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RESUMO

O desenvolvimento de membranas bioinspiradas visa aprimorar o tratamento de feridas
cutaneas, especialmente aquelas decorrentes de queimaduras. Neste estudo, foram obtidas
membranas a base de quitosana (QT) e Pluronic® F127, incorporadas com sulfadiazina de prata
(SSD) e piperina (PIP). A QT, biopolimero reconhecido por sua biocompatibilidade e
propriedades antimicrobianas, foi combinada ao Pluronic® F127, um copolimero
termossensivel que promove liberacdo sustentada de farmacos. A SSD, padrdo-ouro no
tratamento de queimaduras, foi adicionada para inibir infec¢des, enquanto a PIP como promotor
de permeacéo, com objetivo de aumentar a biodisponibilidade do farmaco. As membranas foram
obtidas pelo método secagem de solvente (casting), em um planejamento fatorial empregando-
se como fatores as concentracdes de QT, F127, SSD e PIP em dois niveis com trés replicatas
do ponto central. As amostras obtidas no planejamento, um total de dezenove, foram avaliadas
para a obtencdo das respostas: (i) espessura das membranas, (ii) uniformidade/ presenca de
defeitos e/ou rachaduras e (iii) nivel de cristalinidade da amostra. A amostra otimizada
( membrana de n° 2) e seus controles foram ent&o obtidas e caracterizadas por diversas técnicas,
incluindo microscopia de forga atdmica, analises termicas, molhabilidade, intumescimento e
dissolucdo. De um modo geral, as amostras otimizadas apresentaram propriedades morfologicas
e funcionais ajustaveis as necessidades terapéuticas. Os resultados indicaram que a matriz
polimérica otimizada apresenta boa estabilidade térmica, alta absorcéo de fluidos, indicando a
capacidade de capacidade de liberacdo sustentada dos ativos incorporados. Assim destacando-
se como uma alternativa promissora para curativos bioativos no tratamento de feridas.

Palavras-chave: Feridas, queimaduras, quitosana, Pluronic F127®, membranas bioinspiradas.
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1. INTRODUCAO

O tratamento de feridas cutaneas € uma area crucial da medicina que visa promover a
cicatrizacdo adequada e prevenir futuras complicacfes. Feridas cutaneas podem variar desde
abras@es simples até laceragdes profundas, e seus cuidados englobam uma série de abordagens
terapéuticas. No que se refere exclusivamente as feridas provenientes de queimaduras, as
estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam para cerca de 180.000 casos
anualmente, sendo mais frequentes em paises de baixa e média renda. Além disso, as lesdes
decorrentes de queimaduras ocasionam mais de 150.000 internagOes anuais. Esses dados
ressaltam a importancia da prestacao de cuidados médicos adequados direcionados a esse tipo
especifico de ferida cutanea.

Os curativos desempenham um papel crucial no tratamento das queimaduras, tendo
como missdo a protecdo da area afetada contra infeccBes, a promocdo da cicatrizagdo e a
reducdo na dor. Com isso, a escolha do curativo adequado é uma etapa crucial que envolve a
protecdo da ferida, a absorcdo do exsudato e a promocdo da cicatrizacdo. Nesse sentido, 0s
curativos convencionais, disponiveis no mercado, sdo amplamente empregados. No entanto, é
importante notar que esses curativos tém como funcao apenas a cobertura da lesdo em relacéo
ao ambiente externo. Sob tal perspectiva, o desenvolvimento de materiais inovadores que néo
apenas cubram, mas que também auxiliem no processo de cicatrizacdo de lesdes, traz a tona
uma nova categoria de curativos. Estes curativos, denominados bioativos, interagem com o leito
da lesdo, proporcionando um ambiente Umido e fornecendo ingredientes para a manutencéo e
recuperacdo do tecido lesionado. Eles geralmente sdo constituidos por polimeros e carreiam
farmacos com propriedades antibacterianas, anti-inflamatdrias e analgésicas.

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo elaborar curativos bioativos
baseados em membranas bioinspiradas. Essas membranas foram constituidas por quitosana
(QT), um polimero natural com propriedades biocompativeis, biodegradaveis e
antimicrobianas, e por Pluronic® F127, um copolimero sintético tribloco composto por
poli(éxido de etileno) (PEO) e poli(6xido de propileno) (PPO). Esse material é conhecido por
sua termossensibilidade, permitindo a formacdo de geis em temperaturas fisiologicas e
promovendo a liberacdo sustentada de farmacos.

Além disso, objetivou-se a incorporagdo de sulfadiazina de prata (SSD) as membranas,
reconhecida como padrdo-ouro no tratamento de infecgcdes associadas a cicatrizacao de feridas.

Com o intuito de aprimorar a permeabilidade do farmaco, propds-se a coincorporacdo de



piperina (PIP), um promotor de permeabilidade obtido a partir da pimenta preta. Essa estratégia
visa ndo apenas facilitar a difusdo da SSD na lesdo, mas também otimizar a absorcdo de
nutrientes, favorecer a remocdo de exsudatos e estimular a regeneracéo celular, contribuindo
para a aceleracdo do processo cicatricial.

As membranas que foram desenvolvidas neste projeto tém o potencial de se tornarem
alternativas promissoras, que se destacam perante 0s curativos convencionais utilizados no
tratamento de feridas. A sua composi¢do majoritariamente natural e biocompatibilidade tende
a minimizar os riscos de reacOes adversas e favorecer a aceitagdo pelo organismo. Logo, a
possibilidade de ajuste das propriedades das membranas, como porosidade e espessura, permite
a adaptacdo do material as necessidades especificas de cada individuo e tipo de lesdo.

Desta forma, o desenvolvimento de membranas a base de QT e Pluronic® F127,
incorporadas com SSD e PIP, representa uma estratégia com potencial para o tratamento de
feridas cutaneas. Esses materiais oferecem uma combinacdo Unica de propriedades
antimicrobianas, cicatrizantes e permeaveis, contribuindo para uma melhor qualidade de vida

dos pacientes e para a eficacia dos tratamentos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Feridas

Como o maior érgdo do corpo humano, a pele exerce um papel fundamental na defesa
do organismo e na interacdo com o ambiente externo. Por isso, é essencial que permaneca
integra e saudavel. Ela apresenta um pH &cido, variando entre 4 e 6, conforme a area do corpo
e a idade do individuo.*

Anatomicamente, a pele é composta por trés camadas distintas: a epiderme, a derme e a
hipoderme, conforme representado na Figura 1. Cada camada possui uma composi¢ao Unica e
desempenha funcdes especificas na prote¢do do organismo. Essas camadas formam a primeira
barreira contra agentes externos e tém a capacidade de se regenerar apds lesdes, incluindo
aquelas ocasionadas por queimaduras, cortes ou condigdes clinicas como o diabetes.?

A epiderme, variando de 0,006 a 0,6 mm de espessura, € composta por camadas de
tecido epitelial queratinizado, com uma capacidade dindmica de autorrenovacéo continua. Os
queratindcitos, que sdo as células predominantes nessa camada, possuem a habilidade de se
diferenciar e produzir diversas proteinas e lipidios, fundamentais para a regeneracdo da
epiderme.® A derme, por outro lado, é a camada mais espessa do tecido conjuntivo, com
espessura de 1 a 4 mm. Ela é composta por varias células, incluindo células endoteliais,
musculares lisas, mastocitos e fibroblastos, além de uma matriz extracelular e componentes
estruturais como fibras de elastina e colageno, que lhe conferem resisténcia mecanica e
elasticidade.* Por fim, a hipoderme, também chamada de tecido subcutaneo, é a camada mais
profunda da pele, situada abaixo da derme. Em sua estrutura sdo encontrados adipdcitos (células
de gordura), tecido conjuntivo, vasos sanguineos, linfaticos e nervos, além de células de defesa
imunolodgica. Essa camada da pele desempenha funcBes cruciais como isolamento térmico,
protecdo contra traumas e armazenamento de energia. Sua espessura varia amplamente,
podendo ser de alguns milimetros em areas como as palpebras até varios centimetros em regies
como o abdémen e as nadegas, dependendo de fatores individuais como idade, sexo, genética

e indice de massa corporal.*

As feridas séo lesbes que comprometem a integridade da pele ou de tecidos subjacentes
e podem ocorrer de diversas formas, desde pequenos cortes ate ferimentos graves. Sendo uma
tematica significativa em salde publica, devido aos seus impactos na qualidade de vida dos

pacientes e nos recursos dos sistemas de salde.



Figura 1- Representacdo da estrutura da pele.
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Fonte: Figura adaptada de Hama et al (2023).5

As razdes para a ruptura da integridade da pele sdo diversas, traumas resultantes de
acidentes, quedas, cortes ou ferimentos por objetos pontiagudos, representam as principais
causas. Além disso, as queimaduras, provocadas pelo calor, eletricidade, produtos quimicos ou
radiacdo, também se tornaram uma fonte comum de ferimentos na pele.® Existem também as
Ulceras, que séo lesdes cronicas resultantes de diversas condi¢cdes, como pressdo constante,
circulagdo inadequada ou diabetes. E por fim, as leses cirdrgicas, decorrentes de incisdes e
area de exciséo de tecido. ’

Em vista disso, os tipos de feridas podem variar em gravidade e caracteristicas, podendo
ser feridas abertas, que apresentam exposicao de tecidos subjacentes ou feridas fechadas, que
ndo possuem exposicao de tecidos. Além disso, as feridas também podem ser classificadas em
agudas e cronicas com base na patogénese e nas consequéncias.® De um modo geral, uma ferida
crbnica € uma lesdo que ndo cicatriza dentro do tempo previsto (até doze semanas) e € marcada
por problemas continuos como inflamagéo persistente, infecgdes e necrose.® Por outro lado,

feridas agudas sdo aquelas que cicatrizam dentro do prazo previsto.

Na cicatrizacdo de feridas agudas, sdo identificadas quatro fases sobrepostas:
hemostasia, inflamaco, fase proliferativa e remodelaco.’® A hemostasia é a primeira resposta
a uma ferida aguda, interrompendo o sangramento e prevenindo a perda de sangue. Na fase
inflamatdria, a lesdo ativa uma resposta imunoldgica que combate os patégenos que invadem a
ferida e prepara o tecido para a recuperacao anatobmica. A fase proliferativa, que se segue,

envolve a formacdo de tecido de granulagdo, neovascularizagdo e reepitelizagéo.™1?



Finalmente, a cicatrizacdo das feridas agudas termina com a fase de remodelagéo, na qual o
tecido de granulacdo é substituido por uma cicatriz, e a epiderme é limpa das células

imunoldgicas, que morrem por apoptose ou se movem para a derme.3

2.2. Curativos para ferimentos cutaneos

Atualmente, existe uma grande diversidade de curativos disponiveis, incluindo
emplastros, gazes e hidrocoloides com uma variedade de funcionalidades.** Dada a vasta gama
de opcoes, os curativos tém sido classificados de acordo com as interacdes existentes com o
ambiente da lesdo em: (i) passivos, (ii) interativos e (iii) bioativos.

Os curativos convencionais e as gazes sdo considerados curativos passivos ou nao
oclusivos. Eles tém sido empregados no isolamento de lesdes em relacdo ao ambiente externo
tanto em feridas infectadas quanto ndo infectadas. Apesar de sua ampla utilizacdo, esses
curativos apresentam forte tendéncia em aderir a pele dada a absorcdo de exsudatos, resultando
em trauma, desbridamento mecanico e dor.*® Além disso, podem deixar residuos que ativam o
sistema imunoldgico e acarretam alergias, além de exigirem trocas frequentes. Dessa forma, 0s
curativos convencionais sdo convenientes para lesdes secas, onde nao ha presenca de exsudato.
Para feridas contendo exsudato sdo indicados os curativos interativos ou semioclusivos,
disponiveis na forma de filmes, espumas, hidrogéis e hidrocoloides. Esses curativos tém a
capacidade de se ajustar aos contornos do corpo, oferecendo protecdo contra traumas, além de
impedir a entrada de patogenos externos. Ademais, podem ser combinados com antibiéticos,
anti-inflamatorios e analgésicos geralmente na forma de pomadas para o tratamento de lesdes.

Apesar dos beneficios encontrados em curativos passivos e interativos, esforcos tém
sido realizados para o desenvolvimento de curativos que ndo apenas isolem a ferida, mas que
por si sO também auxiliem no processo de cicatrizacdo.'® Nesse cenario se destacam o0s
curativos bioativos, ou inteligentes, capazes de fornecer substéncias ativas ao longo do
processo de cicatrizacdo da lesdo.!* Esses curativos devem incluir caracteristicas como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, absorcdo adequada de fluidos e efeito antioxidante,
aspectos cruciais para o processo de cicatrizacdo de lesbes. De um modo geral, curativos
bioativos s@o constituidos por matrizes poliméricas incorporadas com substancias ativas, que
podem se apresentar na forma de membranas ou filmes. Esses materiais tém despertado

crescente interesse na comunidade académica ao longo das Ultimas décadas, em razéo de suas



propriedades biocompativeis e ao potencial de aprimoramento ou adequac&o das caracteristicas
fisico-quimicas dada a possibilidade de selecdo dos polimeros e farmacos envolvidos.
Considerando-se a importancia dessas aplicacbes na area da salde publica, €
fundamental explorar e desenvolver novas tecnologias que oferecam aprimoramentos aos
tratamentos ja existentes. A continua pesquisa e inovagdo nesse campo tém o potencial de ndo
apenas melhorar a eficacia dos curativos, mas também de proporcionar beneficios
significativos para os pacientes, incluindo cicatrizagdo mais rapida, reducdo do risco de

infeccdes e maior conforto durante o processo de tratamento.

2.3. Membranas

Em termos gerais, as membranas sdo estruturas bidimensionais capazes de controlar o
transporte de substdncias de maneira especifica atuando como uma interface entre duas
diferentes fases. Diferentes materiais podem ser estruturados na forma de membranas, incluindo
polimeros, ceramicas, metais, nanocompositos, materiais funcionais, bioativos, entre outros.’
Além disso, as membranas podem ser classificadas estruturalmente como isotropicas
(simétricas) ou anisotrépicas (assimétricas). Assim, membranas isotropicas apresentam uma
distribuicdo uniforme dos poros, podendo ser densas ou porosas. Por outro lado, membranas
anisotropicas sdo caracterizadas pela presenca de heterogeneidade na distribuicdo e tamanho de
seus poros, apresentando uma fina camada superficial porosa ou densa suportada em uma
camada altamente porosa, combinando alta eficiéncia de separacio e permeabilidade.'®

As membranas poliméricas podem ser classificadas em trés categorias., sendo elas as
membranas de matriz mista (MMM), as membranas baseadas em polimeros de
microporosidade intrinseca (MPI) e as membranas bioinspiradas (MBI).*23 Dessa forma, as
MMM sdo obtidas combinando-se o material polimérico com particulas inorganicas de dominio
nanométrico como zedlitas, 6xidos metalicos, nanotubos de carbono, grafeno, e outros
materiais. J& as MPI sdo amplamente empregadas na separacdo de gases e operacdes que
exigem alta resisténcia quimica e térmica. Essas membranas sdo obtidas empregando-se
polimeros capazes de formar poros com tamanhos médios menores que dois nanémetros,
devido a estrutura rigida de suas cadeias. Por fim, as MBI sdo baseadas em fenémenos ou

principios biologicos, almejando reproduzir fungdes e propriedades tipicas das membranas



majoritariamente naturais, como seletividade, permeabilidade e a habilidade de realizar
processos especificos de separagdo e transporte de substancias.

Entre esses diferentes tipos de membranas, as MBI podem favorecer a cicatrizacdo de
feridas, principalmente se constituidas por polimeros naturais, como alginato de sodio, acido
hialur6nico, quitosana, celulose, dextrana, colageno, gelatina, elastina e fibroina da seda. %%
Assim, as MBI tém demonstrado eficacia promissora na cicatrizagdo de feridas devido as suas
caracteristicas intrinsecas, como biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, nao
imunogenicidade, alta capacidade de absorc¢éo e propriedades de liberacao de farmacos no local
da ferida para proporcionar um efeito terapéutico prolongado que aumenta a adeséo do paciente

ao tratamento.?!

No ambito do tratamento de feridas, as membranas desempenham um papel
extremamente relevante, sendo materiais finos e flexiveis empregados para estimular a
cicatrizacao e proteger a regido afetada. Destacam-se pela facilidade de aplicacdo e remocéo,
proporcionando conforto ao paciente. Sua flexibilidade permite uma adaptacdo precisa a
diferentes areas do corpo, enquanto sua natureza biocompativel e segura minimiza os riscos de
reagOes adversas, consolidando sua eficicia como parte integrante do tratamento de feridas.??

Nesse cendrio, biopolimeros, como os polissacarideos, tém recebido grande atencao
devido as suas caracteristicas bioldgicas e habilidade de criar estruturas para transportar
compostos ativos, como membranas, filmes e hidrogéis. Alias, possuem minima toxicidade em
comparagdo com polimeros sintéticos, gragas a sua compatibilidade com a estrutura
extracelular da pele.?® Diante disso, estudos anteriores relataram a obtencdo de membranas a
base de QT e Pluronic® F127, onde a QT oferece biocompatibilidade e atividade
antimicrobiana, enquanto o Pluronic® F127 contribui com propriedades termossensiveis e
liberagdo sustentada de farmacos, essenciais para a estabilidade do sistema.?* Essa combinagao
melhora as propriedades mecanicas das membranas, como maior resisténcia ao estresse
mecanico e capacidade de alongamento, além de potencializar a atividade antibacteriana e

antioxidante.?®

Outros exemplos comuns na literatura incluem a utilizacao de polimeros como o alginato
e a gelatina, bem como biopolimeros como o acido polilatico (PLA) e o acido poliglicélico
(PGA).% Estes materiais sdo frequentemente empregados na medicina regenerativa devido as
suas propriedades biocompativeis e biodegradaveis. Por exemplo, a combinacdo de alginato

com quitosana pode resultar em membranas com alta capacidade de retencéo de dgua, enquanto



sistemas baseados em PLA e PGA sdo conhecidos por suas excelentes propriedades

mecanicas.?’

2.4. Quitosana

A quitosana, (poli[p-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose]), QT, €& um
polissacarideo derivado da quitina, obtido a partir de uma reacao da desacetilacdo parcial em
meio alcalino. A quitina é um polimero natural encontrado no exoesqueleto de invertebrados,
sendo amplamente reconhecido como o segundo polimero mais relevante do mundo, logo apds
a celulose.?® Estruturalmente, a QT obtida é um copolimero linear constituido por 2-amino-2-
desoxi-Dglicopiranose (unidade desacetilada) e 2-acetoamido-2-desoxi-D-glicopiranose
(unidade acetilada) unidas por ligacdes glicosidicas f(1—4), conforme Figura 2. 2° Quando o
numero de unidades de N-acetilglicosamina é inferior a 50%, o0 composto é classificado como
quitosana. Este biopolimero é amplamente estudado devido a sua capacidade de solubilizacdo
em acidos, facilitando sua utilizagdo e modificacdo por meio de reagdes quimicas. A Figura 2

traz a estrutura molecular da quitosana.°

Figura 2- Estrutura das unidades repetitivas da quitosana parcialmente acetilada, y > n.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

Para produzir QT, a quitina € isolada dos outros elementos da carapaca de crustaceos
por meio de um processo quimico. O procedimento inclui etapas de desmineralizacéo,
desproteinizacdo e descoloragdo. A quitina resultante contém grupos acetil, os quais sdo

removidos com uma solugdo concentrada de NaOH, resultando em QT.3!
Nesse cendrio, a QT caracteriza-se pela presenca de cargas positivas dependendo do pH
(pKa de aproximadamente 6,5 em meio aquoso), sendo, portanto, um polication.?® Tem sido

alvo de consideravel interesse devido as suas propriedades atrativas inerentes, tais como



biocompatibilidade, ndo toxicidade, biodegrabilidade, adesdo bioldgica, capacidade de

formacao de filmes e atividade contra fungos, bactérias e virus. 3

Na area biomédica a QT encontra sua maior aplicacédo, sendo alvo de inUmeros estudos
acerca de suas interacGes especificas com os componentes da matriz extracelular. Essas
pesquisas tém impulsionado seu uso crescente na engenharia de tecidos, particularmente no
reparo de pele, ossos e cartilagens.®® Aliado a isso, estudos clinicos demonstraram que
biomateriais contendo QT ndo desencadeiam reacBes alérgicas no corpo humano apds
implantago, injecdo, aplicacio topica ou ingestdo.*

No que se refere a obtencdo de membranas de QT, a sua utilizacdo tem sido
extensivamente reportada na literatura.>* Isso se deve ao seu baixo custo, disponibilidade
natural, ndo toxicidade, biodegradabilidade e n&o periculosidade, portanto, uma opcéo
promissora para tal aplicacdo. Além disso, suas propriedades permitem modificacGes para
atender a diferentes necessidades, como adsor¢do de metais pesados e corantes, aplicacdes
biomédicas em nanofibras, e tratamento de &guas residuais, por exemplo.®

Especificamente no campo biomédico, apesar da QT possibilitar a obtencdo de
membranas e filmes com sucesso, sua resisténcia mecanica é baixa, assim como sua capacidade
de absorver fluidos corporeos. Diante dessas limitacGes, a combinacdo de QT com outros
materiais emerge como uma alternativa promissora na obtencdo de MBI, permitindo a
superacao desses desafios e ampliando ainda mais as aplicacfes biomédicas deste biopolimero

versatil.32

2.5. Pluronic® F127

Pluronic® F127 (F127), também comercializado como Poloxamer 407, € um
copolimero tribloco constituido por um bloco central hidrofébico de poli(éxido de propileno) e
dois blocos laterais hidrofilicos de poli(6xido de etileno), Figura 3.3 Por sua natureza anfifilica,
o F127 apresenta propriedades de autoassociacdo, formando micelas e géis conforme a
concentragdo e temperatura variam.®’ Essas propriedades fazem do F127 um material adequado
para sistemas de liberacdo de farmacos, principalmente em aplicacdes cutaneas, onde é

desejavel uma liberagdo sustentada e adeséo eficiente a pele. %
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Figura 3- Estrutura quimica do copolimero Pluronic® F127.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

Uma das principais vantagens do Pluronic® F127 é seu comportamento termossensivel.
Dependendo da concentracdo de trabalho, a baixas temperaturas, ele permanece em estado
liquido, mas, ao atingir temperaturas fisiologicas, transforma-se em gel.*® Essa transicdo sol-
gel facilita sua aplicacdo tépica, pois permite que a formulagéo seja administrada como liquido
na pele e, em seguida, se solidifique em gel, promovendo uma retencdo mais prolongada do
farmaco no local de aplicacdo.*® Tal comportamento tem sido amplamente investigado e
utilizado em sistemas de membranas bioinspiradas, favorecendo a cicatrizacdo de feridas e
outras terapias para pele.

O Pluronic® F127 ¢é vastamente utilizado em formulacdes farmacéuticas devido a sua
biocompatibilidade e baixa toxicidade.** Em sistemas de liberagdo de farmacos para uso tpico,
foi incorporado com sucesso em membranas contendo curcumina e piperina, demonstrando
melhoria na solubilidade dos farmacos e aumento da permeacéo através da pele.*? Estudos tém
mostrado que os sistemas baseados em Pluronic podem modular o perfil de liberacdo de
farmacos, com uma liberacdo inicial rapida seguida de uma liberacdo sustentada, o que é
vantajoso em tratamentos que requerem efeitos tanto imediatos quanto de longo prazo. 442

Além disso, a capacidade do F127 de interagir com outros polimeros, como quitosana e
carragenina, aumenta sua funcionalidade em sistemas de liberacio de farmacos.?® Essas
interacdes resultam em membranas com propriedades mecanicas e bioadesivas aprimoradas,
além de um comportamento de intumescimento mais eficiente, fatores essenciais para a
aplicacéo eficaz na pele.*®* Ajustes na formulacio polimérica permitem otimizar caracteristicas
como permeabilidade e resisténcia mecanica, adaptando-as ao tipo de farmaco e a necessidade
terapéutica especifica.**

Logo, 0 Pluronic® F127 é um polimero versatil e eficaz no desenvolvimento de
membranas bioinspiradas para incorporagdo de farmacos com aplicagdo cutdnea. Suas
propriedades termossensiveis, biocompatibilidade e capacidade de formar géis tornando uma
escolha ideal para sistemas que exigem liberacao sustentada de farmacos e adesao prolongada

a pele.
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Cabe destacar que, embora tenham potencial para curativos avancados, as propriedades
bioldgicas dos polimeros podem néo ser suficientes para um tratamento eficiente devido a
variacdo em suas estruturas, influenciada pela fonte de obtencdo. Desta forma, é relevante
incorporar compostos quimicos com atividade biolégica as membranas para proporcionar agdes

como antimicrobiana e anti-inflamatéria na obtengdo de MBI efetivas no tratamento de lesGes
cutaneas.*46

2.6. Sulfadiazina de Prata

A Sulfadiazina de Prata (SSD), cuja estrutura esta ilustrada na Figura 4, € um antibidtico
de amplo espectro amplamente utilizado no tratamento de feridas cutaneas, especialmente
aquelas causadas por queimaduras. Reconhecido mundialmente como o padrdo-ouro no
tratamento de queimaduras, este farmaco destaca-se por sua eficacia antimicrobiana,
especialmente quando utilizado na concentracdo de 1% em massa (marcas conhecidas incluem
Silvadene®, Thermazene®, Flamazine® e outros). E frequentemente escolhido para tratar

queimaduras de segundo e terceiro graus, dada sua ampla acdo antimicrobiana, baixo custo e
aplicacéo indolor.*’

Figura 4- Estrutura quimica da Sulfadiazina de Prata.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

Desenvolvida inicialmente na década de 60, a SSD é uma combinacdo de AgNOz com
sulfadiazina, um agente antibiotico (SD) que atua diretamente na parede das bactérias. Efetiva
contra uma variedade de bactérias e alguns fungos, a SSD inibe a replicacdo bacteriana ao reagir
com o DNA microbiano. Além disso, enfraguece a parede e a membrana celular, levando a
ruptura da célula por pressio osmotica.*® Destaca-se que a SSD demonstra atividade contra

Pseudomonas aeruginosa, um agente comum em infecgOes associadas a feridas por
queimaduras.*®
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Atualmente, disponivel em forma de creme ou suspensdo aquosa a 1% em massa, a SSD
€ um dos tratamentos mais comuns em centros de queimados em todo o mundo. No entanto,
sua acdo é temporaria, exigindo reaplicacdo diaria. A escolha da SSD é respaldada ndo apenas
por seu custo-beneficio, mas também pela sua capacidade de prevenir complicagdes e reduzir a
necessidade de procedimentos cirdrgicos adicionais, mitigando os riscos associados as
queimaduras.>®

O mecanismo de agéo preciso da SSD ainda ndo foi completamente elucidado, mas
evidéncias sugerem que tanto a prata quanto os componentes de SD podem atuar
sinergicamente. O potencial antimicrobiano da prata, conhecido como "efeito oligodinamico”
tem sido associado a liberagcdo sustentada de SSD nos fluidos da ferida, melhorando sua
eficacia.®® Infelizmente, 0 uso de SSD nio esta isento de efeitos adversos, como alergias e
toxicidades sistémicas. Além disso, a citotoxicidade in vitro da prata tem sido associada a
cicatrizaco retardada de feridas.>® Dessa maneira, apesar da ampla aceitacdo da SSD como
tratamento padrdo-ouro para infecgdes em feridas por queimaduras, sua eficicia e seguranca
ainda enfrentam desafios significativos. Para solucionar esses entraves, a indUstria farmacéutica
e a comunidade cientifica vém se empenhando no aprimoramento da formulacéo.

Diante do exposto, uma associacdo benéfica tem sido observada com o uso de géis de
QT em conjunto com a SSD, resultando em uma maior producéo de fibroblastos e uma melhor
angiogénese, 0 que sugere uma evolugao significativa no processo de cicatrizagdo.*” Com base
na literatura, a combinacdo de SSD com nanoparticulas de QT acarretaram em beneficios no
tratamento de feridas associados a liberacdo sustentada do farmaco no tecido alvo,
proporcionando um contato prolongado e ininterrupto com a ferida, o que ajuda a gerenciar a
sepse e a infeccdo.>® Além disso, um estudo envolvendo hidrogéis de QT reticulados com
genipina incorporado com nanocristais de SSD apresentou uma significativa redugdo na
citotoxicidade dos fibroblastos, mantendo a eficacia antibacteriana contra S. aureus, E. coli e
P. aeruginosa.> Ademais, estudos em modelos de feridas em camundongos, os nanocristais de
SSD em hidrogéis aumentaram significativamente os niveis de fatores de crescimento como
VEGF-A e TGF-1, promovendo uma melhor cicatrizagdo das feridas.>*

Sendo assim, a obten¢do de um curativo de QT/F127 combinado com SSD constitui
uma estratégia promissora no tratamento de feridas ocasionadas por queimaduras. Para esse
fim, é crucial considerar certas caracteristicas, incluindo a liberagédo sustentada de prata e sua
capacidade de manter um ambiente Umido para promover a cicatrizacdo. O curativo

antimicrobiano ideal deve ter amplo espectro de acéo, baixa toxicidade, rapida acao, e ser eficaz
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mesmo na presenca de exsudato, sem causar irritacio ou aderéncias indesejadas.®! Por fim, é
crucial garantir que a SSD seja capaz de se difundir a partir da membrana e alcancar a
profundidade de permeacéo suficiente para garantir a inibicdo dos microrganismos presentes.

Nesse sentido, promotores de permeabilidade tém sido investigados, dentre os quais a piperina.

2.7. Piperina

Encontrada na pimenta-preta (Piper nigrum), a piperina (PIP) € a principal responsavel
pelo sabor picante que caracteriza a familia Piper. Este composto, geralmente incolor e
cristalino, as vezes assume uma tonalidade amarelada, cuja estrutura é representada na Figura
5. Apesar da baixa solubilidade em agua, a PIP se dissolve facilmente em etanol, piridina,
acetona, éter etilico e cloroformio.>

Figura 5- Estrutura quimica da piperina.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

Mais do que um tempero picante, a PIP possui diversas propriedades benéficas para a
salde, como acdo antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e neuroprotetora. Um de seus
destaques € a capacidade de aumentar a permeacdo de outros compostos ativos, isso significa
que a PIP pode potencializar a acdo de diversos farmacos, tanto por via oral quanto
transdérmica. 4"%>° O efeito biopotencializador da PIP tem sido atribuido a véarios mecanismos,
como a atuacao sobre enzimas metabolizadoras de farmacos, inducdo de alteracdes na dindmica
das membranas, aumento do suprimento sanguineo e aprimoramento do transporte de
farmacos.>”*® Em estudos com humanos envolvendo a via de administracdo oral, a combinac&o
de curcumina e PIP na proporcéo de 200:1 acarretou um aumento da biodisponibilidade oral da
curcumina de até 2000% .%° Com relago ao efeito potencializar por via transdérmica, a PIP ja
demonstrou um aumento na permeacao cutanea de aceclofenaco e da repaglinida em cerca de
2 a 8 vezes.®® Os estudos até entdo realizados apontam para um mecanismo envolvendo a

extragdo parcial dos lipidios do estrato corneo, a interacdo com a queratina do estrato corneo e
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a disrupcdo das proteinas de jungdes estreitas. Além disso, estudos utilizando técnicas de
quimica quantica e docking molecular, mostraram que a PIP pode formar complexos
intermoleculares com farmacos, aumentando assim, sua biodisponibilidade. 5

Nesse contexto, no presente estudo, a combinacdo de PIP e SSD é particularmente
promissora, podendo levar a um efeito potencializador de permeacédo da SSD e até mesmo a

uma acao sinérgica.

2.8. Quimiometria Aplicada

O planejamento fatorial ¢ uma técnica quimiométrica utilizada para avaliar os efeitos de
varidveis independentes, denominadas fatores, sobre as variaveis dependentes, conhecidas
como respostas. Em um planejamento fatorial completo, todas as combinagdes possiveis entre
0s niveis dos fatores sdo testadas, o que possibilita identificar tanto os efeitos individuais de
cada fator quanto as interacGes entre eles. Esse método é amplamente empregado em estudos
que demandam uma analise sistematica e abrangente dos parametros experimentais.®

A analise de variancia (ANOVA) é uma ferramenta estatistica frequentemente utilizada em
conjunto com o planejamento fatorial. A ANOVA permite verificar a significancia dos efeitos
principais e das interacGes entre os fatores, baseando-se na comparacdo da variabilidade
explicada pelos fatores com a variabilidade residual. Assim, essa técnica fornece uma base
robusta para determinar a influéncia relativa de cada variavel experimental e a adequacéo do
modelo ao sistema estudado.®®

Outro conceito relevante € o indice de desejabilidade, uma abordagem que possibilita a
otimizacdo de multiplas respostas simultaneamente. Por meio desse indice, as diferentes
respostas sdo combinadas em uma métrica Unica, permitindo a identificacdo de condicbes
experimentais que maximizem as caracteristicas desejadas. Essa metodologia é especialmente
uatil em estudos onde multiplos critérios precisam ser considerados na escolha da condicéo
ideal .5

A integracdo dessas ferramentas quimiomeétricas na pesquisa cientifica tem contribuido
significativamente para o0 avanco de processos experimentais, permitindo a obtencdo de dados

confiaveis e a otimizacgéo de sistemas complexos com maior eficiéncia.
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3. OBJETIVO GERAL

Desenvolver membranas bioinspiradas a base de quitosana e Pluronic® F127 capazes de
incorporar de forma eficaz a sulfadiazina de prata e piperina, com propdsito de viabilizar sua
aplicacdo topica, visando a obtengdo de uma plataforma eficiente para o tratamento de feridas
provenientes de queimaduras e outras lesdes cutaneas.

3.1 Objetivos Especificos

I. Preparar e otimizar membranas a base de quitosana e Pluronic® F127, utilizando o
método de secagem por solvente (casting), com a incorporacdo de sulfadiazina de prata e
piperina, por meio de um planejamento 24,

ii. Caracterizar as membranas obtidas por microscopia éptica com luz polarizada (PLOM),
grau de uniformidade, integridade e uniformidade da espessura.

ii. Selecionar e caracterizar a membrana otimizada e seus controles por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), calorimetria diferencial de varredura
(DSC) e por andlise Termogravimétrica (TGA) e microscopia de forca atbmica (AFM);

iv. Avaliar a molhabilidade, o grau de dissolugéo e o grau de intumescimento da membrana
otimizada e de seus controles;
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

O Grupo de Estudos em Materiais Poliméricos (POLIMAT) dispds de todos os
reagentes e solventes necessarios para a obtencdo das membranas poliméricas. A quitosana de
média massa molar (CAS 9012-76-4), com um grau de desacetilacdo de 87% e massa molar
viscosimétrica de 10,6 x 10* g mol™, foi utilizada. A sulfadiazina de prata (SSD, 98% de pureza,
CAS 22199-08-2), a piperina (PIP, 92% de pureza, CAS 94-62-2) e o Pluronic® (F127, 99%
de pureza, CAS 9003-11-6) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich. Acetona, acetonitrila, acido
acetico, cloreto de potassio, cloreto de sodio, etanol, fosfato de sddio dibasico e fosfato de
potassio monobasico foram adquiridos da NEON. A &gua ultrapura foi usada em todos 0s
experimentos.

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de qualidade analitica e empregados

sem purificacdo prévia.

4.2 Equipamentos

Ao longo deste estudo, diversos instrumentos disponiveis no laboratério POLIMAT
foram utilizados. Quando necessario, também recorremos a equipamentos multiusuarios ou
pertencentes a outros grupos de pesquisa da UFSC, além de contar com o apoio da central de
analises do Departamento de Quimica.

As medicdes térmicas por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foram
conduzidas no calorimetro Q2000, fabricado pela TA Instruments. Para a analise por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), foi utilizado o
espectrometro IR-PRESTIGE 21 da Shimadzu. Ja as analises de microscopia Optica com luz
polarizada (PLOM) foram realizadas utilizando o microscopio Olympus BX50, equipado com
camera digital Olympus modelo DP73.

As medicdes termicas por analise termogravimétrica (TGA) foram realizadas com o
analisador termogravimétrico TGA-50, também da Shimadzu. Adicionalmente, a microscopia
de forca atdmica (AFM) foi realizada com o equipamento FlexAFM easyScan 2 Controller, da

Nanosurf. Para a determinacdo do angulo de contato das gotas de agua sobre as membranas,
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utilizamos o gonidémetro modelo 250-F1 da Ramé-Hart Inst. Co., conectado a uma camera que

captura imagens através do software Droplmage versdo 3.54.

4.3 Procedimentos Experimentais

4.3.1 Obtencéo das membranas de quitosana/Pluronic® F127

As membranas poliméricas de QT e Pluronic® F127, incorporadas com SSD e PIP,
foram obtidas pelo método de secagem por solvente.®® As solugdes de F127 foram preparadas
em banho de aquecimento (~50 °C), sob agitacdo magnética a 300 rpm por 1 hora, enquanto as
solucdes de QT foram preparadas a temperatura ambiente em meio aquoso contendo 1% (V/V)
de 4cido acético, sob agitagdo mecénica a 700 rpm por 24 horas.®® A SSD e a PIP foram pesadas
em balanca analitica e dissolvidas separadamente em 2,5 mL de solugdo de F127, sob agitagdo
magnética a 500 rpm por 30 minutos, conforme indicado na Tabela 1.

As membranas foram otimizadas empregando-se um planejamento fatorial 2* com
triplicata no ponto central, Tabelas 1 e 2, preparadas seguindo o delineamento experimental

com base no software Design-Expert®.

Tabela 1- Planejamento Fatorial 24 com dois niveis e um ponto central.

Niveis QT (mgmL?) F127(mgmL?) PIP(mgmL?) SSD(mgmL?)
+1 20 20 0,15 0,200
0 15 15 0,10 0,125
-1 10 10 0,05 0,050

Fonte:Autoria Prépria, 2024.
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Tabela 2- Planejamento codificado e decodificado.

Experimento  [Qf]  [F127] [SSD]  [PIP] (mE]QnI]L'l) (HE';lnz]f_]_l) (m[gstﬂ-l) (m[;r']fl]__l)
1 1 1 1 10 10 0,050 0,050
2 1 1 il 1 20 10 0,050 0,050
3 Al 1 1 1 10 20 0,050 0,050
4 1 1 il 1 20 20 0,050 0,050
5 g 4l 1 1 10 10 0,200 0,050
6 1 1 1 1 20 10 0,200 0,050
7 il 1 1 1 10 20 0,200 0,050
8 1 1 1 1 20 20 0,200 0,050
9 1 4 1 1 10 10 0,050 0,200
10 1 1 1 1 20 10 0,050 0,200
11 l 1 1l 1 10 20 0,050 0,200
12 1 1 1 1 20 20 0,050 0,200
13 14 4 1 1 10 10 0,200 0,200
14 1 1 1 1 20 10 0,200 0,200
15 1 1 1 1 10 20 0,200 0,200
16 1 1 1 1 20 20 0,200 0,200
17 0 0 0 0 15 15 0,125 0,125
18 0 0 0 0 15 15 0,125 0,125
19 0 0 0 0 15 15 0,125 0,125

Fonte:Autoria Prdpria, 2024.

As solucdes de QT foram transferidas gota a gota nas solucdes de Pluronic® F127
(contendo 2,5 mL de PIP e 2,5 mL contendo SSD). A solucdo contendo todos os ativos foi
agitada durante 1 hora a 700 rpm para assegurar a uniformidade do meio liquido. Logo, as
solugdes filmogénicas foram transferidas para placas de Petri de poliestireno, com didmetro de
5 c¢m, e deixadas em repouso em estufa de circulacdo de ar a 40 °C por 24 horas, assegurando
a formacéo adequada das membranas para posterior aplicacao.

A resposta foi avaliada com base na (i) espessura das membranas, (ii) uniformidade/
presenca de defeitos e/ou rachaduras e (iii) nivel de cristalinidade a amostra. Para tanto, todas
as amostras foram primeiramente sujeitas a andlise visual e fotografica, utilizando a camera
traseira de um smartphone Samsung Galaxy S21, com resolucdo de 12 MP (grande angular),
12 MP (ultragrande angular) e 8 MP (teleobjetiva). Na sequéncia, as amostras foram avaliadas
por microscopia de luz polarizada (PLOM). Os dados foram analisados utilizando o software

Statistica, visando identificar as possiveis interagdes entre os pardmetros avaliados nos ensaios.
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A condicdo étima foi determinada com base no célculo do indice de desejabilidade (Desirability
Index), que consolida multiplas respostas em uma Unica métrica. A membrana com os melhores
resultados (espessura uniforme, auséncia de defeitos e auséncia de cristais) foi também avaliada
quanto as demais técnicas de caracterizacao. Vale destacar que, para a amostra otimizada, foram
preparados controles que incluem as seguintes membranas: QT/F127, QT/F127/PIP,
QT/F127/SSD, além de membranas de controle compostas exclusivamente por QT e por F127

separadamente.

4.3.2 Espessura

A espessura de todas as membranas foi medida com um micrémetro digital (Marathon),
calculando-se a média aritmética de trés pontos: um central e dois nas laterais de cada

membrana.

4.3.3 Microscopia Optica com luz polarizada (PLOM)

A microscopia 6ptica com luz polarizada (PLOM) foi capaz de fornecer informacgdes
detalhadas sobre a morfologia e a dispersdo dos compostos nas membranas, evidenciando a
presenca ou auséncia de particulas cristalinas, que apareceram como pontos luminosos nas
imagens.

A birrefringéncia é o fendmeno responsavel por esses pontos luminosos quando os
cristais estiverem presentes, uma vez que o0s cristais possuem indices de refracdo diferentes,
permitindo que a luz se divida em dois raios de polarizacdo cruzada. A cristalinidade foi
determinada observando visualmente a birrefringéncia dos cristais (quando presentes) em
contraste com as regides amorfas, que ndo mostraram birrefringéncia.

As andlises das membranas foram conduzidas colocando as amostras em laminas de

vidro e movimentando-as com o suporte do microscopio.
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4.3.4. Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

As micrografias foram obtidas utilizando um microscépio de forga atdbmica (AFM)
modelo Nanosurf FlexAFM easyScan 2 Controller, fabricado na Suiga. O equipamento foi
operado no modo de contato intermitente, empregando um cantiléver modelo TAP190AI-G
(raio < 10 nm), com frequéncia de ressonancia de 190 kHz e constante de mola de 48 N-m™'.
As imagens foram capturadas com uma frequéncia de varredura de 1 Hz e resolugédo de 512 x
512 pixels, sendo posteriormente processadas pelo software WSxM 5.0, disponivel
gratuitamente online.%” Além de avaliar as caracteristicas morfologicas da superficie da
amostra, também foram investigadas propriedades, como a rugosidade essencial para a

aplicacdo desejada.

4.3.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada para avaliar as interacdes entre os componentes das membranas. Foram analisadas
amostras individuais de Quitosana (QT) e Pluronic® F127, além das membranas QT/F127,
QT/F127/PIP, QT/F127/SSD e QT/F127/PIP/SSD. Para a caracterizacdo das membranas,
empregou-se a técnica de Reflexdo Total Atenuada (ATR), enquanto, para o Pluronic® F127,
as andlises foram realizadas utilizando pastilhas de KBr.

Adicionalmente, um microscépio acoplado ao sistema permitiu uma analise detalhada
das éareas especificas das amostras, aprimorando a precisdo na coleta dos dados
espectroscopicos. As quantidades foram ajustadas devido a alta intensidade de absorbancia dos
componentes, a qual pode exceder o limite de linearidade do equipamento. As medic¢des foram
realizadas em modo de absorbancia, na faixa de nimero de onda de 4000 a 400 cm™!, com

resolucdo de 2 cm™ e 60 acumulagdes para garantir alta sensibilidade dos dados.

4.3.6. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Para estudar as interagcbes entre os constituintes das membranas, foram preparadas

amostras individuais de QT, Pluronic® F127 , assim como das membranas de QT/F127,



21

QT/F127/PIP, QT/F127/SSD e QT/F127/PIP/SSD. Foram utilizados 6 mg de cada amostra para
as analises, realizadas em uma faixa de temperatura de 0-200 °C, com uma taxa de aquecimento
de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio. A andlise foi conduzida no equipamento TA
Instruments Q20, disponivel no Laboratério de Analises Térmicas da Central de Anélise do
Departamento de Quimica.

4.3.7. Andlise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas utilizando um Analisador
Termogravimétrico Shimadzu TGA-50, operando em uma atmosfera controlada de nitrogénio
com fluxo de 50 mL/min. As amostras foram aquecidas a uma taxa constante de 10 °C/min,
atingindo uma temperatura final de 700 °C. Durante os experimentos, as amostras foram
acondicionadas em células de platina, proporcionando estabilidade térmica e minimizando

possiveis interferéncias durante a medi¢édo da perda de massa.

4.3.8. Molhabilidade por angulo de contato

Para medir o angulo de contato e a hidrofilicidade das superficies das membranas, foi
empregado um gonidbmetro com uma camera acoplada. As amostras das membranas foram
fixadas com fita dupla face em laminas de vidro e posicionadas em um suporte diante da cAmera.
Em seguida, gotas de agua foram depositadas nas membranas utilizando uma pipeta de Pasteur
descartavel, mantendo uma certa distancia entre elas. Assim que cada gota se depositou, a
imagem foi capturada, e o software realizou 10 medig¢des do angulo de contato a cada segundo

de exposicdo da gota no material.

4.3.9. Determinacéo de grau de dissolugdo das membranas

Foi realizada a avaliagéo da dissolugdo das membranas em solugdes tamponadas com
tampéo de acetato a pH 5,5 e tampao de fosfato a pH 7,4. Para isso, as amostras das membranas

foram cortadas com furador circular de 1,5 cm de diametro, pesadas em uma balanca analitica
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de alta precis&o e colocadas em tubos Falcon contendo 25 mL das solugdes tampé&o. As amostras
foram mantidas em banho termostatizado a 37 £ 0,5 °C.

Ap0s 24 horas de experimento, as amostras foram retiradas dos tubos, secas com papel
toalha, colocadas em um dessecador por 48 horas para remover a dgua residual e, em seguida,
pesadas novamente na balanca. Para calcular o grau de dissolucéo, foi utilizada a Equacao 1:

mi—mf
%GD=______x100 (1)
mi

Na qual GD indica o grau de dissolugdo, mi refere-se @ massa inicial da amostra da
membrana, e mf corresponde a massa apds 24 horas. Desse modo, foi viavel calcular o grau de
dissolucdo das diversas formulagdes em resposta a diferentes valores de pH e analisar como os

polimeros se comportam nesses meios.

4.3.10. Determinacéo de grau de intumescimento das membranas

Anélises sobre o grau de intumescimento das membranas foram realizadas para avaliar
a capacidade de absorcdo de agua das matrizes poliméricas. Tal caracteristica se tornara
relevante quando aplicada a curativos para feridas, pois, na presenca de lesdes, havera producéo
de exsudatos e troca de fluidos na pele, necessitando de um material capaz de absorver esses
liquidos.

O grau de intumescimento foi estudado usando um método gravimétrico. Primeiro as
amostras das membranas foram cortadas com um perfurador de 1,5 cm de didmetro. Depois,
essas amostras foram colocadas em béqueres contendo 25 mL de solucdo tampdo de fosfato
(pH 7,4). O experimento foi realizado com as amostras mantidas em agitacdo a uma temperatura
controlada de 37 £ 0,5 °C em um banho termostatizado.

As amostras foram pesadas em intervalos fixos utilizando uma balanca de precisdo
analitica. Em cada medicgéo, as amostras foram secas com papel toalha para remover o excesso
de umidade e, em seguida, devolvidas a solucdo tamponada. Inicialmente, as amostras foram
retiradas das solucdes a cada 5 minutos. Apos 60 minutos de estudo, as analises passaram a ser
realizadas a cada hora, até completar 3 horas de experimento. Foram feitas mais trés pesagens,
apos 23 horas, 24 horas e 72 horas para determinar a constancia das massas das amostras.

O célculo do grau de intumescimento pode ser calculado atraves da Equacdo 2:
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mt— mo
%Gl=____ x100 2)

mo

Em que GI é o grau de intumescimento, mt € a massa da amostra no tempo t e mo

€ a massa da amostra no inicio do experimento.

4.3.11. Seguranca no laboratorio e descarte de residuos

Durante a realizacao dos experimentos, foram adotadas rigorosas medidas de seguranca,
utilizando equipamentos de protecdo individual (EPIs) como jaleco, luvas e méscara, além de
vestimentas adequadas, como calcas e sapatos fechados. O laboratério é equipado com capelas
de exaustdo, extintores de incéndio e saidas de emergéncia para garantir a maxima seguranga
dos operadores.

Vale destacar que dentre os reagentes utilizados encontram-se os biopolimeros que
geram residuos biodegradaveis, garantindo um menor impacto ambiental. Além disso, todos 0s
experimentos foram conduzidos utilizando a menor quantidade de reagentes possivel, visando
a rota mais eficiente e a minimizacédo da geracdo de residuos. A separacdo dos residuos gerados
foi feita em solidos e liquidos, com os liquidos sendo categorizados em organicos, aquosos €
halogenados. Todos os residuos foram encaminhados para descarte adequado pela empresa
responsavel pela gestdo de residuos quimicos do Departamento de Quimica da Universidade

Federal de Santa Catarina.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo morfologica preliminar para otimizagéo

5.1.1 Anélise de Homogeneidade e Fragilidade

Todas as amostras obtidas no planejamento fatorial 2% com triplicata do ponto central
foram analisadas primeiramente por analise visual e fotografica. Durante essa analise, aspectos
como homogeneidade, heterogeneidade e tendéncia a quebra/fragilidade foram observados,

conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6: Fotos representativas dos grupos de membranas obtidas (a) membrana homogénea, (b) membrana

heterogénea e (c) membrana heterogénea e quebradica.

Fonte: Autoria Propria, 2024.

As membranas homogéneas (n° 2, 6, 10, 14) apresentaram distribuicdo uniforme dos
componentes, principalmente devido a interagdo balanceada entre a quitosana (QT) e o
Pluronic® F127 . A QT, um biopolimero catidnico, possui alta afinidade por solu¢fes aquosas
acidas devido a sua estrutura hidrofilica e capacidade de formar ligacdes de hidrogénio,
proporcionando uma matriz coesa que facilita a dispersdo homogénea do Pluronic.?° Por sua
vez, 0 Pluronic® F127, um copolimero tribloco com propriedades anfifilicas, tende a organizar-
se em micelas estaveis em solugdo aquosa. *” Quando esses componentes estio em
concentragfes compativeis, a membrana formada apresenta uma rede estruturada e uniforme, o
que reduz significativamente a probabilidade de fraturas, devido a coesédo entre as fases.
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No entanto, nas membranas classificadas como heterogéneas e quebradicas (n° 3, 7, 11,
15), foi constatada uma segregacéo de fases que pode ser explicada pela incompatibilidade das
concentracdes de QT e Pluronic® F127. Em concentracfes mais elevadas de F127, por
exemplo, observa-se a formacdo de agregados maiores e menos integradas a matriz de QT,
levando a separacdo de fases.®® Esse comportamento reflete a tendéncia do Pluronic® F127 de
formar estruturas autoassociativas que, quando néo suficientemente estabilizadas pela matriz
polimérica da QT, resultam em areas de fragilidade. Essas areas segregadas comprometem a
continuidade da membrana, resultando em pontos de tensio onde ocorre a fratura.®®

Além disso, o Pluronic® F127, sendo um copolimero termossensivel, pode induzir
mudangas na estrutura da membrana ao resfriar, exacerbando a heterogeneidade em
formulagBes com concentracfes inadequadas de QT para suportar essa reorganizacao. Por outro
lado, em formulacGes balanceadas, o Pluronic® F127 contribui para a flexibilidade e
estabilidade da membrana, mas sem ultrapassar o ponto em que ocorre segregacao.

Esses resultados indicam que a homogeneidade das membranas esta intrinsecamente
ligada a interacdo entre QT e Pluronic® F127. A estrutura coesa e resistente das membranas
homogéneas é alcancada apenas quando ha uma compatibilidade nas concentragdes,
maximizando a interacdo entre as fases polimericas e minimizando a ocorréncia de areas

segregadas e pontos de fragilidade.

5.1.2 Anélise de Espessura e Massa

As analises quantitativas iniciais foram realizadas considerando o peso e a espessura
das membranas, com a espessura medida por um micrémetro digital (Marathon), conforme

indicado na Tabela 3.



Tabela 3- Dados de espessura e massa das membranas obtidas.
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Membrana Massa(g) Pontocentral Extremidadel Extremidade2 Média  Desvio
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 0,114 0,034 0,025 0,033 0,0307 0,004
2 0,170 0,040 0,045 0,040 0,042 0,002
3 0,094 0,041 0,037 0,043 0,040 0,002
4 0,212 0,049 0,043 0,050 0,047 0,003
5 0,107 0,026 0,023 0,020 0,023 0,002
6 0,174 0,033 0,034 0,036 0,034 0,001
7 - - - - - -
8 0,176 0,038 0,042 0,044 0,041 0,002
9 0,114 0,028 0,026 0,026 0,027 0,001
10 0,179 0,041 0,032 0,029 0,034 0,005
11 - - - - - -
12 0,218 0,049 0,052 0,049 0,050 0,001
13 0,119 0,030 0,002 0,002 0,012 0,012
14 0,189 0,004 0,032 0,027 0,021 0,011
15 0,106 0,044 0,050 0,043 0,046 0,003
16 0,228 0,056 0,035 0,046 0,046 0,007
17 0,158 0,029 0,035 0,028 0,031 0,003
18 0,165 0,043 0,030 0,033 0,035 0,005
19 0,163 0,039 0,043 0,037 0,040 0,002

Fonte: Autoria Prdpria, 2024.

A espessura foi medida em trés pontos de cada membrana, no ponto central e nas

extremidades laterais, com o auxilio de um micrémetro, conforme indicado na Figura 8. A

média aritmética foi calculada para cada membrana, de acordo com o esquema ilustrado na

Figura 7.
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Figura 7 - Pontos de Medic&o da Espessura

Fonte: Autoria Propria, 2024.

Figura 8 - Micrémetro digital

Fonte: Autoria Prépria, 2024.

A analise dos dados de espessura revela que as membranas com menor desvio padrao
(por exemplo, membrana 6, com desvio de 0,001 mm) exibem maior homogeneidade, indicando
uma distribuicdo uniforme dos componentes em toda a superficie. Essa uniformidade esta
correlacionada a estabilidade estrutural e a coesdo da matriz polimérica, o que também se reflete
em uma menor propensao a quebra. Em contraste, membranas com desvios elevados (como a
membrana 13, com desvio de 0,012 mm) apresenta uma estrutura menos uniforme,
possivelmente devido a separacdo de fases entre QT e Pluronic® F127. Essa segregacao
contribui para a formacao de regides de fragilidade que comprometem a resisténcia mecanica,
tornando essas membranas mais suscetiveis a quebra.

Além disso, as variagdes de massa entre as membranas indicam possiveis diferengas no

contetdo residual de solventes ou na absor¢do de umidade, especialmente nas membranas com
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massa superior aos valores esperados para 0s componentes sélidos. Membranas como an® 4 e
n° 16, que apresentam massas de 0,212 g e 0,228 g, respectivamente, podem ter retido maior
quantidade de solvente, resultando em variagdes que influenciam tanto a espessura quanto a
densidade da membrana. Essa retencdo pode afetar negativamente a homogeneidade,
especialmente em formulagGes onde a evaporacdo completa do solvente € crucial para a
obtencgéo de uma estrutura coesa e uniforme.

Diante do exposto, com base na analise das espessuras das membranas produzidas, 0s
valores médios obtidos variam entre aproximadamente 0,021 mm e 0,056 mm. Em comparacéo,
a espessura da epiderme humana geralmente varia de 0,05 mm a 1,5 mm, dependendo da area
do corpo e do estado de hidratacdo. As membranas mais finas, como a membrana n° 5 (0,023
mm), aproximam-se da espessura da camada mais superficial da epiderme, que varia entre 10
a 20 um em areas finas. Essa proximidade em espessura sugere que as membranas bioinspiradas
podem ser viaveis para aplicacdo cutanea, promovendo uma adaptacdo mais eficiente a
topografia da pele, o que pode facilitar a incorporacao de farmacos e sua liberacdo localizada.
Além disso, as membranas de maior espessura, proximas de 0,05 mm, aproximam-se do limite
inferior da epiderme como um todo, 0 que as torna promissoras para mimetizar as barreiras

epidérmicas e potencializar a protecdo e liberacdo sustentada do farmaco.

5.1.3 Microscopia éptica com luz polarizada (PLOM)

A microscopia de luz polarizada foi empregada para investigar a cristalinidade das
membranas, com andlise realizada em trés regides distintas para garantir a ampliacdo ideal e
detalhamento da estrutura. Essa etapa € essencial para avaliar a homogeneidade das membranas,
ja que a aplicacdo desejada exige auséncia ou minimizacdo de cristais, assegurando uma
estrutura uniforme e funcional. De um modo geral, a amorficidade dos farmacos incorporados
em membranas acarreta vantagens relacionadas a solubilidade e biodisponibilidade do principio
ativo.”® Essa caracteristica é particularmente importante para farmacos de baixa solubilidade
em agua, tal como a SSD, pois facilita sua dissolugdo e promove uma liberagdo mais eficiente
no local da aplicacdo. A forma amorfa dos ativos apresenta maior energia livre em comparagédo
a forma cristalina, o que resulta em uma solubilidade superior nos fluidos bioldgicos. " Dessa
forma, a amorficidade pode otimizar a absorcdo do farmaco pela pele, melhorando a eficacia

terapéutica e o processo de cicatrizacdo das feridas. Além disso, essa caracteristica pode ser
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explorada para controlar a liberacdo do farmaco de maneira prolongada ou localizada,
atendendo as necessidades especificas de tratamento das feridas.

A microscopia de luz polarizada permite diferenciar areas cristalinas de regides amorfas
na matriz polimérica, as regides claras representam pontos de birrefringéncia, indicando a
presenca de cristais, enquanto as areas escuras refletem uma fase amorfa e desorganizada,
conforme indicado na Figura 9.

Como supracitado, a presenca de cristais nas membranas é indesejavel, pois
compromete a permeacdo uniforme do farmaco ao introduzir barreiras estruturais na matriz
polimérica. Cristais podem reduzir a eficiéncia da liberacdo do farmaco, dificultando a difuséo
homogénea e, consequentemente, limitando a eficécia terapéutica da aplicacdo cutanea. Dessa
forma, assegurar a auséncia de cristalinidade é essencial para o desenvolvimento de uma
membrana ideal. As amostras indicadas na Figura 9, nas subfiguras a) e c), correspondem,
respectivamente, a membrana n° 2, enquanto as subfiguras b) e d) representam a membrana n°
9.

Figura 9- Microscopias Gticas das membranas de n° 2 e n°9. (a, b) Imagem de Interferéncia de Luz

Polarizada. (c,d) Imagem em Condicdo de Polarizacdo Total.

<10 um

Fonte: Autoria Prdpria, 2024.
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Apos a andlise das 19 membranas obtidas no planejamento fatorial, a presenca de
cristais foi categorizada conforme o tamanho, em particulas com diametro inferior a 10 um
(<10 pm) e superior a 10 um (>10 um). A maioria das membranas apresentou cristais menores
que 10 pum, sugerindo uma dispersdao mais uniforme dos cristais, 0 que minimiza o impacto
direto nas propriedades mecénicas e contribui para a uniformidade da matriz polimérica. No
entanto, algumas membranas (1, 5, 6, 9, 10, 12, 13, 14, 16, 17, 18 e 19) exibiram tanto cristais
pequenos (<10 pum) quanto maiores (>10 um), o que pode indicar segregacdo e desordem na
estrutura polimérica.

A presenca de cristais maiores que 10 pm introduz descontinuidades na matriz,
favorecendo a formacdo de areas de fragilidade e comprometendo a homogeneidade da
membrana. Essas descontinuidades criam pontos de tensdo que podem enfraquecer as
propriedades mecéanicas, prejudicando a distribuicdo uniforme dos componentes ativos e,
consequentemente, a eficcia da membrana. Portanto, a predominancia de cristais <10 um nas
membranas avaliadas sugere uma estrutura mais robusta, enquanto a ocorréncia de cristais >10
UM destaca a importancia de controlar rigorosamente o processo de formulacdo para evitar
aglomerados que possam comprometer a integridade estrutural.

Assim, a auséncia ou minimizacdo de cristalinidade é fundamental para preservar a
integridade mecénica e garantir a eficacia na incorporagdo de farmacos, assegurando uma
aplicacdo eficiente e estavel das membranas no contexto desejado.

Apbs a analise individual de cada uma das respostas empregadas no planejamento
fatorial ((i) espessura das membranas, (ii) uniformidade/ presenca de defeitos e/ou rachaduras
e (iii) nivel de cristalinidade da amostra), procedeu-se a analise de variancia (Anova) e avaliou-
se o indice de desejabilidade. Os dados obtidos para a analise de variancia sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4- Analise de Variancia (ANOVA) para a otimizagdo de membranas em que SS (Soma dos Quadrados),
dF (Graus de Liberdade), MS (Quadrado Médio), F (Estatistica F) e p (valor p) para avaliar a significancia das
variaveis no processo de otimizagdo das membranas.

SS df MS F p
Modelo 1,451599 | 10 0,145160 |4,95 0,022542
Curvatr. |0,058498 |1 0,058498 |2,32 0,171210
Error 0,176191 |7 0,025170
Total SS |1,686288 |18

R?=0.89552; Adj:0.73132

Fonte: Autoria Prdpria, 2024.
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*QOs valores de F, p e interagdes significativas entre os fatores experimentais sdo apresentados para avaliar a
influéncia dos diferentes pardmetros na performance das membranas. A significancia estatistica foi estabelecida
para um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

A andlise dos dados apresentados na Tabela 4 revela que o modelo ajustado é
estatisticamente significativo (p = 0,0225), explicando 89,55% da variacéo total nos dados (R?
= 0,89552). O valor de R? ajustado, de 73,13%, indica um bom ajuste considerando o nimero
de variaveis incluidas. A componente de curvatura ndo foi estatisticamente significativa (p =
0,1712), sugerindo que sua contribuicdo ao modelo é limitada. Esse € um bom resultado, pois
significa que o modelo ndo precisa de um termo extra para capturar efeitos de curvatura, o que
simplifica a explicacdo e a interpretacdo do modelo, sem perder a qualidade do ajuste. O erro
residual apresenta uma variacdo de 0,1762, com um quadrado médio de 0,0252, refletindo a
variacdo ndo explicada pelo modelo. Esses resultados destacam a adequagéo geral do modelo.

Na sequéncia procedeu-se a andlise de desejabilidade e os dados obtidos s&o

apresentados na Figura 10.

Figura 10. Mapas de Desejabilidade para cada par de fatores com a escala de cores indicando os niveis de
desejabilidade para diferentes combinacGes de fatores, permitindo visualizar as areas 6timas de interag8o entre 0s

pardmetros analisados.
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O indice de desejabilidade é uma ferramenta estatistica avangada utilizada para otimizar
formulagBes em que multiplas respostas ou variaveis precisam ser avaliadas simultaneamente.
Esse indice permite combinar diferentes respostas (ou fatores) em um anico valor numérico,
facilitando a analise multidimensional e a identificacdo das condic¢des ideais para o sistema em
estudo.

O conceito baseia-se na atribuicdo de uma "desejabilidade"” a cada resposta, por meio
de uma funcdo matematica que varia de 0 a 1. Um valor de indice igual a 1 indica que todas as
respostas atingiram as condicdes 6timas desejadas, enquanto um valor proximo de 0 sinaliza
uma situagdo indesejavel. A desejabilidade é calculada de maneira a refletir a conformidade
com os objetivos especificos de cada fator, permitindo que os pesquisadores ajustem as
condicdes experimentais para alcancar o melhor desempenho do sistema.

O célculo do indice faz necessario a avaliacdo de cada resposta e sua conversdo em uma
escala de desejabilidade, dependendo do tipo de varidvel. Assim, sdo estabelecidas as condi¢es
desejadas, por exemplo, quanto maior, melhor ou quanto menor, melhor ou ainda um intervalo
ideal. A seguir, essas escalas sdo combinadas de forma ponderada, levando em consideracdo a
importancia relativa de cada variavel no processo.

Com base nessas informacdes, a Figura 10 nota-se que a maximizacdo da QT e a
minimizacao dos demais fatores conduz a condicdo de desejabilidade. Os dados numéricos séo
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- indices de desejabilidade para as membranas bioinspiradas em que 1D é o indice de desejabilidade.

[Qt] [F127] [SSD] [PIP]

Experimento mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL ID
1 10 10 0,050 0,050 0,0000
2 20 10 0,050 0,050 0,9088
3 10 20 0,050 0,050 0,0000
4 20 20 0,050 0,050 0,0000
5 10 10 0,200 0,050 0,0000
6 20 10 0,200 0,050 0,7648
7 10 20 0,200 0,050 0,0000
8 20 20 0,200 0,050 0,0000
9 10 10 0,050 0,200 0,0000
10 20 10 0,050 0,200 0,7678
11 10 20 0,050 0,200 0,0000
12 20 20 0,050 0,200 0,0000
13 10 10 0,200 0,200 0,0000
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14 20 10 0,200 0,200 0,0000
15 10 20 0,200 0,200 0,0000
16 20 20 0,200 0,200 0,0000
17 15 15 0,125 0,125 0,0000
18 15 15 0,125 0,125 0,0000
19 15 15 0,125 0,125 0,0000

Fonte: Autoria Propria, 2024.

A anélise dos dados apresentados na Tabela 5 deixa claro que a amostra 20 mg mL™? de
QT, 10 mg mLtde F127, 0,050 mg mL™ de SSD e 0,050 mg mL™ de PIP, apresentou o melhor
ID, sendo escolhida para a continuidade do estudo. A partir de agora, essa amostra sera referida
como QT/F127/SSD/PIP e os seus controles, seguindo as concentracdes definidas no
planejamento, serdo obtidos: QT/F127, QT/F127/SSD E QT/F127/PIP.

5.2 Caracterizacao Fisico-Quimica e Estrutural das Membranas

5.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) apresentados na
Figura 11 foram utilizados para caracterizar a matriz formada por QT, F127 e as formulagdes
contendo PIP e SSD. A andlise desses espectros fornece informacdes sobre as interacGes

intermoleculares ocorridas devido a incorpora¢ao dos compostos.
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Figura 11 - Espectros de FTIR obtidos para a membrana otimizada de n° 2 (QT/F127/PIP/SSD) e seus
controles.
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No espectro da QT isolada, a banda em torno de 1650 cm™! corresponde ao estiramento
C=0 do grupo amida I, enquanto a banda proxima a 1550 cm™! esta associada ao modo de
deformacéo N-H (amida I1). "2 Além disso, a banda em 1050-1020 cm™! pode ser atribuida as
vibragdes de estiramento C-O-C presentes na estrutura da quitosana.”

Para o F127, destaca-se a banda intensa em torno de 1100 cm™, correspondente as
vibracbes de estiramento C-O-C, caracteristica da unidade repetitiva de déxido de etileno.
Também ¢ possivel identificar uma banda em 2880 cm™!, associada ao estiramento C-H dos
grupos metila e metileno.”

Na matriz QT/F127, observa-se a combinacdo das principais bandas das duas
substancias, indicando a formagdo de uma mistura homogénea, especialmente nas regies
associadas as vibrages de -OH e —NH (3200 — 3400 cm™ ) e do grupo C-O-C (1100 — 1140
cm™).Pequenas alteragdes na intensidade e no deslocamento das bandas indicam interages

intermoleculares.
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Com a incorporacdo da Piperina em QT/F127/PIP e da Sulfadiazina de Prata em
QT/F127/SSD, ndo foram evidenciados sinais claros desses compostos nos espectros de FTIR.
Essa auséncia € explicada, em primeiro lugar, pela baixa concentracdo de PIP e SSD nas
formulacBes, o que reduz significativamente a intensidade de suas bandas caracteristicas,
tornando-as menos perceptiveis. Além disso, a sobreposi¢do espectral com 0s componentes
majoritarios, como a Quitosana (QT) e o Pluronic® F127, dificulta a detecgdo de bandas
especificas desses farmacos, uma vez gque seus grupos funcionais (como amidas, sulfonamidas
e carboxilas) vibram em regifes do espectro ja dominadas por sinais intensos da matriz.

Por fim, o espectro da membrana completa otimizada de QT/F127/PIP/SSD mostra que
0s sinais caracteristicos da Quitosana e do Pluronic® F127 continuam predominantes. No
entanto bandas especificas de PIP e SSD ndo sdo claramente identificadas, como relatado
anteriormente. Assim estes resultados evidenciam que a QT e o F127 sdo 0s componentes
majoritarios na matriz polimerica, apresentando bandas bem definidas em todas as formulagdes
analisadas.

Logo, embora tenha ocorrido a incorporacdo de PIP e SSD, a falta de identificacédo clara
de suas bandas sugere que outras técnicas analiticas complementares, como a andlise térmica
(TGA e DSC), seriam mais adequadas para analisar a presenca desses compostos e avaliar suas

interagBes com a matriz polimérica.

5.2.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os resultados apresentados na Figura 12 correspondem a andlise de Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC) realizada para caracterizar as membranas em termos de suas
propriedades térmicas, estabilidade e possiveis interacdes entre os componentes, fatores
essenciais para aplicacGes terapéuticas. Observou-se que a formulacdo contendo apenas F127
ndo foi capaz de formar uma membrana estruturada, devido a auséncia de componentes que
promovam coeséo e reticulagdo. Como resultado, esse material precisou ser raspado e analisado

em forma de po para viabilizar a avaliagdo térmica.
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Figura 12 - Curvas de DSC da membrana otimizada e seus controles.

o
3
5
£
(8]
(]
T
9 -3- —aQT
3 ——F127
h ——QT/F127
-4 —— QT/F127/PIP
—— QT/F127/SSD

QT/F127/PIP/SSD

0 50 100 150 200
Temperatura (°C)

Fonte: Autoria Prdpria, 2024.

A membrana de QT apresentou um pico endotérmico em torno de 95,6 °C, atribuido a
evaporacao de agua, evidenciando umidade residual. Também foram observados picos em
aproximadamente 164,7 °C e 174,4 °C, associados a transicdo vitrea da QT, indicando
estabilidade térmica elevada até essa faixa de temperatura.”

O F127, por sua vez, mostrou um pico endotérmico a 55,2 °C, relacionado a fuséo do
copolimero. As amostras contendo QT em combinacdo com F127 e outros aditivos
apresentaram alteracdes nos perfis térmicos, indicando interagdes entre os componentes. Por
exemplo, a membrana QT/F127 exibiu picos em 47,2 °C e 87,6 °C, com o primeiro atribuido
a0 F127 e o segundo a QT, indicando a presenca de interagBes entre os polimeros.”®

Na formulacdo QT/F127/SSD, foram observados picos em 47,3 °C e 91,4 °C, sendo este
ultimo associado a um evento de reorganizacdo estrutural da matriz polimérica devido a
interacdo entre SSD e os polimeros, sugerindo leve aumento na estabilidade térmica. Ja na
QT/F127/PIP, além de picos similares, houve uma transi¢cdo intermediaria em 57,2 °C,
caracteristica que pode ser associada as propriedades Unicas da PIP, conferindo maior
resisténcia térmica.”’

Para a composigdo completa contendo QT/F127/PIP/SSD, o termograma revelou um
comportamento térmico caracteristico. Foram identificados picos principais em 46,1 °C e

51,7 °C, indicando transicOes relacionadas ao F127 e a interagdo com o0s demais componentes.
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Esses dados reforcam o papel sinérgico da SSD e PIP na modulagdo da resposta térmica e na
melhora das propriedades estruturais.?®

Logo, os resultados demonstram que a QT antes da transicédo vitrea, oferece uma base
estavel, enquanto o F127, combinado com SSD e PIP, permite ajustes na resposta térmica das
membranas. 1sso torna o material adequado para diversas aplicagOes terapéuticas,
especialmente em contextos que demandam estabilidade térmica, liberacdo sustentada de

farmacos e agédo antimicrobiana eficaz.

5.2.3 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) das diferentes amostras de membranas e
componentes foi realizada para avaliar a estabilidade térmica e os processos de decomposicéo.
A Figura 13 mostra a variagdo de massa em funcdo da temperatura para as amostras QT/F127,
QT/F127/PIP, QT/F127/SSD, F127, QT e a membrana completa otimizada, permitindo uma

analise comparativa entre as diferentes formulacdes.

Figura 13 - Perfil da analise termogravimétrica (TGA) para a membrana otimizada e seus controles.
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Fonte: Autoria Prdpria, 2024.

A primeira etapa de perda de massa, observada entre 50 e 150 °C, pode ser atribuida a
evaporacdo de agua. Esse comportamento € comum em materiais que possuem agua adsorvida,

seja na superficie ou em poros. Todas as amostras exibem uma leve perda de massa nessa faixa
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de temperatura, sugerindo que umidade residual foi absorvida, possivelmente durante o
processo de preparacdo ou armazenagem das membranas.

Apds a perda inicial de agua, observam-se distintas faixas de degradacédo térmica para
cada amostra, especialmente na faixa entre 200 e 400 °C. Essa segunda fase de perda de massa
é tipicamente associada a decomposicdo dos componentes orgénicos das amostras, que
apresentam diferentes temperaturas de inicio de degradacdo, refletindo suas estabilidades
térmicas. A amostra QT, por exemplo, comeca a perder massa significativamente antes das
demais, indicando uma menor estabilidade térmica comparada as demais formulagdes. ® Em
contraste, a amostra contendo apenas F127 apresenta uma perda acentuada de massa proximo
a 300-400 °C, o que esta de acordo com a decomposicao esperada de polimeros que apresentam
menor resisténcia térmica.”®

Observa-se ainda que a amostra QT/F127/SSD apresenta um perfil de degradacdo um
pouco distinto, com uma perda de massa significativa ocorrendo em uma faixa de temperatura
ligeiramente mais elevada em comparacdo as amostras contendo apenas QT ou F127. Isso
sugere que a presenca de SSD na formulacao pode conferir uma ligeira melhoria na estabilidade
térmica da membrana, possivelmente devido a interacdes que estabilizam a matriz polimérica.

Em temperaturas superiores a 600 °C, a maioria das amostras ja ndo apresenta perdas
significativas de massa, indicando que grande parte dos componentes organicos foi
completamente degradada. Conforme indicado na Tabela 6, o residuo final, correspondente a
massa remanescente ao término da andlise (entre 700 e 800 °C), representa uma medida dos

componentes com maior resisténcia a decomposi¢ao térmica presentes em cada amostra.

Tabela 6- Porcentagem de Residuo gerado apds a analise (TGA).

Amostra Residuo (%)
QT 31,1
F127 1,2
QT/F127 19,2
QT/F127/SSD 15,2
QT/F127/PIP 20,2
QT/F127/PIP/SSD 10,9

Fonte: Autoria Prdpria, 2024.
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Dentre as amostras analisadas, QT, QT/F127 e QT/F127/PIP apresentaram as maiores
quantidades de residuo na analise térmica. Esse resultado pode estar relacionado a composi¢édo
quimica dessas amostras, especialmente pela maior propor¢do de quitosana, que, apesar de ndo
ser termicamente estavel, tende a formar residuos sélidos significativos durante a decomposicao
devido a carbonizagéo parcial de sua estrutura.°

Desta forma, a analise TGA revelou diferentes perfis de degradacdo para cada
formulacéo, destacando a influéncia dos componentes individuais na estabilidade térmica das
membranas desenvolvidas. A amostra QT, ao exibir uma decomposi¢do em temperaturas mais
baixas, mostrou-se menos estavel termicamente, enquanto as formula¢6es contendo SSD e a
membrana QT/F127/SSD/PIP apresentaram um comportamento mais resistente a degradacéo

térmica.

5.2.4 Molhabilidade por Angulo de contato

A andlise de angulo de contato revelou variacGes significativas entre as diferentes
formulacdes das membranas desenvolvidas. As amostras foram caracterizadas da seguinte
forma: 1A (QT/F127), 2A (QT/F127/PIP), 3A (QT/F127/SSD), 5A (QT) e MB
(QT/F127/PIP/SSD). A adicdo de diferentes componentes influenciou diretamente as
caracteristicas superficiais e as interacdes das membranas com a agua, refletidas nos angulos

de contato como esta indicado na Tabela 7 e ilustrado na Figura 14.

Tabela 7 - Angulos de contato determinados para as membranas de QT, F127, PIP e SSD.

AMOSTRA

Medida QT/F127 QT/F127/PIP  QT/F127/SSD QT QT/F127/PIP/SSD

1 46,6 47,0 60,1 81,2 75,0
2 64,0 77,1 61,5 77,2 70,8
3 44,6 65,6 63,9 101,1 71,0
Média 51,7° 63,2° 61,8° 86,5° 72,3°
DP 10,7 15,2 2,0 12,8 2,3

Fonte: Autoria Prdpria, 2024.
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Figura 14 - Fotografias obtidas nos ensaios de angulo de contato das gotas de agua nas superficies.
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A amostra composta apenas por QT/F127, apresentou uma média de angulo de contato
de 51,7°, indicando uma superficie mais hidrofilica em relacdo as outras. Essa caracteristica
pode ser atribuida & presenca do copolimero F127, conhecido por sua afinidade com agua
devido as unidades polioxietileno em sua estrutura. Essa hidrofilicidade é vantajosa para
promover a interacdo inicial com fluidos bioldgicos, facilitando a adesdo da membrana a pele.

A incorporacao de PIP na amostra na QT/F127/PIP resultou em um aumento do angulo
de contato para 63,2°, sugerindo uma reducdo na hidrofilicidade. A PIP, sendo um composto
de baixa polaridade (logP 3,3), pode ter reduzido a interacdo da superficie com a &gua ao
introduzir caracteristicas hidrofébicas a matriz. Essa modificacdo pode ser benéfica para
aplicacdes em que uma barreira moderada a umidade seja desejavel, preservando a estabilidade
da formulag&o.®

Na amostra QT/F127/SSD, com a incorporagao de SSD, o angulo de contato foi de 61,8°,
préximo ao observado em QT/F127/PIP. Esse comportamento pode ser explicado pelas
propriedades anfifilicas (logP 0,5) da sulfadiazina de prata, que equilibra hidrofilicidade e
hidrofobicidade na superficie.? Isso ¢é particularmente relevante em aplicacOes
antimicrobianas, onde o controle da interagdo com a umidade é essencial para a liberacao

sustentada do farmaco.
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A amostra composta apenas por QT, apresentou 0 maior angulo de contato (86,5°),
caracterizando uma superficie mais hidrofdbica. A auséncia do F127 e dos ativos incorporados
contribui para a reducédo da afinidade com a agua, dado que a QT, isoladamente, exibe menor
hidrofilicidade devido a sua estrutura polimérica rigida.

Por fim, a formulagdo completa otimizada combinando QT/F127/SSD/PIP, apresentou
um angulo de contato intermediério de 72,3°. Esse resultado reflete o efeito combinado dos
componentes, onde o F127 contribui para a hidrofilicidade, enquanto a PIP e a SSD modulam
a hidrofobicidade. Essa combinacdo balanceada é promissora para aplicacbes em que é
necessario tanto um controle de liberagdo do farmaco quanto protecdo contra o excesso de

umidade externa.

5.2.5. Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

As andlises realizadas por Microscopia de Forca Atdmica (AFM) permitiram a
caracterizacdo da morfologia superficial das membranas desenvolvidas, evidenciando a
influéncia dos diferentes componentes incorporados na matriz. A rugosidade, que se refere a
variacdo da altura da superficie em diferentes escalas, € um parametro crucial para a avaliacdo
da qualidade e funcionalidade das membranas, especialmente em aplicacBes cutaneas, pois
pode afetar a adeso celular, a liberagio do farmaco e a interagdo com a pele. 8 As imagens 2D
e 3D das membranas estdo indicadas na Figura 15, enquanto os valores de rugosidade estéo
apresentados na Tabela 8.
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Figura 15- Imagens 2D e 3D obtidas por AFM das membranas a) QT, b) QT/F127, ¢) QT/F127/SSD,
d) QT/F127/PIP, e) QT/F127/SSD/PIP
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Fonte: Autoria Prdpria, 2024.

Tabela 8 - Dados da Rugosidade obtidos através do software WSxM 5.0.

Amostra Rugosidade (nm)
QT 10
QT/F127 13
QT/F127/SSD 16
QT/F127/PIP 67
QT/F127/PIP/SSD 56

Fonte: Autoria Propria, 2024.

A membrana composta apenas por QT apresentou uma rugosidade média de 10 nm,
refletindo uma superficie homogénea e caracteristica deste polimero, que forma matrizes
uniformes e adequadas para aplicacfes em liberacdo sustentada de farmacos. A adicdo de
Pluronic® F127 (QT/F127) resultou em um leve aumento da rugosidade para 13 nm, conferindo



43

a formacdo de interacOes entre as cadeias poliméricas de QT e F127, mantendo, porém, a
homogeneidade estrutural da superficie.

Com a inclusdo da SSD na matriz de QT/F127, observou-se um incremento na
rugosidade para 16 nm, atribuido a dispersdo da SSD na matriz e a formacao de uma superficie
levemente mais texturizada. Este comportamento é coerente com a natureza da SSD, que além
de contribuir para propriedades antimicrobianas, também pode modificar a morfologia
superficial devido a sua interacdo com a matriz polimérica.

A incorporacdo de PIP na matriz QT/F127 resultou em um aumento significativo da
rugosidade, atingindo 67 nm. Este resultado reflete a dominancia estrutural da PIP, que gera
uma superficie mais irregular devido a formacéao de agregados e a menor miscibilidade com os
componentes da matriz. No entanto, na membrana contendo todos 0S componentes
(QT/F127/PIP/SSD), a rugosidade reduziu para 56 nm, indicando um efeito de suavizacdo
promovido pela presenca de QT, F127 e SSD, que apresentam valores de rugosidade
relativamente baixos. Este efeito demonstra a capacidade dos componentes de menor
rugosidade de equilibrar a contribuicédo da PIP, resultando em uma superficie menos irregular.

Adicionalmente, as imagens obtidas revelaram a preservacdo de estrias caracteristicas
das membranas, indicando que a organizagédo estrutural da matriz foi mantida, mesmo com a
adicdo dos diferentes componentes. Esses resultados sugerem que as interagdes entre 0s
constituintes permitem modular a superficie das membranas, ajustando suas propriedades para
aplicacdes especificas. A matriz QT/F127/PIP/SSD, por exemplo, apresenta caracteristicas
promissoras para aplicacbes cutaneas, onde a combinacdo de propriedades antimicrobianas,

liberacdo sustentada e morfologia equilibrada sdo essenciais para o desempenho.

5.2.6 Determinacéo de grau de dissolugdo das membranas

As membranas otimizadas foram primeiramente avaliadas quanto aos graus de
dissolucdo no intuito de avaliar sua estabilidade e desintegracdo em condicGes de pH
fisiologicamente relevantes, visando entender seu potencial para aplicagdes cuténeas. As
membranas foram imersas em solugdes tamponadas de pH 5,5 e pH 7,4 a 37 °C, com o grau de
dissolucdo medido apds 24 horas de imerséo.

Os resultados, apresentados na Tabela 9 indicaram que as membranas de controle

expostas ao tampao de acetato com pH 5,5 foram completamente dissolvidas ap6s 24 horas,
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mostrando uma alta sensibilidade a ambientes levemente &cidos. Esse comportamento pode ser
favoravel em alguns tipos especificos de aplicacdo, por exemplo em &reas de pele inflamada,
onde o € pH reduzido e no qual se deseja uma liberacdo acelerada dos farmacos incorporados,
promovendo um efeito terapéutico direcionado e localizado.

Em contraste, os ensaios realizados em pH 7,4 revelaram menor grau de dissolucéo,
indicando maior estabilidade das membranas em condigdes neutras, proximas ao pH da pele

saudavel.

Tabela 9 - Grau de dissolugéo (%) das membranas de QTS e F127 em solugdes tampédo de fosfato pH 7,4 a 37

°C apo6s 24 h.
Amostra Grau de Dissolucéo (%)
QT/F127 35,11
QT/F127/PIP 37,32
QT/F127/SSD 43,26
QT 29,77
QT/F127/SSD/PIP 38,69

Fonte: Autoria Prdpria, 2024.

Vale destacar que alguns tipos de feridas, especialmente quando ndo ocorre 0 processo
de cicatrizacdo adequadamente, podem apresentar pH mais elevado, mais proximo de 8. Em
alguns casos, a alteracdo do pH alcalino pode ser associado a presenca de infec¢bes bacterianas,
especialmente por bactérias como Pseudomonas aeruginosa. Em ambientes alcalinos, a funcéo
das células envolvidas na cicatrizacdo, fibroblastos e queratindcitos, pode ser prejudicada.
Além disso, pode reduzir a eficdcia de algumas enzimas que participam da regeneracdo dos

tecidos, dificultando a agdo do sistema imune. 8 Nesses casos, as membranas desenvolvidas
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podem ser empregadas, agora com um tempo maior de desintegracédo, favorecendo a inibicéo
dos microrganismos e a correcao do pH necessario para a cicatrizagao.

Esses dados, apresentados na Tabela 9, sugerem que as membranas podem ser ajustadas
para responder de maneira diferenciada as condi¢des especificas do microambiente cutaneo,
possuindo potencial para uma liberagdo controlada em pH neutro e uma liberagcdo mais intensa

em condi¢es &cidas, conforme necessario para o tratamento.

5.2.7 Determinacéo de grau de intumescimento das membranas

A analise do grau de intumescimento das membranas foi realizada para avaliar sua
capacidade de absorver agua, uma propriedade essencial para curativos de feridas, pois permite
a gestao de exsudatos e a promocdo de um ambiente Umido para a cicatrizacdo. O procedimento
consistiu em imergir amostras das membranas em solugéo tampao de fosfato (pH 7,4) a 37 °C,
simulando condic@es fisiol6gicas. As amostras foram pesadas em intervalos regulares, sendo

calculado o grau de intumescimento com base na variagdo de massa ao longo do tempo,

conforme indicado na Figura 16.

Figura 16- Perfil de intumescimento das diferentes formulagdes em fun¢éo do tempo em pH 7,4 a 37 °C.
a) QT/F127, b) QT/F127/PIP, ¢) QT/F127/SDD, d) QT, e) QT/F127/PIP/SSD.
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Os resultados mostraram que as membranas absorvem rapidamente grandes volumes de
agua, atingindo um platd em curto prazo, o que indica saturacdo. A membrana QT apresentou
menor capacidade de intumescimento, enquanto as membranas modificadas (QT/F127,
QT/F127/PIP, QT/F127/SSD e QT/F127/PIP/SSD) demonstraram melhor desempenho. A
adicédo de F127 conferiu maior absor¢éo, enquanto a SSD, embora tenha reduzido levemente a
capacidade de intumescimento, trouxe propriedades antimicrobianas. A combinagéo
QT/F127/PIP/SSD exibiu o perfil mais equilibrado, com alta absorcdo e estabilidade
prolongada, sendo a mais promissora para curativos multifuncionais.®

Os resultados deste estudo, que demonstraram aumento no intumescimento das
membranas modificadas com F127 e PIP, estdo em consonancia com outros estudos que
indicaram maior absorc¢do de 4gua em membranas de quitosana modificadas com F127 . A
adicdo de SSD reduziu levemente o intumescimento, como observado em pesquisas anteriores
8 A combinagdo F127/PIP/SSD obteve bom desempenho, equilibrando absorcdo e
estabilidade. Contudo, as membranas se dissolveram em solugdo tampéo de acetato (pH 5,5), 0
que limita sua aplicacdo em ambientes acidos e sugere a necessidade de ajustes para feridas
com pH levemente &cido.

No geral, as membranas apresentaram grande potencial para absorver exsudatos de
feridas e favorecer a cicatrizagdo, especialmente em condic¢Bes proximas ao pH fisioldgico e
em feridas com nas quais o processo de cicatrizagdo falha (pH alcalino).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou o elevado potencial das membranas bioinspiradas a base
de quitosana e Pluronic® F127, incorporadas com sulfadiazina de prata (SSD) e piperina (PIP),
como alternativas inovadoras para o tratamento de feridas cutineas, com destaque para
queimaduras. A metodologia empregada, baseada no método de secagem por solvente e em
uma ampla caracterizacdo fisico-quimica, morfoldgica e funcional das amostras, permitiu a
otimizacdo das condicdes de formulacdo, assegurando propriedades adequadas as aplicacdes
terapéuticas.

Os resultados obtidos confirmaram que a matriz polimérica otimizada apresenta elevada
estabilidade térmica, alta capacidade de absorcdo de fluidos e propriedades ajustaveis as
necessidades terapéuticas. A inclusdo de SSD proporcionard uma acao antimicrobiana eficaz,
enquanto a PIP atuard como agente potencializador da permeacdo cutdnea, ampliando a
biodisponibilidade do farmaco. Além disso, as caracteristicas das membranas exibem potencial
para promocao sustentada dos ativos incorporados e de criacdo de um ambiente favoravel a
regeneracdo tecidual, atendendo integralmente aos objetivos propostos

Por conseguinte, as membranas desenvolvidas apresentam caracteristicas
indispensaveis para aplicacbes biomédicas, como biocompatibilidade, funcionalidade
aprimorada e propriedades especificas para uso tépico em feridas cuténeas. Este trabalho
contribui significativamente para o avanco da ciéncia de materiais aplicados a salde,
representando uma importante inovacdo no desenvolvimento de curativos bioativos mais
eficazes e seguros. Contudo, a validacdo plena da eficacia terapéutica e a translacdo para a
pratica clinica demandam investigacGes adicionais que serdo realizados posteriormente,
incluindo estudos de cinética de liberacdo in vitro da SSD e ensaios de permeacdo ex vivo em

pele humana.
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