram
realizados 2 vezes, em dias diferentes e com amostras de pele distintas para cada
experimento para otimizar a qualidade estatistica dos dados obtidos.

Um esquema do sistema utilizado esta representado na Figura 7. Amostras de
membranas contendo CUR e mistura CUR-PIP e solug¢des controle de CUR e CUR-
PIP em mistura de solventes (1,5 mL de solugéo contendo 50% acetonitrila e 50% de
propilenoglicol (PG)) nas mesmas concentragbes contidas nas membranas foram
acomodadas entre duas camaras de vidro das células de difusdo de Franz. As
solugdes padrao foram utilizadas como controle positivo no experimento. O teste foi
realizado em duplicata para cada tipo de amostra. O fluido receptor em contato com
as amostras de membranas foi utilizado como forma de manter condigao sink de
solubilidade e era composto por 70% de solugdo tampao PBS pH 7,4 e 30% de
etanol. As solugbes controle e as membranas foram adicionadas de modo a ter

contato com o estrato cérneo da pele nas cdmaras doadoras. Apds, adicionou-se
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150 uL de fluido receptor nas amostras de membranas para auxiliar no processo de
intumescimento das mesmas. As células de difusdo de Franz estiveram sob
circulagdo de banho termostatizado em temperatura de 37 °C e agitacdo do meio

contido na camara receptora com 420 rpm por 8 h.

Figura 7. Representacdo de uma célula de difusdo de Franz utilizada no
experimento.
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4—— Agitagéo Magnética
_d

Fonte: Figura adaptada de Silva (2008).5"

Aliquotas de 250 pyL de cada amostra foram retiradas ao fim do experimento
para serem analisadas por técnica de fluorimetria com uso de curvas de calibragcao
conforme descrito no item 3.3.4.3. Para determinar o teor de CUR retido na
epiderme e derme, as amostras de pele foram mantidas por 12 h em 4,0 mL de
solugado de acetonitrila em um freezer para extrair a CUR lentamente. Em seguida,
as solugdes foram centrifugadas a 14 kg por 15 min e determinou-se quantidade de

CUR através de fluorimetria utilizando curva de calibragao de acetonitrila.

O software OriginPro 9 foi utilizado para analise dos dados. A analise de
variancia unidirecional (ANOVA/teste de Tukey) foi usada para comparagdes
multiplas entre os tratamentos. As diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas em p < 0,05.

As membranas utilizadas no experimento foram reservadas para posterior
andlise através de microscopia SEM para avaliar mudangas morfologicas

provenientes do contato com a pele humana e com a solugao receptora.
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3.3.4.8. Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) através do

método de microdiluigcao

3.3.4.8.1. Reativagao das cepas e preparo do inéculo

Foram empregadas cepas-padrdao dos micro-organismos Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). As culturas
bacterianas mantidas em estoque foram repicadas para placas de Petri contendo
Agar TSA (para S. aureus) ou Agar Cetrimida (para P. aeruginosa) e incubadas
durante 24 h a 37 °C, para verificar a viabilidade dos micro-organismos e a pureza
das cepas. Em seguida, uma col6nia de cada meio foi transferida para Caldo Mdller-
Hinton (MH), seguido de incubacéo durante 24 h a 37 °C. A concentragao de cada
in6culo foi ajustada com salina estéril, tendo como base o tubo 0,5 da escala de Mc
Farland, equivalente a 1,5 x 108 UFC.mL'. Em seguida, 1 mL da suspensio
bacteriana foi transferida para tubo de ensaio e adicionado 9 mL de salina estéril,
resultando em uma suspensdo com aproximadamente 1,5 x 107 UFC.mL"", a qual foi

empregada nos ensaios posteriores.

3.3.4.8.2. Ensaio de microdiluicao

Para determinacédo da CIM foram preparadas diluicdes seriadas das amostras
(1:2), nos proprios pocos da placa de microdiluicao, em duplicata. Para a realizagao
do ensaio adicionou-se, a cada pog¢o da microplaca, 100 yL de cada diluicdo, 80 uL
de Caldo MH e 20 uL da suspensdo do micro-organismo. Controles de esterilidade
do meio de cultivo e do diluente foram conduzidos em cada ensaio, assim como
controles de crescimento bacteriano e de auséncia de contaminagao nas amostras.
As microplacas foram incubadas por 48 h a 37 °C e o crescimento bacteriano
evidenciado através de turvacado e pela adicdo de 20 pL de solugcdo aquosa de
cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazdlio a 0,5 % (m/v) com incubagao adicional de 2 h, a
mesma temperatura. Pogos com crescimento celular adquirem a coloragdo rosa,
enquanto que os pogcos sem crescimento permanecem incolores. A CIM foi
determinada como a menor concentracdo da diluicdo da amostra que inibiu o

crescimento microbiano.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. INTERACOES DA PIP EM MICELAS DE CUR E P123
411. Estudos de fluorescéncia

O encapsulamento de principios ativos como CUR pode ser utilizado como forma
de melhorar sua solubilidade em agua e consequentemente sua biodisponibilidade.
Pode-se utilizar micelas poliméricas, como as formadas pelo copolimero P123, para
realizar o encapsulamento e carreamento de CUR em sistemas liquidos ou em
membranas solidas.*%62

Para estudar o efeito gerado da adicdo de PIP na solugdo contendo P123
realizou-se estudo de fluorescéncia. Os espectros de fluorescéncia obtidos estido
representados na Figura 8 e o restante dos espectros desse experimento constam
nos Anexos A3.1 e A3.2. Observou-se que o comprimento de onda maximo de
emissao de CUR ocorre em 522 nm em meio aquoso, e apos sucessivas adi¢goes de
aliquotas de PIP supressao de fluorescéncia de CUR. Esse efeito indica que ocorre
algum tipo de interagcdo intermolecular entre os componentes. A partir desta

observacao experimental, seguiu-se o tratamento de dados considerando PIP como

um agente de extingao de fluorescéncia.*>2

Figura 8. (A) Espectro de emissdao da CUR (0,05 mg.mL-') na presenga de P123
(0,05 mg.mL"") variando em fungdo da concentragdo de PIP em solvente aquoso. (B)

Grafico produzido a partir da equagao de Stern-Volmer.
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Assumindo um mecanismo de supressao de fluorescéncia estatico, em que ocorre
apenas a formacao de complexo entre o fluoréforo e o supressor, pode-se aplicar a
equacao de Stern-Volmer (Equagao 1) com objetivo de determinar as constantes Kb
e n. A partir das equacdes de reta obtidas para cada estudo foi possivel determinar
as constantes Kb e n para o sistema de trés componentes, conforme descrito na
Tabela 3.

Tabela 3. Constante de ligagcado (Kb) de CUR com PIP na presenga de P123.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Equagdo y=1,551x+9,26 y=1,903x+ 10,5 y=1,316x + 6,83
R? 0,996 0,965 0,962
Kb (L.mol") 9,19x10° 3,36x10° 1,54x10°
n 1,462 1,881 1,316

E possivel notar que as constantes Kb de interacdo e n sdo de mesma grandeza,
demonstrando que ocorre a formagao de um complexo CUR-PIP em solugédo com ao
menos uma proporgao 1:1 entre os compostos.

Para melhor esclarecimento do que ocorre no sistema de trés componentes,
comparou-se os dados obtidos a um sistema contendo apenas CUR e PIP em
solvente aquoso. Escolheu-se as solugdes diluidas de maior concentragdo para
maximizar a observacdo dos efeitos e realizou-se experimento com mesma
metodologia que a citada anteriormente. O espectro de emissao esta representado

na Figura 9.
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Figura 9. Espectro de emissdo da CUR (0,15 mg.mL™") variando em fungdo da

concentracédo de PIP em solvente aquoso.
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Quando n&o ha presenca de P123 no meio aquoso, ocorre deslocamento
quimico batocrémico, pois a emissdao maxima da CUR acontece em 560 nm com
baixa intensidade, e conforme se adiciona PIP ha deslocamento de emissédo para
550 nm, logo o meio se tornou mais apolar. Além disso, ocorre efeito contrario ao
estudo anterior, pois a intensidade de emissdo € gradativamente aumentada,
sugerindo uma melhora na disponibilidade de moléculas de CUR em agua, gerada
pela interagdo com PIP."3

No entanto, como em um meio aquoso contendo somente CUR e PIP nao
ocorre a supressao de fluorescéncia, ndo é possivel deduzir que atue como agente
de supressdo e comparar com o estudo anterior de supressao contendo P123 para
averiguar se a CUR tem maior preferéncia de interagcdo com o meio solvatado ou
com o polimero. Esse efeito pode ser um indicativo de que PIP também interage
com P123 em meio aquoso, podendo interferir no aumento de intensidade de
emissao de CUR gerado pela presenga de P123, através de competigdo por sitios

disponiveis em P123 para solvatacéo. '3
4.1.2. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Utilizou-se da técnica de espectroscopia de infravermelho (FTIR) com uso de

pastilhas de KBr para obter informagdes sobre os espectros dos componentes puros,
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assim como analisar possiveis interagdes entre eles. Os espectros obtidos para as

misturas e compostos puros estio ilustrados na Figura 10.

Figura 10. Espectros de FTIR obtidos via pastiiha de KBr para (A) componentes
puros e (B) misturas de CUR-PIP e P123-CUR-PIP.
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O espectro de P123 exibe uma banda larga na regido de 3600-3100 cm™' que
corresponde ao estiramento O-H das hidroxilas das unidades PEO contidas em sua
estrutura. Ha presenca de duas bandas de absorgdo entre 3000-2869 cm-' atribuidas
aos estiramentos simétrico e assimétrico C-H dos grupos metileno e metil. Em 1109
cm’' e 936 cm™ ha duas bandas de absorgdo com alta intensidade que ocorrem
devido as vibragbes do estiramento C-O dos éteres dialquilicos contidos nas
estruturas das unidades PPO e PEO do copolimero. Ja as bandas presentes em
1457 cm™ e 1374 cm™' sdo atribuidas aos dobramentos de grupos -CH2 e CH3.63

O espectro de absorgdo de CUR exibe uma banda larga entre 3513 cm™ e 3016
cm ' que se deve pelo estiramento dos grupos O-H presentes na estrutura molecular.
A banda em 1626 cm™ representa uma sobreposicdo que acontece pelos
estiramentos vibracionais C=C dos grupos alcenos e C=0 dos grupos carbonila. A
banda de absorgdo em 1512 cm™' é atribuida a vibragdes do grupo C=0 e também é
possivel observar as bandas relacionadas aos grupos enol (C-O) e metoxi (C-O-C)
em 1280 cm™' e 1030 cm-", respectivamente.*?

Observa-se no espectro de absorcéo de PIP a presenca de uma banda em 2940
cm' devido aos estiramentos C-H aromaticos do anel metilenodioxifenil presente em

sua estrutura. Em 1634 cm-' nota-se a banda representativa dos estiramentos C=0
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dos grupos carbonila. A banda presente em 1584 cm™' se deve a sobreposigio dos
estiramentos dos grupos alcenos (C=C) e carbonila (C=0). Em 1488 cm™ ha uma
banda que corresponde a sobreposicdo dos estiramentos C-O e C-C do anel
metilenodioxifenil. Ja as bandas caracteristicas da ligagdo C-N do anel aromatico
sdo encontradas em 1439 cm™', 1255 cm™ e 1134 cm™1.4?

Para analisar quais s&o 0s grupos organicos responsaveis pelas interagdes
intermoleculares entre CUR, PIP e P123 fez-se medidas com mistura massica de
CUR-PIP (50/50 %m/m) e CUR-PIP-P123 (15/15/70 %m/m). No entanto, ndo foi
possivel notar deslocamentos quimicos nas bandas caracteristicas dos
componentes, como nos grupos hidroxil e diceto/ceto-endlico de CUR e grupos
carbonila de PIP, sendo observavel apenas a sobreposicdo dessas bandas nos
espectros das misturas. Visto que as interacbes que ocorrem entre os compostos
quando analisadas em temperatura ambiente sdo fracas, como as de van der Waals,

a utilizacao de analise de infravermelho torna-se menos eficaz para determina-las.

4.1.3. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Observou-se que nas curvas de DSC dos componentes puros CUR, PIP e P123
houve presenga de um unico pico endotérmico em cada curva, sendo AnusH = 137,7,
98,9 e 43,6 J.g'", respectivamente e suas temperaturas de fus&do foram determinadas

como 174,3, 127,5 e 32,1 °C, respectivamente, conforme ilustrado na Figura 11.

Figura 11. Curvas de DSC de CUR, PIP e P123 puros.
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Durante o preparo das amostras pode-se notar uma diferenga visual do estado

fisico apos a remogao do solvente. Pois, mesmo em propor¢des semelhantes de

cada estudo, houve cristalizagdo rapida da PIP, enquanto a CUR permaneceu

dispersa na mistura com o copolimero. Isso pode ser um indicativo de menor

interacdo da PIP com o sistema micelar. As curvas de DSC obtidas para amostras

de diferentes composicbes massicas entre P123 com PIP e com CUR estédo

demonstrados nas Figuras 12 e 13.

Figura 12. (A) Curvas de DSC de misturas com composi¢des diferentes (% m/m) de

P123 e PIP na dispersao solida. (B) Variacdo da temperatura de fusdo dos

componentes no sistema P123-PIP.
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Figura 13. (A) Curvas de DSC de misturas com composi¢des diferentes (% m/m) de

P123 e CUR na dispersao sodlida. (B) Variacdo da temperatura de fusdo dos

componentes no sistema P123-CUR.
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Nos dois sistemas houve diminuicdo do ponto de fusdo de PIP e CUR, e no
caso de PIP foi um efeito mais pronunciado, sendo visivel inclusive a diminuigdo do
ponto de fusdo de P123. Ja no caso da CUR, o pico de fusdo de P123 n&o foi tdo
determinavel. Desta forma, foi possivel observar que ha interagdo entre os
componentes através de interagdes fracas, como a de van der Waals. Além disso,
ha algumas proporgdes de mistura em que ambos componentes estdao em estado
amorfo e os picos de fusdo ndo apareceram nas curvas de DSC, sendo
possivelmente indicativo de interagdo que € desejavel para o preparo de

membranas.38.°

4.2. ESTUDO DE INTERAGOES DA CUR E PIP

4.21. Estudos de fluorescéncia

O estudo de interacdo de CUR e PIP foi realizado através de titulacéo
fluorimétrica com 3 solugdes de trabalho com concentragdes distintas de CUR para
analisar possiveis alteragdes nos espectros de emissdo em decorréncia da diferenca
de concentracdo do analito. Realizou-se estudo em 4 temperaturas diferentes (25,
30,35 e 40 °C) a fim de obter isotermas de solubilidade de CUR em PIP. A Figura 14
mostra um dos espectros de emissao de CUR que foi produzido a 25 °C, o restante

dos espectros desse experimento constam nos Anexos A4.1 e A4.2.

Figura 14. Espectro de emissdo de fluorescéncia de CUR (0,15 mg.mL") apds

sucessivas adigdes de PIP em solvente aquoso a 25 °C.
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E possivel observar no espectro acima que a emissdo de fluorescéncia de
solugdo de CUR pura em agua ocorre em 550 nm, porém notou-se a tendéncia de
ocorrer supressido da fluorescéncia apdés um certo tempo até que se obtivesse o
equilibrio do meio. Esse efeito ocorre devido ao processo de autoagregacdo entre
duas moléculas de CUR em meios aquosos, conhecido como processo de
dimerizagdao ou até mesmo pela agregagao de mais moléculas de CUR formando
agregados de maior tamanho.%* Para contornar esse problema, apés cada adigéo de
aliquotas de solugao de PIP esperou-se 2 min. para realizar a leitura no fluorimetro.
Observou-se também que, a cada adicao de aliquotas de PIP houve aumento
gradativo da intensidade de emissao de fluorescéncia de CUR na solugéo. Isso
indica que a presencga de moléculas de PIP auxiliaram na diminuigdo do processo de
dimerizagao, podendo aumentar sua disponibilidade para solvatagédo em agua.

O estudo foi realizado com sucessivas adigdes de aliquotas de PIP e apds o
estagio de concentragdo equimolar entre os compostos notou-se que houve o
aparecimento de uma nova banda de emissao na regido de 480-490 nm, conforme
Figura 15. Essa banda aparece como um ombro na banda de emissdo de CUR e
aumentou gradativamente com novas adi¢gdes de PIP até ter maior intensidade que

a banda de emissao especifica de CUR.

Figura 15. Espectro de emissdo de fluorescéncia de CUR (0,05 mg.mL") apds

sucessivas adigdes de PIP em solvente aquoso a 25 °C.
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Encontra-se na literatura que essa regidao € onde PIP emite quando em meio
aquoso, logo, ha uma forte indicagao de interferéncia espectral de um composto na
emissdo do outro apos atingir-se uma determinada concentragdo de PIP.%5 Esse
efeito foi observado em todos os experimentos realizados, dessa forma, nao foi
possivel prosseguir com o planejamento de calculo de solubilidade intrinseca a partir

da regido de saturagao de solubilidade de CUR em PIP.

4.2.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de DSC das misturas de CUR-PIP, dos componentes puros e a
variacdo de temperatura de fusdo de CUR constam na Figura 16. Foi possivel
observar nas curvas de DSC dos componentes puros CUR e PIP a presenca de um
Unico pico endotérmico, tendo AnsH = 131,8 J.g" e temperatura de fusdo 174,3 °C
para CUR e AnsH = 98,9 J.g”' e temperatura de fusédo 127,5 °C para PIP.

Figura 16. (A) Curvas de DSC de misturas fisicas de concentragdes diferentes de

PIP CUR (%m/m). (B) Variacdo da temperatura de fusdo de CUR no sistema co-

amorfo.
180 -
A -3‘-”[ 100 % PIP N B .
o |20 % CUR N . -
T e ———————— 9 1704
o
= 40 % CUR p
2 B 160 .
% 50 % CUR Z .
c ©
© T 150
o 60 % CUR © .
) =1
I  ~~ &
% 80 % CUR g 140
T T~ E .
100 % CUR Nﬁ ~ 130
Endo T T T T T T T T T T T T T T T ) T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 20 40 60 80 100
Temperatura (°C) % CUR (m/m)

Nas analises das misturas com diferentes propor¢cdes massicas de CUR e PIP
pode-se notar que em todas as curvas ocorreu diminuicdo das temperaturas de
fusdo com a formacdo de sistema co-amorfo. Na mistura com 20% de CUR
observou-se presenca de picos endotérmicos de ambos compostos em menores
temperaturas (CUR=153,4 °C, ArsH=1,75 J.g"' e PIP=109,0 °C, ArwsH=32,97 J.g").

Nas demais composicdes de misturas houve apenas o aparecimento do pico
endotérmico caracteristico de CUR. A reducdo da temperatura de fusdo dos

componentes indica interacdo fraca (van der Waals) entre eles, resultando em
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alteragbes em suas estruturas cristalinas e tornando os materiais gradativamente
mais amorfos.%®

Nota-se que na mistura de 40% de CUR ocorreu a menor temperatura de
fusdo do sistema co-amorfo, sendo considerada a proporcdo em que o sistema
cristalino de CUR foi mais alterado pela interagdo entre os dois componentes,
gerando um sistema mais amorfo. Essa propor¢ao massica de mistura CUR-PIP foi
também determinada por Krissia et al.%, ao realizar varredura calorimétrica de
composig¢des distintas do sistema (0-100% m/m). No entanto, conforme notou-se no
estudo de fluorescéncia esta composicdo de formacdo de complexo CUR-PIP se
torna inviavel para utilizagdo na produ¢ao das membranas poliméricas, podendo
gerar interferéncias espectroscopicas nas caracterizagdes das proximas etapas do
trabalho. Por isso, determinou-se a propor¢do massica de 90:10 (CUR-PIP) para
composi¢cao nas membranas, sendo uma proporgao encontrada na literatura em

estudos de aplicagdes de sistema.*155.67.68
4.3. PREPARO DE MEMBRANAS COMPOSTAS POR QTS E XY
4.3.1. Preparo das membranas de QTS e XY

As membranas de QTS e XY foram produzidas conforme propor¢goes massicas
descritas na Tabela 1. O processo completo de secagem de solvente das
membranas ocorreu usualmente entre 3 a 5 dias, dependendo da temperatura
ambiente e umidade do dia. As caracteristicas macroscopicas de cada formulagao

podem ser observadas na Figura 17.
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Figura 17. Caracteristicas macroscopicas das membranas com as formulagdes (A)
Q100, (B) Q80; (C) Q60; (D) Q50; (E) Q40 e (F) Q20.

A B C

As membranas apresentaram aspecto translucido e brilhoso em ambos lados e
também boa homogeneidade, ndo sendo caracterizado a presenca de material
insoluvel ou dominios cristalinos nos sistemas desenvolvidos. As formulagbes com
até 50% de XY apresentam boa maleabilidade e ndo sdo quebradigos. Porém, a
medida que as formulagbées foram desenvolvidas com maior teor de XY, estas se
apresentam mais quebradicas e pouco maleaveis, dificultando até mesmo a retirada
da membrana das placas de Petri.

Observou-se que inicialmente todas as membranas eram incolores, porém
durante o processo de secagem do solvente ocorreu amarelamento parcial ou
completo das membranas que contém XY em sua composicdo. A mudanca de
coloragado das membranas se deve pela reacdo de escurecimento ndo-enzimatico de
Maillard que acontece entre acgucares redutores e compostos que contenham
nitrogénio em sua estrutura, sendo nesse caso representado pelos grupos carbonila
da XY e grupos amina da QTS. O complexo conjugado polieletrolitico de QTS-XY
formado na estrutura polimérica apresenta propriedades antioxidantes e

antimicrobianas melhoradas e também maior solubilidade em agua quando
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comparadas aos polimeros puros. Essas caracteristicas sao interessantes para
aplicagbes de membranas em tratamentos cutaneos.%-""

Para a producdo das membranas utilizou-se sempre as mesmas placas de Petri e
quantidades de mistura flmogénica similares para todas as formulagdes, de modo a
se obter condi¢cbes de preparo semelhantes. As espessuras das membranas foram
aferidas com micrometro e determinou-se espessuras entre 69-80 ym para as
diferentes formulagdes, sendo possivel considerar um material de espessura similar.

A analise macroscopica do material nos informa importantes caracteristicas para
um material a ser utilizado como curativo de pele. No entanto, para se obter melhor
caracterizagao sobre dispersao e solubilidade dos compostos na matriz polimérica
se torna mais apropriado realizar analises de espectroscopia de UV-Vis e

microscopias como PLOM e SEM.

4.3.2. Espectroscopia de UV-Vis

Utilizou-se da técnica de espectroscopia de UV-Vis para analisar a interagao entre
os compostos das membranas poliméricas. Os espectros de absor¢cido obtidos para

QTS pura e para as membranas contendo XY constam na Figura 18.

Figura 18. Espectros de UV-Vis para as membranas de QTS pura e das diferentes

misturas com XY.
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No espectro da membrana Q100 nota-se uma banda de absorg¢ado intensa na
regiao de 230 nm e uma de menor intensidade na regido de 313 nm que podem
representar as transi¢des n—1* dos pares eletrénicos dos atomos de nitrogénio e
oxigénio presentes na estrutura da QTS. Ja no espectro de absorgdo da XY pura
nota-se que ndo ocorrem transigdes eletronicas na faixa de UV-Vis.”273

Conforme a quantidade de XY foi aumentada nas solugdes filmogénicas de QTS,
evidencia-se na analise de UV-Vis um deslocamento da banda de 313 nm para 325
nm em conjunto com aumento gradativo de sua intensidade de absorc¢éo, indicando
alteracdo na organizacao estrutural da QTS e em suas transi¢cées eletrénicas pela
presenca de moléculas de XY. O deslocamento da banda pode ser associado a
presenca de produto com coloragao diferente resultante de reagao de Maillard entre
os dois compostos.”3-7°

A analise dos espectros de UV-Vis fornece informagdes sobre transicoes
eletrbnicas que possam ocorrer nas estruturas das moléculas ao acrescentar novos
compostos a solugao filmogénica, porém néo esclarece em quais grupos funcionais
as alteragbes estdo ocorrendo. Por isso, torna-se necessario realizar outras
caracterizagdes, como FTIR, para buscar maiores esclarecimentos sobre de que

forma QTS e XY podem interagir.

4.3.3. Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As membranas produzidas de QTS pura e de misturas com XY de diferentes
composi¢coes foram analisadas através de técnica de FTIR para obtencdo de
informagdes de possiveis alteragdes nos grupos funcionais dos polimeros que
possam ter sido geradas por interagdes intermoleculares. Os espectros obtidos nas
analises via modo ATR estao contidas na Figura 19. Amostras de XY pura e Q20
nao foram analisadas pois para se utilizar o equipamento no modo ATR é necessario
que a amostra seja maleavel e nao quebradiga, 0 que ndo se obteve para essas

duas formulagdes.
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Figura 19. Espectros de FTIR obtidos via modo ATR para membrana de QTS pura e
diferentes composicdes de QTS e XY. Regido de 4000-2000 cm™ na imagem da

esquerda e regido de 1900-700 cm! na imagem da direita.
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No espectro de QTS pura observa-se uma banda larga na regido de 3600-3000
cm™ que esta relacionada aos estiramentos dos grupos O-H e N-H. As bandas de
absorgdo entre 2950 — 2800 cm' representam os estiramentos do grupo C-H
simétrico e assimétrico. Na regido de 1653 cm™' encontra-se o estiramento referente
a C=0 e em 1330 cm™ o estiramento C-N dos grupos amida. A banda de 1550 cm""’
atribui-se ao dobramento N-H das aminas primarias e a banda na regido de 1163
cm™' representa o estiramento assimétrico de C-O-C (B 1—4). Ja as bandas de
absorgdo em 1069 e 1023 cm™' representam o estiramento de C-O.76

Nas membranas contendo proporcdes crescentes de XY notou-se uma alteragao
na intensidade das bandas relacionadas ao estiramento C-O, especificamente na
banda de 1069 cm™', que consta destacada na Figura 19. Conforme a concentragéo
de XY aumentou houve diminui¢do na intensidade da banda de absor¢édo que era
originalmente separada, a ponto de se tornar uma banda larga em conjunto com a
que se encontrava em 1023 cm'. Isso pode indicar que ocorre uma forte interagéo
entre as moléculas de XY e QTS, ocorrendo alteracbes na estrutura cristalina
original da QTS. Nao se observou alteragdes de deslocamento ou mudancas na
banda caracteristica de N-H da QTS, o que poderia ser relacionado a uma interagao
entre os polimeros. Isso pode ter ocorrido pois ndo houve aquecimento da solucéo

filmogénica e o tempo de homogeneizagcdo em solucao foi de 30 min., ndo gerando
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condi¢des que favorecem reacgao quimica entre QTS e XY, que seria mais facilmente

observada nos espectros de FTIR.%6:76

4.3.4. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os biopolimeros QTS e XY sdo amorfos e ndo apresentam eventos térmicos
provenientes de fusdo em analises de DSC. No entanto, € possivel avaliar a
transicao vitrea dos compostos puros através de variagbes nas linhas base das
curvas. Pode-se também avaliar possiveis alteragdes dos perfis em decorréncia de
interacdoes entre os compostos em diferentes composi¢gdes, conforme ilustrado na
Figura 20. Para que estes eventos aparecam em analises de polimeros naturais &
importante o uso de duas corridas sendo a primeira responsavel pela destruicéo da

historia térmica da matriz e uso de quench cooling.

Figura 20. Curvas de DSC de (A) XY e membrana de QTS pura, (B) membranas
compostas por XY e QTS.
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A partir de analise das curvas de DSC pode-se determinar as temperaturas de
transicao vitrea (Tg) dos polimeros e das misturas, conforme dados da Tabela 4.

Na curva da segunda corrida do DSC da QTS pura nota-se dois eventos de
transigcéo vitrea, sendo um na regiao de 150-200 °C e outro entre 100-150 °C. Na
curva de XY pura esse evento € notado na regido de 50-100 °C e na regido de 200
°C se observa fenbmeno caracteristico de degradacao do polimero. Ja nas curvas
das diferentes misturas observa-se dois eventos endotérmicos que ocorrem mais

préximos dos eventos térmicos da QTS pura. Dessa forma, foi possivel acompanhar
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as variagbes das Tg da QTS conforme se adicionou maior quantidade de XY nas

misturas.

Tabela 4. Temperaturas de transi¢cdo vitrea (Tg) encontrados das curvas de DSC

das membranas dos componentes puros e de misturas de QTS e XY.

Componente Tg1 (°C) Tg2(°C)

XY 78,0 -
Q100 108,0 175,0
Q80 103,0 160,0
Q60 101,0 158,0
Q50 103,0 161,0
Q40 98,0 158,0
Q20 88,0 124,0

Na literatura se encontra valores de Tg para QTS na faixa de 100 a 203°C,
sendo que é um fendbmeno dependente de sua massa molecular, impurezas e grau
de desacetilagao, o que dificulta a comparacéao dos valores encontrados com os da
literatura.6.77

Conforme se adicionou mais XY na composicdo das membranas notou-se
uma diminuigdo gradual das temperaturas de transigao vitrea da QTS. Isso se deve
a forte interacdo que ocorre entre os grupos nitrogenados da QTS e os acucares
redutores da XY, gerando maior distanciamento entre as cadeias poliméricas da
QTS e assim aumentando sua mobilidade molecular, atuando como um agente
plastificante. Esse fendbmeno também foi observado por Xu et al ao estudar as
alteragbes geradas na Tg da QTS com crescentes adigdes de diferentes

hemiceluloses em filmes poliméricos.”®7°

4.3.5. Difragao de p6 por raio-X (XRPD)

Para obter maiores informagdes sobre a cristalinidade dos constituintes das
membranas realizou-se analise por técnica de difragdo de po6 por raio-X (XRPD),
comparando-se 0s compostos puros e possiveis alteracdes nos padrdes de difracao

nas membranas de misturas de QTS e XY. Os difratogramas obtidos estao
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representados na Figura 21. A formulacdo Q20 ndo foi analisada pois o material

obtido estava muito quebradico.

Figura 21. Padrées de XRPD para (A) XY e membrana de QTS pura, (B)

membranas compostas por XY e QTS.
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No difratograma de Q100 observa-se dois picos de cristalizagdo de maior
intensidade em 10,9° e 19,5° que estado relacionadas a fendbmenos de difracdo
equatorial (100) e reflexdo (020), respectivamente. A XY pura apresenta um unico
pico de cristalizacao em 20°, demonstrando uma minima organizagao estrutural para
o polimero.

Observa-se que a adi¢cado de XY nas membranas de QTS gera alteragbes nos
seus padrbdes de cristalinidade, diminuindo a intensidade dos picos em todos os
perfis de misturas. Nota-se que o pico de 10,9° diminui gradativamente em
intensidade conforme aumenta-se a concentragcao de XY na membrana e esse efeito
também é observado no pico de 19,5° até a membrana Q50. Isso ocorre, pois, as
moléculas de XY interagem com as redes poliméricas de QTS diminuindo a
quantidade de ligagcdes de hidrogénio intermoleculares originais, ou seja, diminui-se
a organizacao cristalina do polimero. Ja para a membrana Q40 observa-se efeito
contrario, pois ha maior valor de intensidade do pico de 19,5°, tendo um padrao de
difracdo semelhante ao de XY pura. Isso se deve a maior concentragcdo de
moléculas de XY nas membranas, o que possibilita maior numero de interagdes
eletrostaticas com a QTS e aumento de cristalinidade do sistema.®

Os dados obtidos através de XRPD corroboram com as observacdes de

propriedades macroscopicas das membranas, sendo que a partir de 50% de XY
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adicionadas a solucgao filmogénica obteve-se membranas menos maleaveis e mais

quebradicgas.

4.3.6. Microscopia 6ptica com luz polarizada (PLOM)

A técnica de microscopia 6tica convencional e com luz polarizada foi realizada
para observar as propriedades dispersivas dos polimeros na matriz de cada
membrana, conforme ilustrado na Figura 22. A microscopia de luz polarizada
permite determinar a presenca de material cristalino na matriz polimérica, pois
mostra regides claras e escuras que representam pontos de birrefringéncia geradas
por estruturas cristalinas e regides com estruturas nao organizadas ou amorfas,

respectivamente.

Figura 22. Microscopia 6tica convencional (A,B e C) e microscopia de luz polarizada
(D, E e F) das membranas (A,D) Q100; (B,E) Q80 e (C,F) Q40. As barras em preto

indicam tamanho de 200 pm.

A . c 3

Observou-se que todas as membranas analisadas possuem matriz polimérica
continua incolor. Marcas das placas de Petri utilizadas no processo de secagem
foram observadas por toda a extensdao das membranas. Nas microscopias o6ticas
(A,B) notam-se caracteristicas de superficie e de birrefringéncia semelhantes, porém
na microscopia (C) observa-se maior quantidade de regides cristalinas. Nas
microscopias PLOM das membranas Q100 e Q80 foi possivel verificar que suas

superficies eram compostas por material majoritariamente amorfo e bem disperso.
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Porém, na microscopia PLOM da membrana Q40 observou-se presencga de pontos
claros representativos de cristais, possivelmente devido a maior concentragao de XY

na mistura.

4.3.7. Molhabilidade por angulo de contato

A determinagdo de molhabilidade através de técnica de angulo de contato ao
se pingar uma gota de agua nas membranas € uma interessante forma de avaliar a
hidrofilicidade de cada material. As fotografias obtidas no software Droplmage para
cada ensaio realizado nas membranas e o0s angulos de contato médios
determinados a partir de analise das fotografias constam na Figura 23 e Tabela 5,
respectivamente. Membranas que apresentam angulo de contato maiores que 90°
representam uma superficie hidrofébica e menores que 90° indicam uma superficie
hidrofilica.?’

A molhabilidade € uma propriedade muito importante das membranas quando se
analisa a aplicagdo almejada de curativos de ferimentos cutdneos. Durante o
processo de cicatrizagcao da pele ocorrem etapas de adesao e replicacao celular que
dependem amplamente da hidrofilicidade da superficie do material utilizado como
curativo. Encontra-se na literatura estudos que apontam melhor eficacia de adeséao
celular na pele para materiais poliméricos que tenham angulo de contato entre 40 e
80°, sendo interessante que se encontre essa caracteristica em um material a ser

utilizado para esse fim.82-84

Figura 23. Fotografias das gotas de agua adquiridas nos ensaios de angulo de

contato para os compostos puros e membranas de QTS e XY.
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Tabela 5. Angulos de contato em agua determinados para as membranas de QTS e
XY.

Componente (n=10) Angulo de Contato (°)

Q100 55,25 + 0,98
Q80 53,13 + 0,96
Q60 52,12 £ 0,85
Q50 37,86 + 2,69
Q40 32,65 + 4,58
Q20 28,92 + 3,70
XY 20,10 £ 1,15

A partir dos ensaios de angulo de contato foi possivel analisar que todas as
membranas apresentam propriedades hidrofilicas, sendo que a membrana Q100 é
menos hidrofilica que a XY pura. Desta forma, ha a tendéncia de que quanto maior a
concentracdo de XY na mistura menor sera o angulo de contato e maior sua
hidrofilicidade. No entanto, nota-se que as membranas Q80 e Q60 apresentaram
angulo de contato semelhante ao de QTS pura, o que pode indicar maior interagao
intermolecular e possivel formacdao de complexo entre os dois compostos de forma

diferente das outras proporgdes analisadas.®

4.3.8. Determinacgao de grau de dissolugdao das membranas

Ensaios de dissolugdo das membranas de QTS e XY foram realizados em
solugdes tamponadas de pH 5,5 e 7,4 a fim de determinar a quantidade de
compostos poliméricos que podem se dissolver quando em contato com meio liquido
apo6s 24 h. Esse estudo é essencial para verificar a integridade macroscopica das
membranas apds o término do experimento, visto que para a aplicagdo almejada o
material deve ser maleavel e resistente quando na presenca de liquidos. Os dados
obtidos apds 24 h de ensaio para o pH e 7,4 estdo contidos na Tabela 6.
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Tabela 6. Grau de dissolugédo (%) das membranas de QTS e XY em solucdes

tampao acetato pH 5,5 e fosfato pH 7,4 a 37 °C apds 24 h.

Formulagdao G.D.(%)pH5,5 G.D.(%)pH7,4

Q100 62,6 + 3,7 3,11+0,8
Q80 20,2+1,5 18,1+ 0,9
Q60 30,1+64 28,3+0,1
Q50 426 +49 40,4 +1,5
Q40 60,729 53,6 + 3,6
Q20 68,9 +2,3 61,8+4,5

No pH 5,5 a membrana Q100 teve um alto grau de dissolugéo, sendo
semelhante ao das membranas Q40 e Q20. Ha diminuicdo consideravel da
dissolugdo ao se adicionar 20% de XY, gerando maior estabilidade quando
comparado a membrana de QTS pura. Esse resultado pode indicar interacao
eletrostatica entre os dois compostos com a inser¢cdo de moléculas de XY nas
cadeias poliméricas de QTS que estdo protonadas nesse meio. Adicionalmente,
nota-se tendéncia de aumento de dissolugcao conforme se aumenta a concentracao
de XY, podendo ser explicado pela maior solubilidade em agua observada na XY
pura, conforme dados obtidos de angulo de contato.

Nos ensaios realizados em pH 7,4 observou-se que a dissolugdo da
membrana Q100 diminuiu expressivamente, enquanto que isso nao ocorreu nhas
membranas restantes. Nessa faixa de pH os grupos amina da QTS estdo em sua
forma neutra e por isso apresentam menor solubilidade em agua. Com o aumento de
moléculas de XY na mistura filmogénica ocorre a formagao de complexo polietrolitico
entre os polimeros e sua solubilidade em agua € aumentada. Esses resultados
mostram que algumas composigdes de misturas de QTS e XY como Q80 e Q60

possuem propriedades melhoradas quando comparado a QTS pura.?”
4.3.9. Determinagao de grau de intumescimento

A propriedade de intumescimento de uma membrana polimérica a ser
utilizada como curativo de ferimentos de pele é de extrema importancia. Isso se deve
ao fato de que durante o processo de regeneragdo a pele tende a produzir

exsudatos compostos por fluidos e células mortas e torna-se necessario realizar a
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troca frequente dos curativos. Logo, um material que absorva e retenha mais
liguidos em sua estrutura pode ser mais eficaz e facilitar o tratamento de seu
usuario.®

Para analisar o grau de intumescimento (G.l.%) das membranas realizou-se
ensaios em pH 55 e 7,4 e o banho termostatico permaneceu em temperatura
simulada corporal de 37 °C. Escolheu-se tais pHs pois a pele ferida tende a
apresentar um pH aproximado de 7,4 e a pele saudavel um pH de 5,5. As Figuras
24 e 25 mostram os perfis de intumescimento obtidos para as membranas de QTS e

XY nos pHs estudados.?8

Figura 24. Perfil de intumescimento das diferentes formulagées em fungdo do tempo
em pH 55 a 37 °C. (A) Todas membranas de QTS e XY analisadas e (B)

Aproximacgao da regido das membranas contendo XY.
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* Indicam que valores médios com diferencas estatisticamente significativas entre os graus de

intumescimento, de acordo com o teste de Tukey (ANOVA).
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Figura 25. Perfil de intumescimento das diferentes formulagées em fungao do tempo
empH 7,4 a 37 °C.
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* Indicam que valores médios com diferencas estatisticamente significativas entre os graus de

intumescimento, de acordo com o teste de Tukey (ANOVA).

Ao comparar os dois perfis obtidos pode-se verificar que no pH 5,5 (Figura
24) as membranas tiveram os maiores graus de intumescimentos. Isso ocorre pois
nesse pH os grupos amina da QTS estdo protonados e ocorre repulsédo eletrostatica
entre suas cadeias poliméricas, gerando maior volume livre entre as estruturas para
possiveis interacdes intermoleculares com a agua presente no meio. Esse efeito é
especialmente maior para a membrana Q100 que apresentou intumescimento de
4.000% apds atingir seu equilibrio em 2h de experimento. J& as membranas
restantes tiveram perfis de intumescimento menores que o de QTS pura, pois
alcangcaram seus maiores valores de absor¢éo de agua e equilibrio em cerca de 4h
com G.l. na faixa de 50 — 250%. Em geral, quanto maior a concentragdo de XY na
composicdo da membrana menor foi seu grau de intumescimento, o que pode
indicar interagdo entre os compostos e com a entrada das moléculas de XY nas
estruturas de QTS o volume livre se torna menor, o que diminui sua capacidade de
reter agua. Além disso, nota-se que nao houve diferenga estatistica entre as médias
de G.1.% das formulagdes Q50-Q40 e Q40-Q20.86:89

No pH 7,4 a membrana Q100 apresenta capacidade de absorcdo de agua
muito menor que no pH 5,5. Isso se deve pois no meio mais basico ocorre

desprotonacao e agregacao de moléculas de QTS, gerando menor volume livre para
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interacédo e absor¢cdo de moléculas de agua. Para as membranas contendo XY
observou-se ordem de G.1.% semelhante ao obtido no pH 5,5, porém com valores de
absorcdo de agua proporcionalmente menores. Através de analise estatistica das
médias de G.1.% se observou que a membrana Q80 foi a Unica que apresentou
significancia estatistica dentre as formulagdes contendo XY. Considerando as
observagdes encontradas, definiu-se que a membrana Q80 foi a que apresentou a
maior retengédo de liquidos em ambos pHs analisados dentre todas as formulagbes
contendo XY.%

Amostras de membranas que tiveram seus graus de intumescimento
determinados foram acondicionadas em eppendorfs e congeladas para posterior

analise de microscopia eletrénica de varredura.

4.3.10. Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Realizou-se analise de microscopia eletrbnica de varredura nas membranas
secas e apos ensaios de intumescimento em solugdes de pH 5,5 e 7,4 para analisar
as modificagbes morfoldgicas geradas pela absor¢gdo de agua nas cadeias
poliméricas. As imagens obtidas para as membranas secas estdo contidas na

Figura 26.
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Figura 26. Microscopias SEM obtidas para as membranas secas de QTS e XY com
imagens de superficie de secagem (acima) e fratura (abaixo). As escalas utilizadas

foram de 50 ym para microscopias de superficie e 10 um para as de fratura.

10kV X500 50pm 10kV X500  50pm 10kV X500  50pm

10KV X1,000 10pm 10KV X1,000 10pm 10kV  X1,000 10pm

10kV X500  50pm 10kV X500  50pm 10kV X500  50pm

10kV ~ X1,000 10pm 10kV  X1,000 10pm

E notavel a semelhanca de todas as membranas nas analises de superficie,
sendo materiais de matriz continua, densa e lisa, ndo se observando a presenga de
poros. As analises de fratura apresentam as mesmas caracteristicas, porém

observam-se certas diferengas nas morfologias apds o procedimento de corte. SEM
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das membranas Q100 e Q80 mostram morfologias mais parecidas entre si, com
maior rugosidade apos fratura do que quando comparadas as demais membranas.

O processo de intumescimento das membranas proporciona separagao das
cadeias poliméricas. Ao se realizar procedimento posterior de congelamento com
auxilio de nitrogénio liquido, ocorre remogao da agua da matriz através de
sublimacédo. Esse fendbmeno causa mudanca de rugosidade na superficie das
membranas, podendo ser observado com analise de microscopia SEM. °'

A Figura 27 apresenta as microscopias de superficie obtidas para as
membranas Q100, Q80 e Q20 intumescidas em pH 5,5 e 7,4. Nao foi possivel
analisar as fraturas dos materiais pois com o processo de absor¢cdao de agua e
posterior liofilizacdo obteve-se membranas muito frageis, dificultando a etapa de
fratura para preparo de amostra. As demais SEM das membranas estdo no Anexo
A5.

Figura 27. Microscopias SEM das superficies das membranas (A) Q100; (B) Q80 e
(C) Q20 para os pHs 5,5 (cima) e 7,4 (baixo). As escalas utilizadas s&o de 50 pym.

X500 50pm

“gokv— X500 sopm. . Jome/ v X500 50pm

Observa-se que as membranas tiveram maior absor¢do de agua no pH 5,5,
conforme dados encontrados na determinagdo de grau de intumescimento. Esse
efeito é representado pela separacao entre as cadeias poliméricas da QTS com a
presenca de moléculas de agua entre elas. Em ambos pHs analisados as

membranas Q100 e Q20 tiveram grande aumento de rugosidade, apresentando
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inicio do processo de dissolugdo da matriz polimérica. Ja a analise SEM da
membrana Q80 mostra moderada alteragédo morfolégica no pH 5,5 e em menor grau
no pH 7,4. Visto que essa formulagao possui o maior grau de intumescimento dentre
as diversas misturas com XY analisadas, pode indicar que essa composi¢ao de
mistura de QTS e XY possui melhor interagdo eletrostatica entre os compostos e

gera maior protegédo da matriz frente ao efeito de dissolugdo nos dois pHs.%6:92

4.3.11. Ensaio de tensao vs deformacao

Um material a ser utilizado como curativo cutaneo deve apresentar algumas
propriedades mecanicas especificas para ser considerado adequado para o uso,
como boa maleabilidade e resisténcia a ruptura. O ensaio de tensdo e deformacéao
das membranas possibilita analisar tais propriedades. Nao foi possivel realizar o
ensaio para a membrana Q20 (seco e intumescido) e Q40 (intumescido) pois os
materiais eram muito quebradigos nessas condi¢cdes e ndo se conseguiu prender os
corpos de prova nas garras do equipamento de forma adequada. Estudos de tenséo
vs deformagédo para as membranas intumescidas foram realizadas apenas em
solugdo tampao pH 7,4 pois foi a faixa de pH escolhida para se utilizar nos
experimentos de cinética de liberagcao in vitro e de permeacédo em pele ex vivo da
CUR. Os dados obtidos para as membranas secas e intumescidas em solugao

tampao fosfato pH 7,4 estéo representados na Figura 28 e Tabelas 7 e 8.%°

Figura 28. Ensaios de tensdo vs deformacgao para as membranas de QTS e XY nas
condigdes (A) secas ambientadas a 58% de umidade e (B) intumescidas em meio

fisiolégico simulado de pH 7,4.
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Tabela 7. Propriedades mecéanicas das membranas de QTS e XY secas.

Formulagao Médulo de Tensao Maxima Elongacgao
(n=5) Elasticidade (MPa) (MPa) Maxima (%)
Q100 1435,0 + 227,2 3P 2768 +2,11 2 16,63 + 2,00
Q80 2655,5 + 216,1 ¢ 49,54 + 1,65 3,19 £ 0,37 abc
Q60 2686,5 £ 596,5 °© 41,66 + 1,39 1,88 + 0,54 a.de
Q50 1284 + 186,3 24 25,08 £3,78 @ 3,06 + 0,36 bdf
Q40 890,1 + 143,5 Pd 16,28 + 2,26 3,61+0,82cef

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

A partir da Figura 28-A e da Tabela 7 verificou-se que a adi¢gao de 20 e 40%
de XY a composi¢cdo das membranas de QTS torna o material mais rigido, pois
houve aumento dos modulos de elasticidade e tensdo maxima, enquanto a
elongagdo maxima diminuiu quando comparado a membrana de QTS pura. Isso se
deve a maior cristalinidade do material proveniente das moléculas de XY
adicionadas a estrutura de QTS. Outra observagao interessante € que a membrana
Q80 foi a formulagdo que mais suportou o stress mecanico aplicado nos ensaios,
visto sua tensdo maxima de 49,54 MPa. Indicando que a propor¢ao de 20% de XY
adicionadas a estrutura da QTS propicia maior resisténcia ao material dentre as
misturas analisadas.%%9%

No entanto, ao se comparar as membranas Q50 e Q40 a de QTS pura nota-
se que houve efeito contrario, pois, o médulo de elasticidade e tensdo maxima
diminuiram enquanto o elongamento maximo aumentou. Esses resultados indicam
que essas membranas apresentaram menor resisténcia a deformagcdo e maior
flexibilidade, ou seja, a XY atuou como um agente plastificante na estrutura da
QT8_92,94

De acordo com os dados contidos na Tabela 8 ao submergir as membranas
em solucao tampao fosfato pH 7,4 as propriedades mecanicas sao alteradas quando

compara-se com as informacdes encontradas no ensaio de membranas secas.
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Tabela 8. Propriedades mecéanicas das membranas de QTS e XY intumescidas com

solugao de tampéao fosfato pH 7,4.

Formulagao Moédulo de Tensao Maxima Elongacgao
(n=5) Elasticidade (MPa) (MPa) Maxima (%)
Q100 0,59 £ 0,16 &P 0,40 £ 0,15 2P 65,21 + 3,28

Q80 6,92 + 1,09 2cd 1,92 £ 0,30 19,88 + 2,25
Q60 11,49 £ 1,44 bce 1,00 £ 0,32 &° 8,61+1,452
Q50 20,85 + 5,61 9 0,72 £ 0,33 P 4,37+1,942

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

Em geral, os materiais tornaram-se menos maleaveis pela retencdo de agua, que
atuou como um plastificante, visto que os modulos de elasticidade diminuiram
drasticamente, enquanto as elongagbes maximas aumentaram de forma
consideravel. Neste ensaio observou-se tendéncia semelhante a determinacéo de
grau de intumescimento realizado nesta faixa de pH, pois as membranas que mais
intumescem tiveram maior efeito plastificante da agua retida nas estruturas. A adigcao
de XY as membranas de QTS se mostrou positiva, pois apresentaram maior
resisténcia ao stress mecanico quando comparado a QTS pura. A formulagdo Q80
apresentou a maior tensdo maxima suportada (1,92 MPa) dentre as membranas
analisadas, mesmo ap0s 0 processo de intumescimento pela agua. Essa
caracteristica se torna interessante para a aplicagcdo do material como um curativo
para ferimentos, especialmente a formulacdo Q80, visto que no processo de
regeneragao tecidual ha fluidos expelidos que devem ser absorvidos pela
membrana.®2%

Uma membrana adequada para aplicacdo como curativo de pele precisa ser
maleavel, ter capacidade de intumescer em contato com fluidos bioldgicos para
liberar os compostos ativos e absorver os exsudatos da pele e também apresentar
boa resisténcia mecanica para auxiliar a troca dos curativos. As analises de XRPD e
microscopia PLOM demonstraram que a formulagdo Q80 possui 0 menor grau de
cristalizagdo do sistema. Ja nos ensaios de dissolugdo e intumescimento se
observou que a formulagéo apresentou os menores graus de dissolugdo e maiores
graus de intumescimento nos pH 5,5 e 7,4 dentre as propor¢cdes de misturas.

Adicionalmente, também foi a membrana com maior flexibilidade e resisténcia ao
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stress mecanico, como observado nos ensaios mecanicos. Ao se analisar todas as
caracterizagdes e ensaios realizados nas membranas contendo QTS e XY se notou
que a proporcgao entre QTS-XY que mais apresentou propriedades importantes para
as aplicagbes desejadas foi a Q80, sendo a formulagdo escolhida para realizar o

enriguecimento com CUR e PIP.%3

4.4. MEMBRANAS CARREGADAS COM CUR E PIP
4.41. Preparo das membranas de QTS e XY contendo CUR e PIP

Inicialmente realizou-se producdo de membranas de QTS e XY com o sistema
micelar de P123, CUR e PIP. Apds o processo de secagem e algumas
caracterizagdes (como Espectroscopia de UV-Vis e DSC) verificou-se que o sistema
de 5 componentes se tornaria muito complexo para realizacdo dos estudos em
tempo viavel para finalizagao do trabalho em tempo correto. Isso se deve também ao
fato de que nos estudos prévios de fluorescéncia observou-se competicdo entre
CUR e PIP para interagir com as moléculas de P123, o que tornaria o processo de
quantificacdo de CUR mais dificultoso. Por isso, tomou-se a decisao de eliminar o
uso de P123 no sistema a fim de focar o estudo nas interagdes entre CUR e PIP na
matriz polimérica utilizada como carreamento dos compostos ativos.

As membranas contendo CUR e PIP foram produzidas utilizando a
formulacdo Q80 previamente estudada, que apresentou as melhores caracteristicas
para as aplicagdes almejadas para o sistema. Para fins de comparacao, produziu-se
também membranas Q100 para analisar como a adi¢ao de XY poderia alterar o
sistema. Imagens das membranas produzidas podem ser observadas na Figura 29.
O tempo de secagem das membranas variou de 2-4 dias, dependendo das

condigdes climaticas do dia de produgéo.
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Figura 29. Imagens das membranas (A) Q100-CUR; (B) Q100-CUR-PIP; (C) Q80-
CUR e (D) Q80-CUR-PIP da superficie de secagem (cima) e da parte inferior (baixo)

das membranas.

C

Em geral, todas as membranas apresentaram coloragéo alaranjada propria
da presenca de CUR, boa maleabilidade e matriz resistente, ndo sendo notavel
diferenca de tonalidade de cor entre elas. A homogeneidade das membranas foi
quantificada como 87,0% + 1,5 através de espectroscopia de fluorescéncia. Notou-
se aspecto distinto das membranas puras de QTS e XY, pois a parte superior da
membrana tinha aspecto opaco e a parte inferior aspecto brilhoso. Isso pode indicar
uma preferéncia de deposigcdo da CUR na parte superior, que pode ser avaliada
através de técnica de FTIR. A espessura média das membranas foi determinada
com micrbmetro e obteve-se valores entre 85-105 um, sendo ligeiramente mais

espessas que as membranas puras.

4.4.2. Caracterizagoes das membranas contendo CUR e PIP

4.4.2.1. Espectroscopia de UV-Vis

Os espectros de UV-Vis para as membranas enriquecidas com CUR e PIP
foram obtidos para analisar possiveis alteragdes decorrentes das adicbes de cada
componente as matrizes poliméricas puras. A Figura 30 mostra os espectros

analisados a partir das membranas Q100 e Q80. Analisou-se os lados de cima e de
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baixo das membranas enriquecidas com CUR e PIP devido a diferenga visual
macroscopica observada e discutida no item 4.4.1, e ndo se observou diferencas

entre os espectros obtidos para cada formulagdo produzida.

Figura 30. Espectros de UV-Vis para as membranas (A) de Q100, CUR e PIP e (B)
de Q80, CUR e PIP.
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Observou-se modificacbes nos espectros das membranas puras apés adi¢ao
de CUR e CUR-PIP nas formulacdes. Na literatura encontra-se o valor de 450 nm
para absorgdo maxima de CUR em agua, sendo gerado pela transi¢ao m — 11*. Para
PIP se encontra o comprimento de onda maximo de absor¢cdo em 340 nm. Nos
espectros obtidos notou-se a presencga de bandas de absorg¢ao caracteristicas para
os compostos. A banda de absor¢cao maxima da CUR que se encontra em 450 nm
se torna mais intensa com a adicdo de PIP. Podendo indicar uma melhora de
solubilidade no sistema através de modificacdes estruturais geradas pela interacao
dos dois compostos. No espectro de Q80 se encontra a banda de absorgéo
aumentada pela presenca de moléculas de XY, préximo a 325 nm. Essa banda
torna-se mais larga com a adi¢ao de PIP que absorve em regiao espectral préxima,
representando sobreposicdo das bandas de absorcdo. As observacdes indicam

sucesso em incorporar os ativos nas matrizes poliméricas puras.%
4.4.2.2. Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As membranas das formulacées Q100 e Q80 enriquecidas com CUR e PIP
foram analisadas através de espectroscopia de infravermelho a fim de verificar
possiveis alteragcdes dos grupos funcionais caracteristicos dos componentes puros a

partir de interacdes intermoleculares. Medidas foram feitas para a superficie de cima
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e de baixo para cada formulagéo, visto a diferenca visual observada e discutida
previamente no item 4.4.1.

Nas Figuras 31 e 32 constam os espectros de FTIR para as membranas
produzidas a partir da formulacdo Q100 e Q80, respectivamente. Foi possivel
observar diferengas espectrais entre as analises dos lados de cima e de baixo das

membranas contendo CUR e PIP.

Figura 31. (A) Espectros de FTIR obtidos via modo ATR para membranas de Q100
contendo CUR e PIP. (B) Aproximacao do espectro na regido de 1800-700 cm'.
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Em geral, os lados de baixo apresentaram espectro muito semelhante aos
das formulagbes puras, sendo notavel apenas pequeno aumento de intensidade de
absorbancia na banda de 1377 cm™', que é caracteristica de deformacao simétrica
de grupo CHs. Os espectros dos lados de cima apresentaram alteragdes
significativas, sendo indicativo de interacdes entre os grupos O-H e N-H de CUR e
QTS. Isso pode ser verificado a partir da diminuicdo de intensidade de absorgao e
sobreposicdo das bandas caracteristicas do estiramento do grupo C=0 e do
dobramento do grupo N-H das aminas primarias da QTS, encontradas nas regides
de 1653 e 1550 cm™', respectivamente. Assim como, menor intensidade de absorgéo
nas bandas de 1163 cm™ (C-O-C) e nas bandas de 1069 e 1023 cm-' relacionadas
ao estiramento de grupo C-O da QTS. Nota-se também na Figura 31 o surgimento
de uma banda em 1630 cm' sendo representativa do grupo C=0 presente na CUR

e na PIP. 97
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Figura 32. (A) Espectros de FTIR obtidos via modo ATR para membranas de Q80
contendo CUR e PIP. (B) Aproximacéo do espectro na regido de 1800-700 cm-'.
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Na Figura 32 observa-se a diminui¢gao de intensidade de absorgdo da banda
de 1069 cm™', que é representativa da presenca de XY na matriz polimérica, ao se
comparar com a membrana de Q100. Os espectros obtidos para lados de cima e de
baixo seguem o mesmo perfil do que se discutiu acima. Além disso, nota-se o
surgimento de uma nova banda na membrana de lado de cima para a formulagao
contendo CUR e PIP na regido de 1512 cm™', sendo atribuida a vibragbes do grupo
C=0 de CUR.#?

Nao foi possivel observar alteracdes espectrais ao se comparar formulagdes
contendo CUR e PIP, possivelmente pelo fato de que as interagcdes intermoleculares
que ocorrem entre os dois compostos serem fracas, como as forgas de van der
Waals.

A partir dessas observagdes se percebe que ha preferéncia de deposicao da
CUR no lado de cima das membranas durante o processo de secagem do solvente
utilizado, ou seja, ha maior concentracdo de CUR na parte opaca das matrizes
geradas. Isso pode ser explicado pelo trajeto realizado pelo solvente no interior das
membranas conforme ocorre o processo de sua evaporagao, causando o transporte
do composto ativo até a superficie de cima do material. Portanto, ao se realizar
possiveis aplicagdbes da membrana para tratamento de ferimentos de pele, deve-se
priorizar o contato da pele com o lado de maior concentragao, a fim de se otimizar as

propriedades do ativo em termos de atividade e permeabilidade.
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4.4.2.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Analisou-se as curvas calorimétricas das membranas compostas por QTS e
XY enriquecidas com CUR e PIP através de técnica de DSC. Os polimeros utilizados
nas membranas sdo majoritariamente amorfos e ndo apresentam fendmenos
térmicos relacionados a fusdo. Tal efeito € apenas observado para os compostos
CUR e PIP, sendo anteriormente determinado que apresentam Tm em 174,3 °C e
127,5 °C, respectivamente. Para melhor observar os efeitos térmicos de
biopolimeros se torna necessario realizar duas corridas no DSC. A primeira corrida &
realizada para apagar a memoria térmica das cadeias poliméricas e apds uso da
técnica de quench cooling, que consiste em realizar aquecimento e posterior
resfriamento do material, se realiza a segunda corrida. Na Figura 33 se observam as

curvas de DSC para as membranas contendo CUR e PIP.

Figura 33. Curvas de DSC das segundas corridas para (A) Q100-CUR e Q100-
CUR-PIP e (B) Q80-CUR e Q80-CUR-PIP.
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A determinacdo das duas transicdes vitreas observadas nas curvas de Q100
e Q80 foi afetada pela adicdo de CUR, visto sobreposicao de fendmeno endotérmico
de fusdo da CUR na mesma regido. Quanto a adi¢gado de PIP nas formulagbes, ndo
se observou o evento de fusdo caracteristico nas curvas das membranas analisadas.
Apesar disso, foi possivel determinar as Tg1 da QTS e os valores encontram-se na
Tabela 9.
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Tabela 9. Temperaturas de transigao vitrea (Tg) das curvas de DSC das membranas

Q100 e Q80 puras e enriquecidas com CUR e PIP.

Formulagdio  Tgi(°C) QTS Tm (°C) CUR

Q100 108,0 -
Q100-CUR 118,0 171,0
Q100-CUR-PIP 110,0 170 ,0

Q80 103,0 -
Q80-CUR 114,0 170 ,0
Q80-CUR-PIP 115,0 160,0

Observa-se que a presenca de CUR e PIP nas matrizes gerou aumento de
temperatura de transi¢cdo vitrea da QTS. Indicando interagdo entre os constituintes
que possibilita maior compactagao na matriz polimérica devido o menor volume livre
entre as cadeias. Outra observagao interessante é que a Tm da CUR teve redugéao
similar dentre as formulagdes, sendo a maior modificagdo observada em Q80-CUR-
PIP. Com isso, se infere que com a sua incorporagao na matriz de QTS ocorre
alteracdo na estrutura cristalina da CUR para uma configuragdo mais amorfa. O
efeito de alteragao de temperatura de fusdo da CUR em membranas compostas por
QTS também foi observado em estudos conduzidos por Parize et al, em que se
notou que a presenga do ativo na matriz de QTS possibilita interagées que geram
deslocamento do pico endotérmico da CUR para menores temperaturas por se ter

um sistema mais amorfo.28.98.99

4.4.2.4. Difracao de pé por raio-X (XRPD)

Andlises de XRPD foram realizadas nas membranas de QTS e XY
enriquecidas com CUR e PIP para observar diferencas nos padrdoes de difracao
gerados pelas interagbes dos compostos em cada formulagdo. Na Figura 34
constam os difratogramas obtidos para os compostos puros e para as formulagdes

de misturas.
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Figura 34. Padrbes de XRPD para (A) XY, QTS e CUR puros e (B) membranas

contendo misturas de CUR e PIP.
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Pode-se notar que os picos de cristalizagdo de maior intensidade no
difratograma de CUR ocorrem em 8,90° 14,50° 17,30° e 23,4° entre outros de
menor intensidade, indicando um material altamente cristalino. Ao se adicionar CUR
nas formulagdes de Q100 e Q80 observa-se presenga dos picos de 8,90° e 17,30°
caracteristicos em menor intensidade e desaparecimento dos demais picos de
cristalizacdo, indicando maior amorfizacdo do composto em decorréncia de sua
incorporagdo as matrizes poliméricas. Observa-se que ao acrescentar PIP nas
formulagcbes ocorreu pequena diminuicdo de intensidade dos picos de CUR. Isso
pode indicar que a interacdo entre CUR-PIP gera material com caracteristicas mais
amorfas do que nas membranas com os componentes puros. As diferencas
observadas nos padrdes de difracdo sdo mais pronunciadas nas membranas de
Q100, sendo indicativo de maior capacidade de interagdo com os compostos ativos
quando se compara com as formulagdes de Q80.598°

Para obter mais informacgdes sobre diferencas na cristalinidade e dispersao de
CUR nas membranas pode se utilizar da técnica de microscopia 6tica convencional e

com luz polarizada.

4.4.2.5. Microscopia Optica com luz polarizada (PLOM)

As membranas foram analisadas através de microscépio de dtica
convencional e com filtro polarizador de luz a fim de observar possiveis
caracteristicas diferentes nas matrizes poliméricas geradas pela presenca de

compostos cristalinos provenientes da adicdo de CUR e PIP. O fenbmeno de



83

birrefringéncia que ocorre ao se utilizar o filtro de luz polarizada permite observar
regides claras e escuras na superficie da membrana, sendo regides representativas
de materiais cristalinos e amorfos, respectivamente. A Figura 35 mostra as

microscopias obtidas para cada membrana.

Figura 35. Microscopia o6tica convencional (parte superior) e microscopia de luz
polarizada (parte inferior) das membranas (A,E) Q100-CUR; (B,F) Q100-CUR-PIP;
(C,G) Q80-CUR e (D,H) Q80-CUR-PIP. As barras em branco indicam tamanho de
200 pm.

A partir das microscopias de odtica convencional se observa que as
membranas que eram originalmente incolores apresentaram coloragdo amarelada.
Adicionalmente, nota-se em E e G a presenga de material cristalino disperso nas
matrizes poliméricas com aspecto caracteristico de cristais de CUR, sendo mais um
indicio da efetiva incorporacdo do composto. Na membrana de formulagdo Q100-
CUR se nota material cristalino de menor tamanho, podendo indicar uma melhor
solubilizac&o e disperséo.'01.102

A adicao de PIP as formulagdes tornou a CUR mais amorfa e consequentemente
melhor dispersa na matriz, sendo observavel na mudanga do formato estrutural e
tamanho dos materiais cristalinos, que €& evidenciada nas analises com luz
polarizada. Isso é justificavel pela capacidade de PIP de atuar como promotor de
solubilidade através de interacdes intermoleculares fracas com a CUR, como a de

van der Waals.103



4.4.2.6. Molhabilidade por angulo de contato
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A técnica de angulo de contato foi realizada nas superficies de cima e de

baixo das membranas para determinar a molhabilidade de cada material. Conforme

discutido no item 4.3.7, se torna importante conhecer o grau de hidrofilicidade das

membranas a serem utilizadas como curativos em ferimentos de pele, pois o

material precisa ter a capacidade de absorver fluidos expelidos pela pele durante o

processo de renovagado celular. A Figura 36 mostra as fotografias geradas no

software para cada gota de agua pingada na superficie das membranas contendo

CUR e PIP.8

Figura 36. Fotografias obtidas nos ensaios de angulo de contato das gotas de agua

nas superficies das membranas contendo CUR e PIP.
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A partir das fotografias se determinou os angulos de contato de cada gota e

as médias das leituras constam na Tabela 10.

Tabela 10. Angulos de contato determinados para as membranas de QTS, XY, CUR

e PIP.

Formulagao (n=10)

Angulo de Contato (°)

Lado de Cima Lado de Baixo
Q100 55,25 £ 0,98
Q100-CUR 95,05 + 0,08 82,94 £ 0,03
Q100-CUR-PIP 84,01 £ 0,22 79,27 £ 0,11
Q80 53,13 £ 0,96
Q80-CUR 85,60 = 0,21 76,55 +£0,12
Q80-CUR-PIP 83,70 £ 0,26 76,16 £ 0,48
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As membranas puras de Q100 e Q80 apresentaram alta hidrofilicidade com
baixos angulos de contato. Ao se adicionar CUR nas formulagbes houve aumento
proporcional da hidrofobicidade da superficie analisada, em decorréncia da
propriedade de baixa solubilidade em agua da CUR. O grau de angulo de contato
determinado € maior nos lados de cima de todas as membranas, indicando
preferéncia de deposicdo da CUR no lado superior, corroborando com as
observagdes macroscopicas e analises de FTIR.104-106

Com a adicéo de PIP se observa em geral menor grau de angulo de contato,
0 que se deve a maior solubilidade em agua da PIP quando comparado a CUR.
Portanto, a CUR diminui a molhabilidade do material, porém com a presenca de PIP
nas formulagdes esse efeito é reduzido e a molhabilidade foi melhorada nessas
membranas. A maior eficacia de adesao celular para membranas poliméricas ocorre
com materiais com angulo de contato na faixa de 40-80°, e as membranas
produzidas exibem angulos de contato apropriados para a aplicagao desejada,

sendo que as formulagdes de Q80 apresentaram os valores mais adequados. 104-106

4.4.2.7. Determinagéo de grau de dissolugdo das membranas

O grau de dissolugao das membranas contendo CUR e PIP foi determinado
em estudo de 24 h ao se adicionar amostras de cada membrana em solugdes
tamponadas com pH 5,5 e 7,4. A integridade fisica de uma membrana quando em
contato com meio liquido € uma das caracteristicas mais importantes para que
possa ser utilizada como um curativo de pele com ferimento, devido a presenca de
exsudatos durante seu processo natural de renovagdo. Os graus de dissolugéo (%)

das membranas consta na Tabela 11.
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Tabela 11. Grau de dissolucéao (%) das membranas Q100 e Q80 contendo CUR e
PIP em solug¢des tampao acetato pH 5,5 e fosfato pH 7,4 a 37 °C apés 24 h.

Formulagao G.D. (%)pH 5,5 G.D.(%)pH 7,4

Q100 62,6 + 3,70 3,11 +£0,80
Q100-CUR 54,3 + 1,52 2,351,117
Q100-CUR-PIP S57,7+2,21 8,62 +2,12
Q80 20,2+ 1,51 18,1+ 0,93
Q80-CUR 12,8 + 1,62 9,73+0,73
Q80-CUR-PIP 14,8 + 1,28 12,6 + 0,64

Apos o término do experimento notou-se que as membranas de Q100
apresentaram altos graus de dissolugdo em pH 5,5 e o material se tornou pouco
maleavel, o que ndo € desejavel para um curativo de ferimentos de pele. Dessa
forma, as formulagdes de Q80 sao preferiveis para a aplicagdo almejada.

Pode-se observar que tanto no pH 5,5 quanto no pH 7,4 os graus de
dissolugcado de Q100 e Q80 decresceram ao se acrescentar CUR nas formulagdes,
sendo um indicio da efetiva incorporacdo do composto nas matrizes poliméricas e de
melhora da estabilidade do material nos meios liquidos estudados.

Com a adicdao de PIP nas solugbes filmogénicas o grau de dissolugcao
aumentou ao se comparar com as membranas contendo apenas CUR. A possivel
interacao entre CUR-PIP pode tornar o sistema mais amorfo, favorecendo interagdes
com as moléculas de agua presentes no meio e consequente dissolugdo da
membrana. Apesar disso, o grau de dissolugcéo para essas formulagdes foi menor do
que dos sistemas puros, evidenciando-se um aumento da estabilidade das
membranas.*®

As observagdes obtidas através deste experimento e do estudo de angulo de
contato forneceram mais informacdes sobre a estabilidade e molhabilidade das
membranas nos dois pHs simulados ao da pele, havendo concordéncia entre as
tendéncias observadas em ambos experimentos. Observou-se a efetiva
incorporagao da CUR e PIP nas membranas produzidas a partir de Q100 e Q80.
Adicionalmente se notou que o sistema Q80 mostrou-se como sendo o sistema com

o melhor perfil para a aplicacdo desejada.
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4.4.2.8. Determinacao de grau de intumescimento

Os perfis de grau de intumescimento das membranas produzidas a partir de
Q100 e Q80 enriquecidas com CUR e PIP foram obtidos em duplicata. Os estudos
foram conduzidos em solugdes tamponadas de pH 5,5 e 7,4, sendo pH simulado de
pele saudavel e com ferimentos, respectivamente, e as amostras foram mantidas
sob aquecimento de 37°C durante 24 h para determinar a capacidade de absorgao
de liquidos destes materiais. A Figura 37 mostra os perfis de intumescimento nos

dois pHs estudados para as membranas feitas a partir da formulagao Q100 e Q80.

Figura 37. Perfil de intumescimento das formulagdes (A) Q100-CUR e Q100-CUR-
PIP e (B) Q80-CUR e Q80-CUR-PIP em fungéo do tempo em pH 5,5 e 7,4 a 37 °C.
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* Indicam que valores médios com diferencas estatisticamente significativas entre os graus de
intumescimento, de acordo com o teste de Tukey (ANOVA).
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No pH 5,5 as membranas puras e carregadas com CUR e PIP apresentaram
maiores graus de intumescimento ao se comparar com os experimentos realizados
no pH 7,4. No pH mais acido a QTS possui maior volume livre entre as cadeias
poliméricas, tendo sua capacidade de absor¢do de agua aumentada. Ja no pH 7,4
as moléculas de QTS se agregam mais facilmente, dificultando a difusdo de
moléculas de agua e de CUR para o interior da matriz polimérica. Esse efeito
também €& observado nas membranas contendo XY, e adicionalmente, as
capacidades de absor¢do de agua sdo drasticamente reduzidas pela interagéo
eletrostatica dos dois polimeros.'07:108

As amostras das formulagdes produzidas a partir de Q100 contendo CUR e
PIP nédo apresentaram diferenga estatistica dentre suas médias de G.1.%. Ja a
membrana Q80-CUR-PIP teve comportamento diferente das demais formulacoes.
Com a adicdo de CUR e PIP nas formulagdes os graus de intumescimento
determinados foram menores em ambos pHs. A interacado intermolecular entre CUR
e PIP pode gerar complexos com melhor compactagéo e assim reduzir as possiveis
ligacbes de hidrogénio entre CUR e QTS. Com isso, o efeito de agregagao das
cadeias poliméricas € maior e o volume livre para absorgdo de agua menor. 86:107,108

Apos término dos ensaios de intumescimento as amostras foram congeladas para
posterior liofilizacao e analise SEM para analisar mudancas morfolégicas geradas

pela absorgao de agua.

4.4.2.9. Microscopia eletrbnica de varredura (SEM)

Membranas secas e intumescidas em solugdes tampao de pH 5,5 e 7,4 foram
analisadas através de microscopia eletrbnica de varredura para observar
modificagdes morfolégicas ocorridas apos absorgdo de agua e processo de
liofilizagdo. As microscopias SEM das membranas analisadas estdo contidas na
Figura 38.
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Figura 38. Microscopias SEM de (A,B) fratura e superficie para membranas secas,
respectivamente e (C,D) superficie das membranas apds intumescimento em pH 5,5
e 7,4, respectivamente. As escalas utilizadas foram de 50 ym para microscopias de
superficie e 10 um para as de fratura.
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Nas imagens de fratura de Q100-CUR e Q80-CUR nota-se similaridade com
morfologias e rugosidades das membranas puras, sendo visivel a presenca de
material cristalino caracteristico de CUR e de outros pequenos aglomerados
dispersos no interior da matriz polimérica. Ja nas imagens das membranas contendo
PIP se observa que houve aumento moderado da rugosidade do material apds
processo de fratura. Além disso, a matriz apresentou menor quantidade de cristais
insoluveis dispersos no seu interior, sendo um indicio de melhor solubilizagdo dos
compostos ativos nas solugdes filmogénicas.

As superficies de todas as membranas secas apresentaram caracteristicas
morfologicas similares, com matriz continua e alta concentragdo de cristais nao
dissolvidos de CUR, estando de acordo com o que se observou na microscopia
PLOM.
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As microscopias obtidas para as membranas que foram intumescidas e
liofiizadas em pH 5,5 (C) e pH 7,4 (D) mostram interessantes propriedades para
cada formulacdo. E visivel a diferenca de rugosidade e da quantidade de pequenos
aglomerados encontrados na superficie das amostras dos experimentos em pH
5,5.Uma possivel explicagdo para o aparecimento de tais aglomerados seria o
acumulo de sais de acetato proveninentes da solugdo tampédo utilizada no
experimento. Neste pH se observam as maiores diferengas de morfologia, sendo
efeito mais intenso nas membranas Q100-CUR e Q80-CUR. No entanto, ndo houve
inicio de dissolugdo do material como foi observado nas microscopias das
membranas puras de Q100, indicando maior protecao pela presenga de CUR e PIP
frente ao processo de absorgéo de agua. Ja a modificagdo estrutural nas amostras
dos ensaios de pH 7,4 foi consideravelmente menor e notou-se também maiores
alteragdes nas membranas contendo apenas CUR.

As analises de microscopia SEM apresentaram maiores informagdes sobre as
propriedades microscépicas e sobre mudangas que ocorrem em suas morfologias
apods o intumescimento do material polimérico. Tais informacdes estdo de acordo
com O que se observou em todas as caracterizagdes, especialmente nos estudos de

microscopia PLOM e de determinacao de grau de dissolugao e de intumescimento.

4.4.2.10. Ensaio de tensao vs deformacao

O estudo das propriedades mecanicas das membranas produzidas é
essencial para obter informacbes de resisténcia e maleabilidade, que sao
caracteristicas importantes para um material que se deseja aplicar como curativo de
pele. Para isso realizou-se ensaios de tensédo vs deformacao para as formulagdes
contendo CUR e PIP nas condicdbes de membranas secas e ambientadas em
atmosfera de 58% e intumescidas em solucao tampéo de fosfato pH 7,4.

A partir da Figura 39 se obtém as propriedades mecanicas das membranas

secas, que estao compiladas na Tabela 12.
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Figura 39. Ensaios de tensao vs deformagdo para as membranas (A) Q100 e (B)

Q80 enriquecidas com CUR e PIP nas condi¢gdes secas ambientadas a 58% de

umidade.
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Tabela 12. Propriedades mecanicas das membranas secas de QTS e XY contendo
CUR e PIP.

Formulagao Moédulo de Tensao Maxima Elongagao
(n=5) Elasticidade (MPa) (MPa) Maxima (%)
Q100 1435,0 £ 227,2 @ 27,7+2,112 16,6 £ 2,00

Q100-CUR 2462,1 + 267,7 >ef 49,4 + 2,78 f9 242 +4,89°
Q100-CUR-PIP  1756,8 £ 110,6 29 38,2 + 2,89 2° 5,49 + 1,37 de
Q80 2655,5 +216,1 ¢4 49,5+ 1,65P¢de 319+ 0,37 abe
Q80-CUR 2214,9 + 254 ,8 ¢e9h 49,7 + 2,75 d&h 3,33 £ 0,45 bdf
Q80-CUR-PIP  2677,9 + 274,6 ¢th 51,3+ 3,15 egh 4,26 + 0,57 ceof

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

Para as membranas produzidas a partir da formulagdo Q100 foram
observadas as maiores diferengas nas propriedades mecanicas quando secas. Com
a adicao de CUR houve aumento de modulo de elasticidade, de tensdo maxima e de
elongacdo maxima, ou seja, a membrana se tornou consideravelmente mais
resistente e também mais flexivel. Ja com a presenga de PIP, a membrana Q100-
CUR-PIP apresentou maior rigidez e menor flexibilidade em comparagdo com a
formulacdo pura, visto aumento de mdédulo de elasticidade e tensdo maxima em

conjunto com menor elongagdo maxima. No entanto, os valores de moddulo de
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elasticidade e tensdao maxima determinados foram menores que a membrana
contendo apenas CUR, logo a rigidez € comparativamente menor. Isso pode indicar
que em ambas formulagdes ocorre interagcdo com as cadeias poliméricas de QTS,
porém CUR sozinha apresenta interagdo mais forte com a matriz polimérica do que o
complexo CUR-PIP.92.109

Ja nos ensaios das membranas secas das formulacbes Q80-CUR e Q80-
CUR-PIP nao se observou diferencas tdo consideraveis nas propriedades
mecanicas, sendo suportado pelo tratamento estatistico que demonstrou ndo haver
distingao entre as médias obtidas. Apesar disso, se notou que ao adicionar CUR o
material se tornou mais flexivel, visto menor valor de médulo de elasticidade e maior
elongagdo maxima. A membrana Q80-CUR-PIP apresentou efeito similar ao
observado na membrana Q100-CUR, tendo maiores valores de modulo de
elasticidade, tensdo maxima e elongagcdo maxima. Logo, para esta formulagdo, o
complexo CUR-PIP apresentou maior interagdo com a matriz polimérica, gerando a
alteragéo de rigidez e maior resisténcia ao stress mecanico que se observou.'%?

As membranas que passaram por processo de intumescimento em solugéo
tampao pH 7,4 tiveram suas propriedades mecanicas alteradas. Em geral, as
membranas se tornaram menos maleaveis e mais frageis devido a absorgao e
retencdo de agua nas matrizes poliméricas. Os efeitos gerados podem ser

observados na Figura 40.%

Figura 40. Ensaios de tensao vs deformacdo para as membranas (A) Q100 e (B)
Q80 enriquecidas com CUR e PIP intumescidas em meio fisiolégico simulado de pH
7.4.

2,0+

A s —— Q100 B 20- —ggg CUR
N Q100-CUR — Q80-CUR-PIP
~ 16— Q100-CUR-PIP = Q80-CUR-
o i
= 1,4 TE‘{ 1,5
© 1,24
E l%
& 1.0 = 104
= 0,8 o
o L]
w0 [72])
2 061 &
2 041 = 051
0,2 ———
0,0 : : . | 00 : : : : :

0 20 40 60 0 10 20 30 40 50
Deformacgao (%) Deformagao (%)



93

Tabela 13. Propriedades mecanicas das membranas intumescidas de QTS e XY

contendo CUR e PIP em meio fisiolégico simulado de pH 7 ,4.

Formulagao Moédulo de Tensao Maxima Elongagao
(n=5) Elasticidade (MPa) (MPa) Maxima (%)
Q100 0,59 £ 0,16 &P° 0,40 £ 0,15 3P 65,2 + 3,28 @

Q100-CUR 0,88 £ 0,10 b.4f 0,50 £ 0,08 2¢f 58,0+4,35°2
Q100-CUR-PIP 40,3+ 15,29 1,70 £ 0,64 49 6,88+ 1,51°
Q80 6,92 + 1,09 a.de 1,92 + 0,30 cde 19,9+ 2,25
Q80-CUR 0,98 + 0,14 c&f 0,46 + 0,08 bf 47,9+6,78
Q80-CUR-PIP 28,4 £ 3,869 2,24 £ 0,77 ©9 9,34 £3,06°

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

Os dados da Tabela 13 mostram que nas condicdes avaliadas as membranas
enriquecidas com CUR e PIP apresentaram maiores mddulos de elasticidade e
menores valores de elongacdo maxima do que as membranas puras intumescidas,
ou seja, possuiam maior resisténcia a deformacdo. Esse efeito provavelmente se
deve ao menor grau de intumescimento no pH 7,4, estando de acordo com o que foi
observado previamente. Outra observacido interessante € que mesmo apds o
intumescimento, as membranas Q100-CUR-PIP e Q80-CUR-PIP tiveram as maiores
tensdes maximas (1,70 e 2,24 MPa, respectivamente), ou seja, foram as amostras

mais resistentes frente a aplicacéo de stress mecanico.

4.4.3. Cinética de liberagao in vitro das formulagoes contendo CUR e PIP

O estudo de cinética de liberacdo in vitro das membranas contendo CUR e
PIP foi realizado em meio tamponado PBS em pH 7,4 para simular o pH de pele com
ferimentos. Foi acrescentado ao meio liquido 0,5% (v/v) do surfactante n&o iénico
Tween 80 para se melhorar a solubilizagao da CUR. Essa condi¢ao € necessaria em
estudos de liberagdo de compostos ativos pois evita que se alcance a concentracao

de saturacao.
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Figura 41. Imagens de amostra da membrana Q80-CUR-PIP antes e apds ensaio de
liberacédo de CUR em solugdo PBS pH 7,4 e 0,5% de Tween 80 (v/v).

A Figura 41 mostra imagens da amostra utilizada da membrana Q80-CUR-
PIP antes e apds conclusdo do ensaio. E possivel observar mudangas
macroscopicas pelo processo de intumescimento, como maior tamanho e
maleabilidade, e também a coloragdo que mudou de laranja para amarelo claro. O
surfactante escolhido para auxiliar no controle de solubilizacdo de CUR se
demonstrou satisfatério, pois houve liberacdo efetiva do composto na faixa de 33-
55% nas primeiras 7 h de experimento e chegando ao maximo de 83-99% apds 50
h, conforme se observa na Figura 42. Por ser da classe de surfactante nao-ibnico, o
Tween 80 nao afeta as interacdes eletrostaticas que ocorrem entre os constituintes

da membrana.?
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Figura 42. (A) Perfil de liberacdo da CUR a partir das diferentes formulagbes de
membranas em tampado PBS pH 7,4 contendo 0,5% de Tween 80 (v/v). (B)

Aproximacgao da regido de 0-7 h de experimento de liberagdo da CUR.
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* Indicam que valores médios das membranas analisadas ndo exibem diferenga superior a 5% de
significancia, de acordo com o teste Tukey (ANOVA).

Durante as primeiras 7 h de ensaio de liberacdo se observou maiores
porcentagens de liberagcdo para Q100-CUR e Q100-CUR-PIP. Isso pode ser
explicado pelo maior grau de intumescimento apresentado por essas formulagdes
nessa faixa de pH. Adicionalmente se observou que as membranas apresentaram
comportamento de liberagdo prolongada, caracteristica interessante para um
material a ser utilizado como curativo. Outra tendéncia observada até o final do
experimento, foi que ambas formulagées contendo PIP tiveram maior eficiéncia na
liberacdo de CUR, sendo diferenga mais significativa para Q100-CUR-PIP, apesar
de que essas formulagdes apresentaram graus de intumescimento menores. Uma
possivel explicacdo € a interagdo entre CUR-PIP, amplamente observada nos
estudos de caracterizagdo dos materiais, capaz de gerar alteragées morfoldgicas na
CUR que promovem sua melhor solubilizagdo no meio utilizado para o estudo de
liberaggo.4" 111

A Tabela 14 traz o ajuste dos pontos experimentais dos primeiros 60% de
liberacdo da CUR para diferentes equagdes cinéticas, mostrando as constantes

cinéticas (k), R? e os parametros extras de cada equagao analisada.

A partir dos dados obtidos pode-se notar que o modelo cinético de
Korsmeyer-Peppas foi 0 mais adequado para ajustar as curvas de perfis de liberacao
da CUR, visto os maiores valores de R2. Adicionalmente, se observou que o modelo
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de Peppas-Sahlin também apresentou bom ajuste para todas as amostras

analisadas.

Tabela 14. Ajuste dos pontos experimentais de liberagdo da CUR para diferentes

modelos cinéticos.

Modelo Cinético k1 k2 R? Parametro extra*
Zero 7,440 - 0,8852 -
ﬂDC Primeira + Fuax 0,3293 - 0,9616 49,45 @
g Higuchi 16,03 - 0,9686 -
g Korsmeyer-Peppas 13,47 - 0,9942 0,620 ®
Peppas-Sahlin 9,162 4,216 0,9949 0,450 ¢
o Zero 8,793 - 0,8336 -
E Primeira + Fuax 0,3504 - 0,9824 52,68 @
8 Higuchi 19,10 - 0,9832 -
8 Korsmeyer-Peppas 16,57 - 0,9951 0,605°
o Peppas-Sahlin 13,32 3,750 0,9944 0,450 ¢
Zero 5,349 - 0,8847 -
14 Primeira + Fuax 0,3315 - 0,9716 35,23 @
8, Higuchi 11,52 - 0,9636 -
g Korsmeyer-Peppas 9,345 - 0,9914 0,649 b
Peppas-Sahlin 6,449 3,101 0,9899 0,450 ¢
Zero 6,332 - 0,8806 -
% Primeira + Fuax 0,2163 - 0,9858 51,052
g Higuchi 13,66 - 0,9723 -
g Korsmeyer-Peppas 11,16 - 0,9968 0,647 ®
O Peppas-Sahlin 8,004 3,489 0,9955 0,450 ¢

*Parametro extra = 2Fmax; °n e cm.

Os parametros n e m destes dois modelos estao relacionados ao comportamento
de liberacdo de um composto ativo. O pardametro n é relacionado com a forma
geométrica do sistema e é representado por trés comportamentos diferentes, em
que valores iguais a 0,5 demonstram difusdo do modelo Fickiano (caso ) e iguais a
1 modelo ndo Fickiano (caso Il). Ja valores entre 0,5 e 1 (caso Ill) representam

comportamento anédmalo de transporte dos ativos para fora da matriz polimérica.
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Este ultimo caso é governado simultaneamente pelos fenbmenos de difusdao do
solvente e intumescimento das cadeias poliméricas, que devem apresentar
velocidades com magnitudes similares para ocorrerem em sobreposicdo. O
expoente m esta relacionado a comportamento de difusdo puramente Fickiano e
pode ser igualado ao parametro n do modelo de Korsmeyer-Peppas quando o
mecanismo de relaxagdo das cadeias poliméricas é negligenciavel.1?

Em todos os sistemas estudados se observou valores de n entre 0,5 e 1,0,
representando comportamento anémalo, logo a liberagédo da CUR foi dependente da
difusdo do ativo e da taxa de intumescimento das matrizes poliméricas. Outro fator
que concorda com esta informacao é o fato de que os valores calculados para o
expoente m sdo diferentes dos expoentes n. Dessa forma, o mecanismo de
relaxacido das cadeias de QTS e XY foram determinantes para a liberagao efetiva da
CUR.

444. Estudo de solubilidade de CUR através de analise fluorimétrica

A solubilidade da CUR foi determinada para solventes especificos a serem
utilizados no estudo de permeacao ex vivo através de analise fluorimétrica. O estudo
também foi realizado com misturas de CUR e PIP para avaliar de que forma a
interagdo dos compostos afeta a solubilidade de CUR nos solventes analisados. Os
dados obtidos apds quantificagdo com curvas de calibracdo estdo compilados na
Tabela 15 e na Figura 43.

Os solventes estudados foram escolhidos de acordo com o que se usa de
forma padrao no estudo de permeacgao ex vivo para avaliagdo de compostos pouco
soluveis em agua e com baixa permeacédo, como a CUR. Considerando que
solugdes aquosas de propilenoglicol (PG) séo utilizadas como promotoras de
solubilidade em solugdes controle dos ativos, neste estudo foram avaliados as
proporcdes de 30% e 50% para observar qual teria maior eficacia na solubilizagao
de CUR. A solucdo tampao de PBS pH 7,4 foi utilizada para promover o
intumescimento e liberagdo de CUR nas amostras de membranas que ficam em
contato com a pele. Ja na camara receptora, foi adicionado 30% de etanol a solugao
de PBS para manter a CUR solubilizada no meio liquido para manter condigdes sink.
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Tabela 15. Solubilidade da CUR pura e com presenca de PIP em diferentes

solventes.
Solubilidade CUR (mg.L")
Solventes
CUR pura CUR-PIP

PBS 100% 4,08 +0,29 5,45+ 0,45
PBS + EtOH 30% 26,9 + 7,95 23,9 + 8,23
PG 30% 7,28 + 3,53 8,93+2,75
PG 50% 356,8 + 28,3 178,6 + 15,3

Figura 43. (A) Solubilidade (mg.L"') de CUR pura e mistura de CUR e PIP em
diferentes solventes. (B) Aproximagéo da regido de solubilidade de CUR menor que
50 mg.L".
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Na Figura 43 se observa que a CUR pura é mais soluvel (356,8 mg.L"") na
solugao aquosa contendo 50% de PG. Nos outros 3 solventes, a solubilidade
determinada foi muito menor, com valores abaixo de 30 mg.L"'. Isso pode ser
explicado pela maior probabilidade de ocorrer ligagdes de hidrogénio entre os
grupos alcool do PG e as hidroxilas da CUR comparativamente as solugdes
contendo etanol. Portanto, a mistura de solventes com maior concentracdo de PG
tem maior capacidade de solubilizagdo, seguida da mistura de solugao de PBS e
30% de etanol. 113,114

A quantificacdo de solucdes de CUR quando na presenca de PIP apresentaram
valores menores de solubilidade em todos os solventes analisados. Uma possivel
explicacdo pode ser dada pelas interagdes que ocorrem entre CUR-PIP, o que

diminuiria a quantidade de grupos de CUR provaveis de interagir com a agua. Outra
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possivel ocorréncia € a competicdo entre moléculas de CUR e PIP por sitios de
solvatagao da agua pelo fato de que PIP é mais soluvel em agua do que CUR. A
diminuicdo de solubilidade da CUR em agua pura com a adigdo de PIP também foi

determinada por Traxler et al.11®

4.4.5. Ensaio de permeacgao ex vivo de CUR em pele humana

Os ensaios de permeacao ex vivo foram realizados a fim de avaliar a
permeacao de CUR em pele abdominal humana. As formulagbes Q80-CUR e Q80-
CUR-PIP foram analisadas em conjunto com solugdes controle de PG contendo
CUR pura e mistura de CUR-PIP pelo periodo de 8 h. Para manter as condi¢des sink
no experimento se utilizou solugdo PBS/EtOH (70:30) pH 7,4. De acordo com a
deposicdo preferencial da CUR no lado superior das membranas, que foi observada
nos estudos de FTIR e molhabilidade, manteve-se contato desse lado com a pele
nas camaras de Franz.

O planejamento dos ensaios de permeagdo requereram alteragées no
preparo das membranas como forma de otimizacao, visto a menor taxa de liberacao
no ensaio in vitro nas primeiras 7 h (33-55%). Na literatura se encontram estudos
que apontam baixos niveis de absorcdo de CUR pela pele devido a baixa
solubilidade em meio fisiolégico. Para viabilizar o ensaio e posterior quantificagdo de
CUR por analise fluorimétrica, se tornou necessario aumentar a dosagem dos ativos
em todas as formulagdes. As quantidades de CUR foram aumentadas para 120 mg e
de PIP para 12 mg para manter a proporgédo massica de 10%. Utilizou-se ultrassom
de ponteira para realizar solubilizacdo de maior concentracdo de CUR nas solucdes
filmogénicas.®

Apos o término dos ensaios realizou-se quantificagao fluorimétrica em cada
amostra removida da solugao controle (permeagao) e da extragdo de CUR da pele
(retengdo). Os dados obtidos demonstraram que nao foi possivel detectar a
quantidade de CUR que permeou na pele, possivelmente sendo um valor muito
baixo. Isso pode ter ocorrido pela baixa liberacao de CUR nas solugdes contidas na
camara receptora e até mesmo por maior interacdo da CUR com os compostos
presentes nas camadas da pele, como proteinas e lipideos. Apesar disso,
conseguiu-se quantificar CUR liberada que foi retida na epiderme e derme, conforme

mostra a Figura 44.1"7
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Figura 44. Quantidade de CUR retida na pele humana apés 8 h. Os valores sao
representados como média £ desvio padrao (n=4).
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*indicam diferencgas estatisticamente significativas entre as quantidades retidas na epiderme.

A partir da Figura 44 se observa que a retengdo da CUR foi maior na
epiderme para todas as amostras, sendo a camada mais externa da pele.
Adicionalmente, ndo se obteve diferenca estatistica entre os valores determinados
para CUR retida na derme. Essas observagdes indicam que a CUR néo teve boa
taxa de difusdo entre as camadas mais profundas da pele e pode apresentar maior
interacdo com os constituintes da epiderme. O resultado observado ainda se torna
positivo para a aplicagdo almejada, visto que para que um composto ativo ou
farmaco tenha acao tépica na pele é preferencial que permaneca retido nas
camadas mais externas da pele em vez de permear para a corrente sanguinea. Pois
nesse ultimo caso a agdo do composto seria sistémica e deve-se ter maior controle
de toxicidade e biocompatibilidade. 28117

As solucdes controle de CUR e CUR-PIP apresentaram maiores quantidades
de retengado, 0 que ja era esperado, visto que a CUR estava em sua forma livre e
passou diretamente por difusdo do solvente, ndo havendo processo de
intumescimento para sua liberagao.

Outra observacido interessante foi que o sistema CUR-PIP teve menor
retencdo do que CUR pura, tanto na solugcédo controle quanto na matriz Q80. Uma

justificativa seria a menor solubilidade da CUR nos solventes analisados quando na
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presenca de PIP, conforme se discutiu no item 4.4.4. Gerando menor probabilidade
de interacdo com os componentes da pele, visto que a CUR estaria em sua forma
mais cristalina. Outra consideracéo a ser feita € que no estudo de liberacéo in vitro
da CUR, o efeito da interacdo com PIP foi mais pronunciado apds as 7 primeiras
horas de experimento. Logo, neste presente estudo ndo foi possivel analisar essa
faixa de tempo de liberacdo da CUR das membranas analisadas.

Na literatura encontrou-se estudos que apontaram maior permeabilidade da
CUR ao se adicionar PIP nas formulagdes, como o estudo conduzido por Jantarat et
al, em que se alcangcou um aumento de 1,89 vezes na taxa de permeagao ao se
comparar com a membrana sem PIP. No entanto, nos experimentos foram utilizadas
amostras de pele de rato, que reconhecidamente possuem estrutura diferente da
pele humana e composicdo menos complexa, podendo potencializar o efeito de
permeagdo da CUR.#!

Com isso, se notou que os experimentos de liberagao in vitro e ex vivo nao
apresentaram boa correlagdo entre si. Nos ensaios in vitro se utilizou maior
quantidade de solvente e de surfactante que promovem a solubilizagao e liberacéo
da CUR. Ja nos ensaios ex vivo se utilizou de parametros mais semelhantes ao que

se teria em uma aplicagcdo da membrana como curativo de pele.

4.4.6. Morfologia da superficie das membranas apés permeagao

As membranas utilizadas nos ensaios de permeacéao ex vivo foram analisadas
através de microscopia SEM para avaliar as mudangas morfolégicas geradas pela
liberagcdo da CUR e pelo contato com a pele humana. As imagens foram feitas com

aproximagao de 500x e constam na Figura 45.
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Figura 45. Imagens de SEM da superficie de secagem de cima, que teve contato
com a pele (a esquerda) e da superficie de secagem de baixo, que teve contato com
a camara doadora (a direita) das membranas (A) Q80-CUR e (B) Q80-CUR-PIP
apods ensaios de permeacao.
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Na Figura 45 se observa que apos ensaio de permeacgido ocorreram
alteragbes morfologicas em ambos lados das membranas, sendo as maiores
mudancas nos lados de cima das membranas, que tiveram contato com a pele. Além
da liberacdo da CUR, o contato com os constituintes da pele também pode gerar
degradagdo na matriz, através de interagcdo com as cadeias poliméricas.?®

A microscopia SEM da formulagdo Q80-CUR apresentou mais sinais de
degradagao e de liberacdo de CUR. Para a membrana Q80-CUR-PIP também se
notou regides que indicam liberacdo da CUR no lado superior, apesar de que em
menor quantidade. Tais observacdes estdo de acordo com o que foi discutido para o
ensaio de permeagao, em que se verificou maior retengao de CUR nas camadas da

pele para a formulagao contendo apenas CUR.
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4.4.7. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) através do

método de microdiluigao

O processo de regeneracao celular que ocorre em ferimentos cutaneos é
complexo e suscetivel a contaminagbes externas por micro-organismos, como
fungos e bactérias. Esses micro-organismos podem ter crescimento desenfreado em
situacdes de desequilibrio imunoldgico e assim piorar os sintomas de um paciente e
prolongar o tratamento. Para avaliar a atividade antibacteriana da CUR nas
formulagdes desenvolvidas escolheu-se cepas de duas bactérias, sendo uma Gram-
positiva (+) Staphylococcus aureus e a outra Gram-negativa (-) Pseudomonas
aeruginosa. O método de microdiluigdo escolhido permitiu a utilizagcdo dos géis
filmogénicos como material a ser analisado em vez das membranas secas. Dessa
forma, minimizou-se a possibilidade de contaminagdes por micro-organismos que
poderiam ocorrer durante o processo de secagem. Usou-se as mesmas
concentragcdes dos constituintes que nos ensaios de permeacao ex vivo. A Figura 46
mostra as concentragdes inibitérias minimas calculadas para os estudos das cepas

de bactérias.2

Figura 46. Concentracéao inibitéria minima (MIC) dos géis filmogénicos de QTS e XY

enriquecidos com CUR e PIP determinados in vitro pelo método de microdilui¢cao.
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Preparou-se géis filmogénicos contendo QTS e XY puras para atuarem como
controle do experimento. Pode-se observar que nao apresentaram atividade
bactericida para nenhuma das cepas analisadas. Ja a CUR pura inibiu o crescimento
de P. aeruginosa na concentragéo inibitéria de 1,15 mg.mL-! e ndo exibiu atividade
para S. aureus nas faixas de diluicdo analisadas, sendo que houve crescimento
bacteriano em todos os pogos de diluicdo. Ao se analisar as formulagdes feitas a
partir de Q100 e Q80 se notou que a atividade de CUR né&o teve alteragdo em
nenhuma das situacdes. Os valores nao foram afetados pela presenca das matrizes
poliméricas ou de PIP na mistura. Apesar disso, as membranas produzidas ainda
poderiam ser utilizadas em tratamentos de pele para inibir o crescimento do micro-
organismo P. aeruginosa.

Na literatura se encontram valores de MIC da CUR com magnitude muito
menor do que as determinadas. Estudos conduzidos por Gunes et al e Teow et al
demonstraram que a CUR tem boa atividade bactericida para ambas bactérias. Uma
possivel explicagdo para as diferengas encontradas seria a morfologia da CUR
presente nos géis filmogénicos. Com o aumento da concentragdo do ativo na mistura
se obteve uma solubilizagdo menos efetiva do que com as concentracgdes iniciais, e
possivelmente a CUR apresentou estrutura mais cristalina. Para que a CUR tenha
capacidade inibitéria de crescimento desses micro-organismos ela deve conseguir
permear efetivamente as paredes celulares. Ambas bactérias analisadas possuem
bicamada fosfolipidica, além de outras camadas mais internas que podem dificultar a
permeacao de farmacos e compostos ativos como a CUR. Como se observou no
estudo de permeagao ex vivo, a CUR nao teve permeacao efetiva em meios

fisioldgicos ao se utilizar as formulagdes de QTS e XY escolhidas.!8119
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os sistemas atualmente utilizados como tratamento de ferimentos de pele,
como gazes de algodao, apresentam algumas desvantagens para o paciente, como
alta periodicidade de manutencéao e forte bioadeséo. Se torna necessario estudar e
desenvolver novos sistemas que tenham outras caracteristicas que possam
beneficiar o paciente. O presente trabalho discutiu sobre o desenvolvimento e
caracterizagdo de membrana polimérica composta por QTS e XY e enriquecidos
com CUR e PIP visando aplicagéo de tratamento cutaneo.

Inicialmente analisou-se as interacbes de CUR, PIP e P123. Observou-se que
a PIP gerou supressao de emissao de fluorescéncia da CUR, indicando interagéo
intermolecular entre os compostos. Através de analise calorimétrica se verificou que
CUR e PIP tornaram-se mais amorfas ao serem misturadas com P123. Ao analisar
as interacbes apenas de CUR e PIP se observou que ocorre aumento de
intensidade de fluorescéncia da CUR. No entanto, ndo foi possivel realizar
quantificagbes pois ocorre interferéncia espectral ao se atingir alta concentracao de
PIP na solucao. Estudou-se misturas com diferentes proporgdes entre CUR e PIP e
se notou que a proporcao de 40% de PIP foi capaz de alterar a estrutura de CUR
para sua forma mais amorfa.

Em seguida, desenvolveu-se membranas poliméricas compostas por diferentes
proporcoes de misturas de QTS e XY. ApOs realizar as caracterizagdes das
membranas se determinou que a proporgao de mistura que gerou melhorias ao
material foi 80:20 (m/m). Através de analises de DSC se observou diminuicdo das
Tgs da QTS em todas as misturas analisadas. Os padrées de XRPD da QTS foram
modificados pela presenca da XY nas matrizes poliméricas. A membrana Q80
apresentou menor grau de dissolugcdo e maior grau de intumescimento nos pHs 5,5 e
7,4. Além disso, observou-se nos ensaios mecanicos que Q80 teve a maior
resisténcia, mesmo apos passar por processo de intumescimento.

As membranas Q80 foram enriquecidas com CUR e PIP e realizou-se
caracterizagdo dos materiais produzidos. Analises de DSC mostraram que houve
diminuigdo da temperatura de fusdo da CUR nas membranas contendo PIP. Nas
microscopias PLOM se notou alteragdo na estrutura cristalina da CUR nas
membranas com PIP, pois se obteve uma superficie com material mais amorfo.

Adicionalmente, observou-se outras melhorias nas membranas que continham PIP,
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sendo observado mudangas na uniformidade de dispersdo do ativo nas matrizes
poliméricas, nas propriedades mecanicas e liberagéo in vitro do ativo. Apesar disso,
as membranas de CUR e PIP tiveram menor grau de intumescimento. A liberacéo de
CUR a partir das membranas em solugdo de Tween 80 se ajustou ao modelo
cinético de Korsmeyer-Peppas, apresentando liberagdo de até 99% apos 50 h. As
membranas produzidas apresentaram atividade antibacteriana em ensaios in vitro
contra P. aeruginosa, com concentragao inibitdria minima de 1,15 mg.mL-'. Analises
de permeacéao ex vivo mostraram que a PIP reduz a permeacao e retencdo da CUR
nas camadas mais externas. Sendo a CUR retida em maior concentragdo na
epiderme.

Por fim, se avaliou que os materiais desenvolvidos tém potencial de utilizacao
em curativos de pele, apesar do baixo grau de intumescimento e de permeagéo em
pele ex vivo determinadas no estudo. Torna-se necessario aprimorar as formulagoes
das membranas visando obter melhor capacidade de absorgao de agua e liberagao
da CUR. Estes materiais por apresentarem uma maior solubilidade da CUR e torna-
la mais biodisponivel, em uma etapa futura podem ter suas caracteristicas
citotoxicas avaliadas contra linhagens tumorais, a fim de avaliar também o potencial

destas membranas contra cancer.
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7. ANEXOS

ANEXO 1. ANALISE DE CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO
(SEC) DA XY.

Metodologia

A analise foi realizada no Laboratério de Cromatografia por Exclusao de
Tamanho (LASEC) da Central Analitica do Instituto de Quimica da UFRGS. A massa
molar da XY foi obtida através de analise SEC. Utilizou-se o0 equipamento da marca
Malvern Panalytical, no modelo Viscotek GPCmax VE2001 equipado com colunas
OHpak SB-807 HQ e OHpak SB-806 HQ e acoplado a um indice de refragdo modelo
Viscotek Detector VE3580 da marca Malvern Panalytical. Dissolveu-se 10 mg de XY
em 1,5 mL de NaNOs 0,1 mol L' e apds, a solucdo foi filtrada com um filtro de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,22 um. O NaNOs 0,1 mol L' foi utilizado
como eluente nas andlises com vazao de 0,5 mL min' a 35 °C. Calculou-se as
distribuicbes de massa molar com o uso de 10 padrdes de polietilenoglicol (PEG) e
de oxido de polietileno (PEO), sendo de 238, 599, 2100, 6690, 18600, 42700,
86200, 222000, 450000, 969000 g.mol'. A curva de calibragdo é obtida com um

grafico de Log Mw vs volume de retengao dos padrdes.
Resultados

A Figura A1 mostra a curva cromatografica da analise de SEC para XY. E
possivel notar que a XY é representada por duas populagdes que diferem em suas

massas molares. Na Tabela A1 constam os dados obtidos na analise.

Figura A1. Cromatograma obtido através de analise SEC para amostra de XY.
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Tabela A1. Dados obtidos na cromatografia SEC para XY.
Pico Abundancia (%) Mn(g.mol') Mw (g.mol') Mw/Mn (g.mol)
39,192 13,30 9967 23192 2327
43,367 86,70 271 493 1818

O valor de Mn corresponde a massa molar numérica média e Mw a massa
molar ponderada média. A largura da distribuicdo € representada pela
polidispersidade, que pode ser determinada a partir da razdo Mw/Mn."?® Ha um
componente que eluiu primeiro, este possui alta massa molecular (Mn = 9967 g.mol",
Mw = 23192 g.mol"), € menos abundante e tem polidispersidade de 2327 g.mol. Ja
0 segundo componente, que eluiu posteriormente apresentou baixa massa
molecular (Mn = 271 g.mol', Mw = 493 g.mol"), € mais abundante na amostra e tem
polidispersidade de 1818 g.mol"'. Para o caso de se considerar apenas um pico de
eluicdo da XY, novos parametros sdo obtidos através da analise, sendo que ha
apenas um valor para cada massa molecular (Mn = 307 g.mol' e Mw = 3265 g.mol"

e apresentou polidispersidade de 10621 g.mol".
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ANEXO 2. DETERMINACAO DE TEOR DE ACUCAR REDUTOR NA XY
Metodologia

Para determinar o teor de agucar redutor contido na estrutura da XY utilizou-
se 0 método do reagente DNS (acido 2,5-dinitrosalicilico), pois este reage com
acgucares redutores e forma composto colorido que tem absor¢do maxima em 540
nm."?" Logo, utilizou-se técnica de espectroscopia de UV-Vis para obter a
concentracdo do produto da reagdo, que € diretamente proporcional ao teor de
agucar redutor na amostra. Construiu-se curva de calibragdo com grafico de
absorbancia vs concentracdo de glicose. Os testes com XY foram realizados em
duplicata e analisados em equipamento UV-Vis da marca Nova, modelo 1800UV em
540 nm.

Resultados

O DNS (acido 2,5-dinitrosalicilico) apresenta coloracdo amarelada. Pode
reagir com grupos carbonilas dos agucares redutores, sendo reduzido para acido 3-
amino-5-nitrosalicilico, composto que tem coloragao laranja escuro e apresenta sua
absorbancia maxima em 540 nm. A partir da curva de calibragdo obtida para o DNS
(Figura A2) foi possivel determinar o teor de agucar redutor nas amostras de XY. Os

dados calculados constam na Tabela A2.

Figura A2. Curva de calibragdo de DNS+Acucar obtido em 540 nm.
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Tabela A2. Dados calculados para XY apos analise de microscopia de UV-Vis.

Cxy(g/L) Absorbancia Car(g/L) Car(g/g) A.R.% Média % SD

0,50 0,18 0,30 0,60 60,05 61,39 1,90
0,50 0,19 0,31 0,63 62,74
Através do uso do método de DNS foi possivel determinar que a porcentagem

média de agucares redutores na amostra de XY foi de 61,39 % com desvio padrao
de 1,90.
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ANEXO 3. ESTUDO DE FLUORESCENCIA DE CUR, PIP E P123.

Figura A3.1. (A) Espectro de emissdo da CUR (0,10 mg.mL"") na presenga de P123

(0,10 mg.mL"") variando em fung&o da concentragéo de PIP em solvente aquoso. (B)

Grafico produzido a partir da equacao de Stern-Volmer.
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Figura A3.2. (A) Espectro de emiss&do da CUR (0,15 mg.mL"") na presenca de P123

(0,15 mg.mL"") variando em fungdo da concentragdo de PIP em solvente aquoso. (B)

Grafico produzido a partir da equagao de Stern-Volmer.
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ANEXO 4. ESTUDO DE FLUORESCENCIA DE CUR E PIP

Figura A4.1. Espectro de emissdo de fluorescéncia de CUR (0,05 mg.mL-") apos

sucessivas adi¢coes de PIP em solvente aquoso na temperatura de 25 °C.
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Figura A4.2. Espectro de emissao de fluorescéncia de CUR (0,10 mg.mL") apds

sucessivas adi¢coes de PIP em solvente aquoso na temperatura de 25 °C.
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ANEXO 5. MICROSCOPIA SEM DAS MEMBRANAS DE QTS E XY.

ANEXO A5. Microscopias SEM das superficies das membranas (A) 60; (B) Q50 e
(C) Q40 para os pHs 5,5 (cima) e 7,4 (baixo). As escalas utilizadas sdo de 50 um.
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