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RESUMO

As infeccdes por virus herpes simples (HSV) sdo causadas por dois tipos de virus, o
tipo 1 (HSV-1) e o tipo 2 (HSV-2), sendo endémicas em todo o mundo e frequente
preocupacdo em saude publica. Para tratamento o farmaco de primeira escolha é o
Aciclovir que atua inibindo a polimerase do DNA viral, porém, seu uso tépico em forma
de pomadas requer frequente aplicacdo para alcance da eficacia desejada, pois
apresenta baixa permeacdo. Nesse contexto, a utilizacdo de biomateriais como
carreador na liberacdo controlada de farmacos é uma alternativa interessante na area
da saude, para melhorar a permeacao e evitar efeitos toxicos. Dentre o0s biopolimeros
mais utilizados, a quitosana destaca-se devido ao elevado potencial de aplicacdes em
diversas areas e por ser um material seletivamente permeéavel, sendo bom candidato
para a liberacdo de farmacos de administracdo topica. Nesse contexto, no presente
trabalho, foram produzidas e caracterizadas diferentes microestruturas formadas a
base de quitosana, sendo elas: membranas, capsulas e membrana + capsula para
encapsulamento e liberagdo do farmaco Aciclovir. As membranas foram produzidas
utilizado a técnica casting (evaporacao do solvente) de formacao de filmes finos e as
capsulas foram obtidas através da reticulacéo ionotrépica, utilizando Tripolifosfato de
sédio (TPP) como agente reticulante. As microestruturas e/ou os materiais de partida
foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR-ATR),
difracdo de raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV), analise
termogravimétrica (TGA), perda e ganho de massa através de testes de absor¢cdo de
agua, ensaios mecanicos de tensao versus deformacao e ensaios de liberacdo. As
microestuturas que apresentaram melhor estabilidade no encapsulamento do farmaco
foram as capsulas e o sistema composto por membrana + capsulas. Quanto ao ensaio
de liberacéo, a microestrutura que apresentou melhor resultado foi a composta por
membrana + capsulas, modulando a liberacdo em 1 hora e 20 minutos, com pico de
concentracdo maxima em 2 horas. Quanto aos sistemas membrana e cpsula, ambos
tiveram o mesmo perfil de liberacdo convencional, sendo que entre 15 a 20 minutos

foi liberada toda a concentracéo de farmaco.

Palavras-chave: quitosana; microestruturas; liberagéo controlada; aciclovir.



ABSTRACT

Herpes simplex virus (HSV) infections are caused by two types of viruses, type 1 (HSV-
1) and type 2 (HSV-2), being endemic worldwide and a frequent public health concern.
For treatment, the drug of first choice is Acyclovir, which acts by inhibiting viral DNA
polymerase, however, its topical use in the form of ointments requires frequent
application to achieve the desired efficacy, as it has low permeation. In this context,
the use of biomaterials as a carrier in the controlled release of drugs is an interesting
alternative in the health area, to improve permeation and avoid toxic effects. Among
the most used biopolymers, chitosan stands out due to its high potential for
applications in several areas and for being a selectively permeable material, being a
good candidate for the release of topically administered drugs. In this context, in the
present work, different microstructures formed based on chitosan were produced and
characterized, namely: membranes, capsules and membrane + capsule for
encapsulation and release of the drug Acyclovir. The membranes were produced using
the casting technique (solvent evaporation) of thin film formation and the capsules
were obtained through ionotropic crosslinking, using Sodium Tripolyphosphate (TPP)
as a crosslinking agent. The microstructures and/or the starting materials were
characterized by infrared spectroscopy (FTIR-ATR), X-ray diffraction (XRD), scanning
electron microscopy (SEM), thermogravimetric analysis (TGA), mass loss and gain
through water absorption tests, mechanical stress versus deformation tests and
release tests. The microstructures that showed better stability in drug encapsulation
were capsules and the system composed of membrane + capsules. As for the release
assay, the microstructure that presented the best result was the one composed of
membrane + capsules, modulating the release in 1 hour and 20 minutes, with peak
concentration at 2 hours. As for the membrane and capsule systems, both had the
same conventional release profile, with the entire drug concentration being released

between 15 and 20 minutes.

Keywords: chitosan; microstructures; release; acyclovir.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Esta pesquisa foi desenvolvida para avaliar a capacidade de estruturas obtidas a
partir de quitosana no encapsulamento e liberacdo do farmaco Aciclovir. Nesse
sentido, o trabalho visou o desenvolvimento de sistemas de liberacdo
controlada de drogas com baixo custo utilizando quitosana, um polissacarideo
obtido principalmente através do processo de desacetilacdo da quitina, polimero
que provém do rejeito da industria pesqueira. Assim, objetivou-se a producéo de
membranas e microcapsulas que viabilizem o processo de liberacdo do farmaco
para tratamento da herpes e reparacdo da pele. Dos sistemas desenvolvidos
neste trabalho, o formado pela mistura das microestruturas de membranas e
capsulas (membranas + capsulas) foi o que mais prolongou o tempo de liberacéo
do farmaco. Tal resultado é interessante a fim de melhorar a recuperacdo dos

pacientes, aumentando a resposta terapéutica e adesao ao tratamento.
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1 INTRODUCAO

As infecgBes por virus herpes simples (HSV) sdo causadas por dois tipos do
virus, o tipo 1 (HSV-1) e o tipo 2 (HSV-2), sendo endémicas em todo o mundo. Além
disso, é uma das infeccbes mais prevalentes no mundo e no Brasil, configurando 640
mil novos casos de herpes genital anualmente (SANTOS, et al., 2012). Portanto, as
infeccdes por HSV-1 e HSV-2 sdo frequente preocupacdo em saude publica, e a
andlise da prevaléncia de anticorpos para HSV-1 e HSV-2 permite identificar a
dindmica dessa epidemia (CLEMENS; FARHAT, 2010). Através de exame clinico, a
infeccdo pelo virus causa pequenas vesiculas amareladas, em geral agrupadas, na
mucosa (bucal ou genital) e na pele, geralmente maiores e superficiais, que se
rompem rapidamente formando Ulceras que podem coalescer. Sdo recobertas por
membrana acinzentada e circundadas por um halo eritematoso (FERREIRA;
MARTINS; ROMANOS, 2009). Entre as maiores dificuldades durante o percurso
clinico da infeccéo estdo: o dano estético, desconforto funcional que ocorre por meio
de ardéncia, prurido e dor, além do trauma por contato (FERREIRA; MARTINS;
ROMANOS, 2009).

Para tratamento desses dois tipos de herpes, a primeira escolha que age com
uma real e potente acdo antivirGtica seletiva é o medicamento Aciclovir, que
representa um inibidor especifico e toleravel da polimerase do DNA viral (SANTOS, et
al., 2012). O aciclovir € uma substancia ativa que atua bloqueando os mecanismos de
multiplicacdo do virus Herpes simplex, Herpes zoster, Varicela zoster, Esptein Barr e
Citomegalovirus impedindo que eles se multipliquem e infectem novas células. Deve-
se iniciar a terapia imediatamente ap0s o inicio de sintomas, como dorméncia,
pontadas, prurido, eritema e dor, sendo esse periodo denominado periodo
prodrémico. O farmaco pode ser administrado por via oral, endovenosa ou tdpica,
devendo ser mantido até o desaparecimento das lesfes. A posologia indicada para
adultos e criancas é de 200 mg cinco vezes ao dia, durante dez dias, em caso de
episodio inicial e durante cinco dias, em caso de episddio recorrente. O Aciclovir em
suspensao € disponivel, podendo ser utilizado para bochechos seguidos de degluticdo
(SANTOS et al., 2011).

A utilizacdo de biomateriais bem como da nanotecnologia na area da saude &

muito comum, sendo estimados cerca de 300 mil produtos desenvolvidos na area da
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saude nos ultimos 10 anos (SOUZA NETO et al., 2019b). Essas substancias podem
ser definidas como dispositivos que entram em contato com sistemas biolégicos
(incluindo fluidos), e que podem ser utilizadas em aplicacbes diagnésticas, vacinais,
cirdrgicas ou terapéuticas, dentre outras (SOUZA NETO et al., 2019b).

Biomateriais a base de quitosana vem sendo utilizados como bioadesivo,
(SALOMON; GOYCOOLEA; MOERSCHBACHER, 2017) agente cicatrizador, agente
antimicrobiano (KEKHASHARU TAVARIA et al., 2013), material de bandagem
(curativos), molde para enxerto de pele, agente hemostatico, material para sutura,
sistemas de liberacédo controlada de farmacos (KAMALY et al., 2016) e até mesmo
material para colirios (IRIMIA et al., 2018) lentes de contato (JEENCHAM et al., 2020),
podendo ser manipulados e aplicados na forma de filmes, géis, cépsulas,
microcapsulas (SOUZA et al., 2014) ou solucdes (ROGALSKY; KWON; LEE-
SULLIVAN, 2016).

Estudos recentes demonstram que lesGes cutaneas tém o processo de
cicatrizagdo acelerado quando tratados com curativos modernos, desenvolvidos
utilizando técnicas de manipulagdo em nanoescala na formacdo de membranas,
filmes e hidrogéis. Em pacientes queimados, nos quais o processo de reepitelizacédo
€ mais critico, jA existem substitutos temporarios da pele, quer de origem animal
(membrana amniotica), quer de origem sintética, como derivados do poliuretano
(Tegaderm® , Opsite®, Epigard® e Biobrane®). Além da facilidade de administracao
por aposicdo sobre a area lesada, esses tipos de materiais funcionam como uma
barreira fisica, que impede a desidratacdo do tecido e a infeccdo secundaria da lesé@o
por microrganismos oportunistas. Ha, ainda, relatos de diminuicdo da dor local.
Entretanto, quando filmes, membranas ou hidrogéis sdo empregados como matrizes
de liberacdo de farmacos, o espectro de acdo antimicrobiano do farmaco selecionado,
somado a capacidade cicatrizante dos materiais utilizados para carreamento,
potencializa o efeito terapéutico do novo sistema, ainda mais quando se consegue
perfil de liberacdo prolongado do farmaco ao longo do tempo de contato com a pele
(SOUZA; SATO; BORGES, 2017), atuando como sistemas de liberacéo de farmacos.

Ainda, a busca por um desenvolvimento sustentavel de recursos naturais tem
atraido muitos pesquisadores a utilizarem polissacarideos como carreadores de
farmacos com objetivo de obter “Sistemas de liberagédo de farmacos” (“Drug-delivery
systems”). Além disso, varios grupos funcionais em sua estrutura molecular podem

ser reposicionados por mudancgas estruturais quimicas para conferir funcionalidades
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exclusivas para aplicacdo como excipientes em varias formas farmacéuticas para
abordagens especificas de entrega de drogas (PADHI et al., 2022).

A quitosana, por ser um biomaterial seletivamente permeavel, surgiu como bom
candidato a meio de liberacdo de medicamentos no meio gastrointestinal, na mucosa
oral, canais radiculares, dentinas cariadas ou bolsas periodontais, e os estudos
realizados tém apresentado resultados que corroboram com o uso da quitosana nesta
aplicagdo, visto que explicitam as qualidades dessa substéancia como agente de
liberacdo de farmacos, principalmente quando se necessita de liberacdo lenta e
controlada (SOUZA et al., 2020).

Diante do exposto, o presente estudo visou a producdo e utilizacdo de trés
sistemas de microestruturacdo (membranas, capsulas e membranas + capsulas) para
encapsulamento e liberacdo controlada do farmaco Aciclovir. Os materiais utilizados
para compor os sistemas foram escolhidos de modo a conferir biocompatibilidade,
flexibilidade e que auxiliem na reparacédo da pele, aumentando a resposta terapéutica

no tratamento da herpes.



2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar diferentes microestruturas (membranas e capsulas) a
base de quitosana, é utilizd-las no encapsulamento e liberacdo controlada do

farmaco Aciclovir.

2.2 Objetivos especificos

Produzir e caracterizar membranas a base de quitosana utilizando a técnica
casting (evaporacéo do solvente) de formacéao de filmes finos. As membranas
serdo produzidas puras e mistas com glicerol nas proporcées de 10%, 20% e
30% (p/p).

Produzir e caracterizar microcapsulas de quitosana obtidas através de ionotropia,

utilizando Tripolifosfato de sédio (TPP) como agente reticulante.

Utilizar as diferentes microestruturas formadas: membranas, capsulas e

membrana + capsula para encapsulamento/aprisionamento do farmaco Aciclovir.

Verificar o perfil de liberacdo do farmaco incorporado aos diferentes tipos de

microestrutura desenvolvidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Quitina e quitosana

O polimero quitina foi isolado pela primeira vez em 1811, pelo francés Henri
Braconnot, extraida de fungos superiores e por isso denominada “fungina”. O termo
quitina apareceu em 1823, com Odier que a extraiu das carapacas de insetos
(besouros e escaravelhos), sendo derivado do grego “chiton”, que significa tunica ou
cobertura (AGULLO, et al., 2004) .

A quitina € um dos polissacarideos naturais mais abundantes no mundo e é
usada principalmente para a producdo de quitosana, através de um processo de
desacetilacdo. Quitina e quitosana sdo aminopolissacarideos compostos por unidades
monomeéricas de 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose (GIcN) e 2-acetamido-2-desoxi-
D-glucopiranose (GIcNAc) unidas por ligagdes glicosidicas 3-(1—4) com propriedades
multidimensionais, como biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades
antibacterianas e nédo toéxicas, mucoadesividade, propriedades de adsorcao, entre
outras e, portanto, podem ser amplamente utilizados em uma variedade de areas e
aplicactes (RAFIQUE et al., 2016). A Figura 1 ilustra as estruturas quimicas de quitina
e quitosana. A quitosana é um polimero natural, de baixo custo, de fonte renovavel e
biodegradavel, com grande importancia econdmica e ambiental. Por ser proveniente
da quitina, que por sua vez provém de residuos da indUstria pesqueira, sua utilizacdo
reduz o impacto ambiental causado pelo acimulo nos locais onde € gerado ou
estocado (AZEVEDO et al., 2007).

Figura 1- Estruturas quimicas da quitina (a) e quitosana (b).

NHCOCH;

NHCOCH;

CH,OH

CH,OH

Fonte: CARONI, 2019.
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Quitosana tem sido utilizada em varias areas de aplicacdo, devido
principalmente as suas propriedades peculiares, mencionadas anteriormente, que a
diferenciam de outros polimeros, como a biocompatibilidade e biodegrabilidade,
atoxicidade e atividade antimicrobiana (KUMAR, 2000). Dentre as diversas
aplicacoes, destaca-se seu emprego na industria de cosméticos, biomedicina,
indUstria alimenticia, no tratamento de aguas, na agricultura, indastria téxtil e
biotecnologia (ZHANG et al., 2021). Na industria alimenticia € um material promissor
para a fabricacdo de filmes para embalagens de alimentos com atividade
antimicrobiana, no entanto, apresentando algumas desvantagens como propriedades
mecanicas e antimicrobianas limitadas e maior solubilidade em agua(ZHANG et al.,
2021). Por fim, as preocupac¢des ambientais dos filmes a base de quitosana,
considerando as etapas desde a extracdo da matéria-prima até o final da vida Gtil apos
o descarte, também séo discutidas com o objetivo de encontrar alternativas mais
ecologicamente corretas (MUXIKA et al., 2017).

O desenvolvimento de sistemas de distribuicdo de medicamentos com base na
nanotecnologia é uma area atraente em laboratérios de Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D) voltados para formulagdes, que torna viavel a administracdo de medicamentos
novos e complexos. Este desempenha um papel significativo no projeto de novas
formas de dosagem, distribuicdo de drogas especificas ao alvo, liberacdo controlada
de drogas, trazendo assim, maior seguranca ao paciente e reducdo dos efeitos
colaterais (JHAVERI et al., 2021).

Nas ultimas décadas, houve uma grande evolucéo nas pesquisas envolvendo
materiais nano e microestruturados a base de quitina e quitosana para uso como
carreador de farmacos, sendo que tanto as nano quanto as microestruturas possuem
excelentes caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas para tal aplicacdo. Varios
métodos de obtencdo de nanoestruturas, tais como solventes eutéticos (KHAJAVIAN
et al., 2022), eletrofiagdo (“eletrospinning”) (DE SOUZA; SATO; BORGES, 2017),
automontagem (LIANG et al., 2020), moldagem por lixiviagdo (“Solvent casting and
particle leaching”), liofilizacdo (“Freeze-drying”), separacdo de fases termicamente
induzidas (“Thermally Induced Phase Separation”), formagdo de espuma (“‘gas
foaming”), formagao a partir de p6 (“Power forming”), sol-gel (MEDEIROS et al., 2017),
sdo empregados na preparacao de nanofibras, nanoparticulas e filmes de quitosana
com grande potencial para serem utilizados como sistemas de liberacdo de drogas,

estruturas de engenharia de tecidos, materiais para curativos, agentes
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antimicrobianos e biossensores (PIASSI et al., 2013).

3.2 Aciclovir

O aciclovir (ACV) (9-[(2-hidroxietoxi)metil]-9H-guanina), formula CsH11NsOs3,
(220,20 g.molt) é um cristal branco a amarelo-palido (T. F. 256-257°C), e um analogo
sintético da 2'-desoxiguanosina. Considerado o mais efetivo e seletivo agente contra
os virus do grupo da herpes existente na atualidade, o ACV é utilizado no tratamento
de infec¢Bes causadas pelo virus da Herpes simplex (HSV), virus Varicela Zoster
(VZV), virus Epstein-Barr (EBV), Citomegalovirus (CMV) e Herpesvirus Humano 6
(HHV-6) (WAGSTAFF et al., 1994) devido a sua alta seletividade pelo virus causador
da herpes e pela baixa citotoxidade as células do hospedeiro, sendo particularmente
ativo contra herpes labial e genital (BARBOZA et al., 2010).

A forma topica do aciclovir apresenta 6timos resultados para o tratamento da
ceratite herpética ocular e da infeccdo por herpes genital inicial primaria, porém,
pouco ou henhum beneficio clinico foi observado quanto as infec¢gfes genitais iniciais
nao primarias. Ja em questdes de manipulacdo, o uso de ACV em forma de pomada
demonstrou poucos beneficios no herpes genital recorrente, mas sua utilizacdo em
forma de creme (emulsdes) topico reduz o desenvolvimento da infeccdo em um
periodo de 1 a 2 dias (RICHARDS, 1984). A Figura 2 apresenta a estrutura molecular
conformacional da molécula de ACV (A) e a comparacdo da sua estrutura quimica

com a guanosina (B).

Figura 2 - Estrutura molecular conformacional da molécula de ACV (A) e a comparagao da sua

estrutura quimica com a guanosina (B).
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Fonte:MARSON, 2022.
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No interior de cada célula epitelial em que os virus estdo se replicando, as
moléculas do medicamento antiviral competem com as moléculas que iriam construir
novos virus. O ACV atua como agente antiviral apdés sua fosforilagdo, formando o
aciclovir trifosfato e, assim, ha inibicdo especifica da DNA-polimerase do virus sem
afetar os processos celulares normais. Na linha de producdo de novos virus, 0s
medicamentos entram no lugar de algumas moléculas nucleotideas, como guaninas
defeituosas por exemplo, e isso acaba fazendo com que o DNA viral seja diferente e
nao mais replicavel, sem capacidade de infectar novas células e novos organismos, e
sem conseguir se replicar em outras células (CONSOLARO, et al., 2009).

A administracdo topica de ACV apresenta uma absor¢ao percutanea reduzida. Em
termos de efeitos adversos, o aciclovir € bem tolerado, mas quando inserido huma
matriz de base de polietilenoglicol (PEG) pode ocorrer irritagdo das mucosas e
gueimaduras transitorias em lesdes genitais (CASIMIRO, 2017). O mecanismo de

acdo do ACV em células infectadas pelo HSV esta ilustrado na Figura 3.

Figura 3- Mecanismo de acdo do ACV em células infectadas pelo virus simples da herpes

(HSV).
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3.3 Pele

A pele ou tecido tegumentar € o maior 6rgao do corpo humano em extencao,
correspondendo a 12 - 16% do peso corporal, tendo como principal funcao proteger
as estruturas internas do corpo (orgaos externos) do ambiente externo, funcionando
como barreira fisica. A pele pode ser dividida em trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme ou tela subcutanea. A camada externa da pele é denominada epiderme,
sendo avascular com espessura de 75 a 150 um, e 0,4 a 0,6 mm na palma das maos
e planta dos pés, a camada que maior contribui na protecdo contra agentes externos.
Constituida de células epiteliais achatadas sobrepostas que as considerando de
dentro para fora, estdo dispostas em; germinativa ou basal, espinhosa, granulosa,
licida e cornea (BERNARDO, et al., 2019). A Figura 4 apresenta a estrutura

tridimensional da pele e suas camadas.

Figura 4- Estrutura tridimensional da pele e suas camadas.
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Fonte: (AVELAR, 2018).

A epiderme é, basicamente, um tecido epitelial estratificado queratinizado, com
variacdes estruturais e funcionais significativas na dependéncia do seu local
anatdbmico (MENDONCA; RODRIGUES, 2011) constituida por quatro camadas,
dentre elas a camada basal que é a mais profunda, delimitando-se com a derme. Os
gueratindcitos (tipo celular mais comum da pele) agrupam-se em quatro camadas, que

sofrem constante diferenciacdo. Da base a superficie, temos: camada basal, estrato
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espinhoso, estrato granuloso, estrato lUcido e estrato corneo. Melandécitos, células de
Langerhans e de Merkel compdem os 5% restantes da epiderme (BARCAUI et al.,
2015).

A derme é a segunda camada da pele situada logo abaixo da epiderme,
composta por colageno denso tipo Il e elastina produzidas pelos fibroblastos
(principais células formadoras do tecido conjuntivo), que garantem a textura e
elasticidade da pele. A epiderme contém queratindcitos préoximos ao estrato
germinativo (camada basal) , e estes garantem sua renova¢do. Os melandcitos, sao
células encontradas na epiderme e que séo responsaveis pela pigmentacao da pele
e sintese de melanina. A melanina produzida € progressivamente transferida para os
queratinécitos (SOUTO et al., 2006).

Abaixo e em continuidade com a derme encontra-se a hipoderme ou tecido
celular subcutaneo, um tecido conjuntivo frouxo que pode conter paniculo adiposo
(muitos adipécitos). No entanto, a hipoderme néo faz parte da pele, apenas a une com
0s oOrgaos subjacentes (JUNQUEIRA, L.C.U. & CARNEIRO, 2008). Os anexos
cutdneos sao divididos em glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas e foliculos
pilosos (VIEIRA, et all., 2014)

3.4 Herpes simples (HS)

As infeccBes por virus herpes simples (HSV) estao entre as infec¢cdes mais
frequentemente encontradas nos humanos. Dois tipos de infec¢bes por HSV foram
identificados - HSV-1, que geralmente causa doenca orolabial, e HSV-2, que esta mais
frequentemente associado a infec¢cdes genitais e neonatais. Normalmente, o HSV
causa doenca leve e autolimitada da boca e labios ou nas areas genitais. No entanto,
em alguns casos, a doenca pode ser fatal (WHITLEY, 2002).

Quando fatores desencadeantes atuam na puberdade e vida adulta, quebram
o estado de laténcia e os virus novamente “viajam” no nervo, agora de forma inversa,
e chegam a pele e/ou mucosa voltando a parasitar as células epiteliais, nas quais se
multiplicam novamente de forma exponencial. Assim, multiplicam o numero de
particulas que, em sua maioria, voltam a ficar latentes nos filetes e ganglios neurais
da regiéo, ou trigeminal, no caso da cabeca (CONSOLARO, et al., 2009)

Os herpesvirus humano s&do acelulares, assim, necessitam das células

humanas para reproduzirem-se, sendo a sua transmissdo por contato direto ou
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indireto com fluidos contaminados. Apds a penetracdo na célula, os virions (particula
viral completa) podem provocar uma infeccéo primaria, desencadeando a ocorréncia
de sintomas em graus e tipos variados, o que depende do tipo de virus e da resposta
imune do hospedeiro, ou podem entrar em estado de dorméncia e se estabelecerem
no citosol como um epissoma (molécula de DNA extracromossdmica), fase essa
conhecida como laténcia, ndo sendo detectado e podendo permanecer ai por longos
periodos, que varia de acordo com cada subtipo (ARDUINO; PORTER, 2008). Durante
a replicacdo no interior das células, alguns subprodutos do gene HSV causam
alteracdes no metabolismo, cujo efeito principal compreende adicional permeabilidade
da membrana, promovendo lise e necrose celular, havendo a destruicdo da célula e a
permanéncia do virus. Para sairem da fase de laténcia e tornarem-se infecciosos, sao
necessarios estimulos capazes de reativar os virus latentes que vao re-infectar as
células. Dentre os estimulos, o estresse, imunodepresséo, radiacdo, neoplasias
malignas, sensibilidade e gestacao, sdo os mais frequentemente relatados (SANTOS,
et al., 2012) . A Figura 5 apresenta os estagios clinicos da manifestacdo do HSV na

pele peribucal e semimucosa labial humana.

Figura 5- Periodos clinicos da manifestagcao do virus do herpes simples (HSV) com ocorréncia

na pele peribucal e semimucosa labial: A = periodo prodrémico, B = periodo clinico ativo, C =

periodo reparatorio.

Fonte: CONSOLARO, et al., 2009.
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3.5 Liberacé&o controlada de farmacos utilizando quitosana

Diversos tipos de estruturas a base de quitosana (que utilizam quitosana como
0 componente de maior concentracdo) vem sendo desenvolvidas e utilizadas como
carreadores de difeferentes tipos de farmacos (SALATIN; JELVEHGARI, 2017).
Dentre essas, podemos destacar a producdo de pos, flocos, microesferas,
nanoparticulas, membranas, esponjas, colmeias, fibras macicas e fibras ocas
utilizadas como matriz para a liberacéo controlada de farmaco(SILVA et al., 2016). A
Figura 6 ilustra as micrografias de microesferas de quitosana reticuladas obtidas

atraveés da técnica de spray drying.

Figura 6— Microscopia eletrébnica de varredura das microesferas: quitosana reticulada com

glutaraldeido.

Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.

A quitosana e seus derivados tém sido empregados na formulacdo de uma ampla
variedade de sistemas de entrega de drogas para administragdo por diferentes vias
(oral, parenteral, topica, bucal, sublingual, etc.). Com relacdo aos sistemas orais de
liberacdo controlada de drogas, os mais estudados sdo comprimidos de matriz,
comprimidos revestidos, comprimidos flutuantes, capsulas de liberacdo sustentada,
capsulas flutuantes hidrodinamicamente balanceadas, esferas e microparticulas
flutuantes, esferas mucoadesivas e microparticulas, formas farmacéuticas

combinadas bioadesivas flutuantes (na forma de comprimidos, granulos,
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microparticulas, etc.), nanoparticulas, granulos de hidrogel, sistemas nudcleo-casca
(NAYAK et al.,, 2018). Nanoparticulas de quitosana tém sido empregadas para
dosagem nasal de medicamentos e vacinas porque melhoram a penetragdo de
macromoléculas através da barreira nasal (ZARGAR, et al., 2015). A Tabela 1 lista
exemplos de sistemas orais de liberacdo de farmacos utilizando quitosana como

carreador.

Tabela 1 - Sistemas orais de liberagdo controlada de drogas mais estudados utilizando

quitosana como matriz.

) ] . Farmaco o o
Sistema de liberagcao ) Principais resultados Referéncias
liberado

Complexo de polieletroélito Diclofenaco de _ Liberacéao sust'er)tada prol_ongad_a de (LANKALAPALLI:
formados por Goma karaya- AE diclofenaco de sédio, possui promissoras
: sédio e . A KOLAPALLI, 2012)
quitosana caracteristicas biofarmacéuticas
. . . . . . Liberac&o controlada ao longo do tempo
Céapsulas de Quitosana-hidroxi- Moxifloxacina = P P
propil-metil-celulose HCl com boa qutuagao em fluido gastrico (VERMA et al., 2017)
simulado
(ANAL,

Granulos de Quitosana-alginato Ampicillina Liberacéo controlada por longo periodo STEVENS, 2005)



29

Liberacéo sustentada de droga e

atividade farmacodinamica significativa (JANA,

Microparticulas de Quitosana-

polissacarideo de semente de Aceclofenaco NAYAK, 2013)
- em ratos usando modelo de edema de
tamarindo
pata de rato
(ANGADI,
Microesferas de Quitosana- - . ~ MANJESHWAR,
Isoniazida Liberacéo controlada

hidroxietilcelulose AMINABHAYV, 2010)

(JANA,
NAYAK, 2013)

Nanoparticulas do complexo
interpolimero utilizando Alprazolam
Albumina de ovos e quitosana

Liberacéo sustentada de droga por
periodo mais longo

Fonte: NAYAK et al., 2018.

A formacéo de membranas de quitosana vem sendo muito estudada por grupos
de pesquisa, especialmente para aplicacdo na engenharia de tecidos, devido a sua
capacidade de acelerar a cicatrizacdo tecidual, uma vez que envolve varios
mecanismos como coagulagéo, sintese e deposicdo de matriz celular, fibroplasia,
dentre outros (SOUZA NETO et al., 2019). Da mesma forma, o desenvolvimento e a
utilizacdo dessas membranas a base de quitosana ganhou espaco como sistema
matriz para entrega de drogas (KLOSTER et al., 2018). A Tabela 2 lista exemplos de
estudos que utilizam filmes (membranas) de quitosana e derivados como sistema de
encapsulamento e liberagcdo de farmacos. Os filmes tém sido utilizados como formas
farmacéuticas, pois sdo constituidos por materiais que apresentam caracteristicas
desejaveis no controle da taxa de liberacdo de farmacos. Filmes de quitosana e
derivados foram produzidos utilizando técnica de evaporacao do solvente ou casting
para aplicacdo em liberacdo controlada de farmacos, garantindo que os farmacos
sejam liberados em doses regulares por longos periodos, tanto para farmacos
hidrofilicos, quanto para hidrofébicos (MATOS et al, 2020).
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Tabela 2 - Estudos que utilizam filmes de quitosana e derivados aplicados ao sistema de

liberac&o controlada.

Sistema de entrega
de medicamentos

Filme de quitosana e

carboximetilquitosana

Filmes mucoadesivos

Filmes bilaminados

Filmes muco

adesivos

Filmes de hidrogel

Filmes finos

Filmes

Filmes

Formulagao

Quitosana, Glicerol e

Carboximetilquitosana

Hidroxipropilcelulose,
quitosana, hialuronato

de sadio e gelatina

Quitosana e

etilcelulose

Glutamato de

quitosana e Glicerol

Quitosana, Genipin e

Alginato

Quitosana e Alginato

de sodio

Quitosana,
Carboximetilquitosana

e glutaraldeido

Quitosana, genipina e
poli(N-vinil-2-
pirrolidona)

Metodo de
fabricacao

Casting

Método de
evaporagao

de solvente

Evaporacéo

de solvente

Casting

Evaporacéo

do solvente

Casting/
camada-

acamada

Casting

Casting

Farmacos

cefradina e

penicilina

Cloridrato de
Ondansetron

Nifedipina e
Cloridrato de

propanolo

Ciclosporina
A

Metformina

Citocina f3,
siRNA e
fator de

crescimento
epidérmico
(EGF)

Coenzima A

Cloridrato de

propranolol

Eficacia

Apresentou
durabilidade de até
108h no processo de
liberacéo do farmaco
quando utiliza-se a
carboximetilquitosana
Mostrou resultados
positivos na liberagao
prolongada da droga
causando um impacto
minimo
Concluiu-se que os
filmes apresentam
potencial promissor
para a entrega de
medicamentos em
cavidade oral
Apresentou
resultados
satisfatorios, visto
gue a quantidade de
glicerol interfere na
liberagdo do farmaco
A taxa de liberagao
de metformina varia
de acordo com a
proporcao dos
materiais

Apresentou
resultados positivos
na cicatrizacéo de
feridas e na formacgéo

de cicatrizes

Os resultados
apontam para um
dispositivo promissor
para a liberacéo de
farmaco e a
coenzima A
Filmes promissores
para aplicagdo em
sistema de liberagao

de aplicagdo bucal

Referéncia

(ZHANG,
YANG,RAO,
ZHANG, 2016)

(TRASTULLO
et all, 2016)

(REMUNAN-
LOPEZ et all,
1998)

(HERMANS et
all, 2014)

(UBAID,
MURTAZA,
2018)

(MANDAPALLI
et all, 2017)

(GUO, YUAN,
GAO, 2008)

(ALDANA et
all, 2012)
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Fonte: MATOS et al., 2020.

Os avancos recentes na producdo de nanoparticulas de quitosana preparadas
por gelificacéo ionotrépica leva a producéo de nanoparticulas com uma distribuicao
de tamanho mais uniforme (GOUD et al., 2016). Drogas hidrofébicas e hidrofilicas
podem ser encapsuladas simultaneamente com alta eficiéncia por emulsificacéo
seguida por gelificacdo ibnica. Nanoparticulas reticuladas ionicamente com base em
quitosana nativa e quitosana modificada apresentaram excelente eficacia para
aplicacoes de entrega de drogas controladas e direcionadas (GOUD et al., 2016).

Koukaras e colaboradores verificaram as interagcdes moleculares da reticulacao
ibnica da quitosana com o tripolifosfato (TPP) foram investigadas e elucidadas por
meio da teoria do funcional da densidade de todos os elétrons. Os efeitos do solvente
foram levados em consideracdo usando modelos implicitos. Neste trabalho, as
configuracdes de reticulacéo idnica de interacdo primaria foram definidas como H-link,
T-link e M-link, e quantificadas as energias de interacao correspondentes. H-links, que
exibem altas energias de interacdo e também sdo amplamente acessiveis
espacialmente, sdo as configuracbes de cross-linking mais provaveis. De perto, a
transferéncia de prétons foi identificada, com energias de interacdo maximas variando
de 12,3 a 68,3 kcal/mol, dependendo da protonacdo do polianido tripolifosfato e da
coordenacao relativa de quitosana com tripolifosfato. Com base nos resultados para
os tipos de ligacdo (energias de interacdo e viés de torcao), um mecanismo simples
para o impacto no processo de formacdo de nanoparticulas de quitosana / TPP foi
proposto. Para tanto, introduziu-se a razao f3, que € derivada da razao a comumente
usada, mas é mais fundamental, uma vez que, adicionalmente, leva em consideracao
os detalhes estruturais dos oligbmeros (KOUKARAS et al., 2012).

Capsulas de quitosana, que podem aumentar a estabilidade de materiais ativos
e sustentar a taxa de liberacdo dos materiais encapsulados, receberam atencéo
especial na medicina biomédica, liberacdo controlada e industria quimica (ZHANG et
al., 2014). Um dos métodos mais simples e com menor impacto ao meio ambiente
para de obtencdo de microcapsulas € a extrusdo invertida para a producdo de
microcapsulas de Ca*-alginato-quitosana. No método invertido, a mistura de cloreto
de calcio (CaClz) e solugéo de quitosana € colocada na solugdo de alginato, obtendo
assim, microcapsulas de nucleo liquido de Ca*-alginato-quitosana, onde o nucleo
liquido é circundado por camadas de membrana interfasica de alginato de Ca* e

alginato de quitosana (LIM; AHMAD, 2017). A Figura 7 mostra microcapsulas


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/calcium-chloride
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formadas através desse processo.

Figura 7— Microcépsulas de quitosana-alginato obtidas por extruséo invertida. Microcapsulas
de Ca*-alginato-quitosana na forma Umida (a); microcapsulas tingidas (b); microcapsulas de

Ca+-alginato-quitosana carregadas apds quatro meses de liberacdo em agua (c).

Fonte: LIM; AHMAD, 2017.

Um outra aplicagcdo para sistemas carreadores utilizando quitosana como

matriz, sdo as estruturas gastrorresistentes, formadas visando aumentar a
disponibilidade de farmacos que sofrem degradacdo em pH &cido, sendo assim,
aumentando a eficacia terapéutica atravées da administracdo por via oral,
possibilitando aplicacdes biolégicas diversas. A Tabela 3 lista algumas aplicacdes

biolégicas de materiais a base de quitosana (SOUZA et al., 2020).

Tabela 3 - Aplicagdes biolégicas de materiais a base de quitosana (CS) distintos e

Classe

~ Materiais/sistemas
terapéutica

HTCC (cloreto de
quitosana de N-(2-
hidroxipropil)-3-
trimetilamonio), grau de
substituicao de 57, 62, 63

Antimicrobiano e 77%.

nanoparticula e
microparticulas de
quitosana

modificados.

Observagdes

O efeito inibitério do HTCC contra os virus SARS-
CoV-2 e MERS-CoV foi testado in vitro com células
Vero e Vero 6, bem como ex vivo no epitélio das vias
aéreas humanas (HAE). inibicdo mais forte por
HTCC-62 ou HTCC-77 SARS-CoV-2: forte inibicdo
24 h ap6s a inoculacao do virus. O HTCC blogueia
a interacéo entre o MERS-CoV com seu receptor de
entrada celular DPP4. A inibicdo do virus pode
depender das unidades repetidas do polimero de
guitosana

Baixo MW e DD apresentam maior atividade
antimicrobiana. Em pH basico, o CS perde atividade
antimicrobiana.

Referéncias

(MILEWSKA,
CHI,
SZCZEPANSK, 2020)

(MA, GARRIDO-
MAESTU, JEONG,
2017)



Quitosana com diferentes
graus de desacetilacéo
(DD =51,04%-100%) e

MW ultra alto (Mw >
10 gmol ")

Quitosana com diferentes
MWs e quito-
oligossacarideo (COS)

Anti-inflamatério

Teste in vivo (ratos) de
atividade anti-inflamatéria
em modelo de Ulcera de
SC alto e baixo MW.

Quitosana de MW (0,5—
1000 kDa) e DD (50% -
baixo entdo 10%)
Antioxidante
Gama irradiado (5-50
KGy) e néo irradiado CS
DD (72-75%), disperso
em acido latico

Suplementacgéo dietética
com quitosana (4% DD)
quito-oligossacarideos
COS < 1000 g mol ', 4%
DD
COS <3000 g mol ™", 9%

Efeitos b

hipolipemiantes

Nanoparticulas de
quitosana carregadas de
sinvastatina

Scaffolds para

regeneracao de Qutiosana e quito-

oligossacarideos

tecidos
Quitosana proveniente de
Caranguejo
( Chionoecetes opilio ) CS
e de cogumelo Shiitaki
( Lentinula edodes )
Anticancer

Hidrogel de quitosana
contendo nano biovidro

Curativo hemostatico a
base de quitosana
ChitoGauze®

Hemostatico,

Fonte: SOUZA et al., 2020.

O valor 6timo de pH foi de 6,0 para a maior
atividade bactericida, alta DD mais eficaz contra E.
colie S. aureus . A MIC para DD 81% foi de
0,0625% ( E. coli ) e 0,0313% ( S. aureus )

A MIC para DD 100% foi de 0,0156% para ambos
0S microrganismos.

MC maiores (>29,2 kDa) geralmente exibem
atividade anti-inflamatdria.
Os CS ligam-se ao receptor CR3 e aos receptores
TLR4 e CR3 em macréfagos, regulando
negativamente a fosforilagdo das proteinas de
sinalizacdo MAPK ERK, JNK e p38, inibindo a
ativagdo de NF-«kB induzida por LPS, abolindo a
producéo de TNF-a e IL-6 diminuindo NO producéo,
reduzindo a inflamacao.

Capacidade anti-ulcerativa e cicatrizante. LMW CS
reduziu feridas ulcerativas.
HMW CS ajudou a reter as dobras estomacais,
proporcionando um efeito gastro protetor, também
pode estimular a sintese de colageno.

A reducéo de DD e MW torna o CS mais eficiente na
remocao de espécies reativas de oxigénio in vitro
(ROS).

Reducédo do peso molecular do CS por irradiacao
gama a 50KGy, aumento da capacidade
antioxidante da dispersao do CS

A SC e os quito-oligossacarideos tém a capacidade
de regular o peso corporal, os indices hepatico e
cardiaco, a relacdo gordura/corpo, bem como os
lipidios séricos, hepéticos e
fecais. Simultaneamente, manter a atividade
apropriada do figado e soro superéxido dismutase
(SOD), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), bem como figado e acidos
biliares totais fecais (TBA)

A CS induziu a formagédo de novo tecido osteoide,
ilustradondo  biodegradabilidade e liberacéo
controlada de sinvastatina. Apés 14 dias, o CS
promoveu aumento da enzima ALP (indicador de
mineralizacéo dos osteoblastos). Nanoestruturas de
CS apresentaram porosidade adequada para
angiogénese e nutricao 6ssea

Reducéo de DD e MW de CS e seus derivados
exibindo bons resultados in vivo, sendo eficiente
contra cancer de prostata, células epiteliais basais
alveolares humanas carcindbmicas e carcinoma
hepatocelular, sendo atoxico para células saudaveis

Shiitake CS teve o melhor efeito inibitério sobre o
crescimento da linhagem celular de neuroblastoma
humano (IMR 32, BCRC 60014) e da linhagem
celular de carcinoma hepatocelular de figado
humano (Hep G2, BCRC 60025), ocorrendo porque
Shitake CS é mais desacetilado
A coagulacao foi duas vezes mais rapida do que o
sangue puro no ensaio de hemocompatibilidade in
vitro .

Teste in vivo revelou a redugéo para metade da
perda de sangue e tempo de coagulacao para
ambos os 6rgaos e artérias
Um curativo hemostatico comercial para controle
externo temporario de feridas com sangramento
grave. E um curativo CS composto por uma gaze
médica ndo tecida de mistura de poliéster/rayon
revestida com CS (HemCon Medical Technologies,
Portland, OR, EUA).
pelas forcas militares dos EUA, servicos médicos
de emergéncia
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico (PA),
e foram utilizados sem purificacdo prévia. A quitosana utilizada possui massa
molecular média e foi obtida da Sigma-Aldrich (S&o Paulo — SP, Brasil), o etanol
absoluto, &cido acético glacial e o &cido cloridrico foram obtidos da Synth (Sao Paulo
- SP, Brasil), a glicerina bidestilada da Neon ® e o tripolifosfato de sédio (TTP) da
Sigma-Aldrich (Sao Paulo — SP, Brasil) . O farmaco Aciclovir foi obtido da empresa

farmacéutica Eurofarma.

4.2 Producao das membranas

Para a produgcdo da membrana de quitosana, foi preparada uma solugao do
polimero a 1% (m/m) em solu¢cédo aquosa de acido acético glacial 1% (v/v). Pesou-se
inicialmente 5g de quitosana em balanca analitica Shimadzu ATY224 e adicionou-se
ao solvente sob agitacdo constante de 1500RPM com o auxilio de um agitador
magnético IKA RTC BASIC, conforme ilustrado na Figura 8. A solu¢do permaneceu

sob agitacao por 2h até obtencéo de uma solucao homogénea.

Figura 8- Agitacdo de quitosana em solugédo aquosa de acido acético 1%.

Fonte: Autor.

ApoOs a obtencao da solucdo homogénea, o montante foi dividido em quatro
partes iguais de 125¢g, conforme ilustrado na Figura 9, e a seguir com o auxilio de uma

balanca semianalitica (BELL M503) foi feita a adicdo do plastificante (glicerina
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bidestilada). O plastificante foi adicionado em diferentes propor¢cdes (10%, 20% e
30%) em relacdo a massa de quitosana presente em cada fracédo (1,25g). Para tanto,
utilizou-se uma pipeta automatica de volume variavel. Por se tratar de um material
viscoso foi necessario esperar até que o liquido estabiliza-se dentro da ponteira e
depois dispensar sobre as dispersfes até que toda a glicerina fosse gotejada na
solucédo de quitosana. A quantidade de plastificante adicionada foi determinada de
acordo com resultados encontrados na literatura (CARONI et al., 2021) sendo utilizado

a fim de que a membrana se torne mais flexivel.

Figura 9- Fracionamento da solucdo de quitosana para adi¢cdo do plastificante.

BRANCO 10% (p/p) 20%(p/p) 30%(p/p)

Fonte: Autor.

Apoés a adicdo do plastificante, as dispersdes foram homogeneizadas com o
agitador magnético IKA RTC BASIC por 5 minutos. Ap0s esse periodo as membranas
foram formadas através da evaporacdo do solvente em estufa ventilada LEMAQ,
ilustrada na Figura 10, por 20 horas a 37°C.

Figura 10 - Estufa ventilada utilizada para secar as membranas.
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Fonte: Autor.

O suporte para secagem das membranas foi confeccionado utilizando um tapete
de silicone com fibra de vidro antiaderente para forno SILPAT®, e como limitador do
tamanho das membranas foi utilizada uma barrinha de plastico (1 x 0,3 cm), e

massinha de modelar para selar as frestas, conforme esta representado na Figura 11.

Figura 11- Modelo do suporte utilizado para secar as membranas (18 x 11 cm)

Fonte: Autor.

A adigdo do Aciclovir nas membranas foi realizada dissolvendo 50 mg do farmaco
em solucéo aquosa de acido acético 1%(v/v) e glicerol (plastificante) com o auxilio de
um agitador magnético, utilizando a velocidade de 300RPM por 30 minutos. Apos a
completa solubilizacdo do farmaco, a quitosana foi adicionada e a velocidade de
agitagdo aumentada para 1500RPM, levando 2 horas para completa dissolu¢cido do

polimero.

4.3 Producéo das microcapsulas pelo metodo de gelatinizacao
ionotropica

As microcapsulas de quitosana reticuladas com tripolifosfato de sodio (TTP), foram
preparadas de acordo com a metodologia descrita em (XUE et al., 2019). De maneira
resumida, uma solucdo de 50 mL de quitosana 0,2% (p/v) em &cido acético 1%(v/v)
foi preparada e gotejada sobre uma placa de petri contendo 20 mL de solucao
reticulante de TPP 0,1% (p/v) em hidroxido de sédio 0,05 M, com o auxilio de uma

pipeta automatica de volume variavél de 1-10 mL. As microcapsulas obtidas ficaram
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em contato com a solucéo de TPP por 10 minutos, conforme ilustrado na Figura 12, e
posteriormente foi removido o sobrenadante. As microcapsulas formadas foram entéo
submetidas a lavagem com agua purificada e secas em estufa a 37°C por 24 horas.
ApoOs sua formacdo, as microcapsulas possuem baixa resisténcia mecanica,
impossibilitando sua remocéo do suporte antes do processo de secagem. A adicéo
do Aciclovir nas microcapsulas foi realizada dissolvendo 50 mg do farmaco em solucéo
aquosa de acido acético 1%(v/v) e glicerol (plastificante) com o auxilio de um agitador
magnético, utilizando a velocidade de 300 RPM por 30 minutos. Ap6s a completa
solubilizacdo do farmaco, a quitosana foi adicionada e a velocidade de agitacéo
aumentada para 1500 RPM, levando 2 horas para completa dissolu¢céo do polimero.
A solucdo obtida foi entdo gotejada sobre a solucéo reticulante, formando as

microcapsulas.

Figura 12 - Processo de obtencéo das microcépsulas.

Fonte: Autor.

4.4 Producéo do sistema microcapsulas/membranas

Para a producao do sistema microcapsulas/membrana, foram utilizados 300 mg
de microcapsulas secas em estufa (contendo Aciclovir) sobre um suporte de silicone,

conforme ilustrado na Figura 13.
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Figura 13 — Suporte de silicone vazio (A) e (B) microcapsulas de quitosana e aciclovir sobre o
suporte de silicone.

Fonte: Autor.

Apés a colocacdo das capsulas ao substrato, foram adicionados 10 mL de
solucdo de quitosana e aciclovir (quitosana 1%(p/v), 30% glicerina (p/p) em &cido
acético 1%(v/v), conforme mostra a Figura 14. Em seguida, o sistema foi seco em

estufa a 37°C por 6-8 horas.

Figura 14 - Suporte de silicone vazio (A) e (B) microcapsulas de quitosana e aciclovir com

solugdo quitosana sobre o suporte de silicone

Fonte: Autor.
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5 Caracterizagdes

5.1 Medidas de espessura

Para andlise da espessura, as membranas foram colocadas no micrémetro e
direcionadas na borda e na extremidade, cada medida foi feita em triplicata. Para

tanto, foi utilizado o micrémetro da marca Mitutoyo M4 Checker.

5.2 Absorcéo de 4gua

O ensaio de absorcdo de agua das membranas foi realizado a temperatura
ambiente (25°C), utilizando como meio de hidratacdo tampao pH 7,0 e agua purificada
pH 9,18, utilizou-se 100 mL. O ensaio foi realizado em triplicata e o grafico representa
as médias dos valores encontrados. Para as medidas de massa obtidas em cada
tempo, as membranas foram secas suavemente com lencos de papel macio para
retirar o excesso de meio hidratante da superficie, em seguida, as amostras foram

pesadas em balanca andlitica de precisao.

5.3 Perda de massa por secagem

Para a medicdo de perda de massa das membranas resultante do teste de
absorcdo de &gua, utilizou-se a temperatura ambiente (25°C). Os testes foram
realizados em triplicata, sendo considerados os valores da média encontrada. As
amostras foram pesadas em balanca analitica de preciséo utilizando como suporte

um vidro de reldgio de 10 cm de diametro.

5.4 Espectroscopianaregiao do infravermelho (FTIR-ATR)

Espectros na regido do Infravermelho (IV) com transformada de Fourier foram
obtidos com acessorio de ATR (reflectancia atenuada), utilizando espectrofotdmetro
da marca Shimadzu modelo IR PRESTIGE-21, ilustrado na Figura 15. A aquisicéo de
espectros de amostras liquidas (glicerina, propilenoglicol) foi obtida com uma gota do
material, enquanto que para amostras sélidas (quitosana, aciclovir, e as membranas),
a mesma foi inserida na superficie do prisma. Os espectros da membrana com o

farmaco inserido foram obtidos em quatro regides diferentes. Os resultados obtidos
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em transmitancia foram tratados com software ORINGIN® verséo 8 para atribuicdo e

comparacéo das bandas entre as amostras e seus componentes.

Figura 15 - Espectrofotdmetro naregido do Infravermelho (IV) com transformada de Fourier e

acessorio de ATR (refletancia atenuada).

Fonte: Autor.

5.5 Analise térmica

Curvas termogravimétricas (TGA) foram obtidas em um analisador modelo TGA
2050 e curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) em um analisador
calorimétrico modelo DSC 2100, acoplados a um analisador térmico TA 2000, todos
fabricados pela empresa TA Instruments. As curvas TGA foram obtidas usando
suporte de amostra de alumina, em torno de 7 mg de amostra foram utilizadas. As
andlises foram realizadas com razdo de aquecimento de 5 °C min' em atmosfera

dinAmica de ar e N2, ambas com uma vazédo de 90 mL min,

5.6 Ensaio mecanico de tracao

Ensaios mecanicos de tracao foram realizados para todas as amostras, utilizando
corpo de prova de 15 mm x 10 mm (comprimento x largura). Os testes foram realizados

em triplicata utilizando maquina de ensaio universal da marca Biopdi, modelo MBIO1
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- portatil (Sao Carlos, Sao Paulo), com célula de carga de 50 N e taxa de deformacéo

constante (velocidade de deslocamento do travesséao) de 5 mm/min.

5.7 Peso médio

O peso médio das membranas foi obtido em uma balanca analitica de precisao, da
marca Gehaka®. O resultado do peso médio irAd auxiliar na determinacdo da
uniformidade da membrana obtida, bem como na uniformidade de dose, sendo

comparada também com as medidas de espessura.

5.8 Difracéo de raios X

As matérias primas e todas as membranas foram caracterizados por medidas
de difracdo de Raios X com a finalidade de observar a influéncia do Aciclovir na
cristalinidade e, consequentemente, nas propriedades das membranas. O Aciclovir
(pd), a quitosana (pd), as membranas de quitosana com diferentes concentracées de
plastificante (10, 20 e 30% p/p) e a membrana de quitosana 30% (p/p) com Aciclovir
foram analisadas em um intervalo de 26 entre 5,0 e 70,0 graus a uma velocidade de
1°/min. As analises de difracdo de Raios X foram realizadas em difratbmetro de raios
X Miniflex Il — Desktop X-ray diffractometer, da marca Rigaku, com radiacéo de Cu Ka
(A= 0,154 nm). As analises foram conduzidas em temperatura ambiente em aparelho

com tensao de 40 kV e corrente 30 mA.

5.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Micrografias superficiais dos biofilmes foram obtidas por Microscopia Eletrbnica
de Varredura (MEV), para andlises das superficies de topo em alta escala de
ampliacdo. A microscopia eletrbnica de varredura analisa o material através da
irradiacdo por um fino feixe de elétrons que interage com a superficie da amostra e
origina uma série de radiagbes fornecendo, dessa forma, informagédo morfoldgica e
topografica de superficies de solidos, necessaria para a compreensdao do
comportamento de superficies (SOUZA NETO et al., 2019). A caracterizagédo por MEV
foi realizada utilizando equipamento modelo Hitachi - TM-3000, acoplado com sistema
para microanalise quimica por Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDS, sendo
obtidas imagens usando magnificacédo de 500x, 10000x e 30000x.



42

5.10 Perfil de liberacao

Para a avaliacéo do perfil de liberacdo do Aciclovir contido nas microestruturas
obtida (membrana, capsulas e membrana + cépsulas), utilizou-se como meio de
dissolucéo o tampé&o pH 7,0e temperatura constante de 37°C. A escolha do pH e da
temperatura foi realizada de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do material
e também das condicdes fisioldégicas do local de aplicacdo das microestruturas

desenvolvidas.

5.11 Curvade calibrag&o do Aciclovir

Para contrucdo da curva de calibracdo foi inicialmente verificado qual o
comprimento de onda de maior absorbancia para o Aciclovir através de uma varredura
de 200 a 500 nm. Apds a determinacdo do comprimento de onda necessério foi
preparado uma solucdo de Aciclovir 0,0015% (p/v) de acordo com instru¢des da
farmacopéia brasileira 6° edicdo 2019.

A solucdo padréo foi preparada dissolvendo-se 10 mg de padrdo de Aciclovir,
precisamente pesado, em uma solu¢do de HCI 0,1 M utilizando baldo volumétrico de
100 mL. A partir dessa solucdo foram preparadas as amostras com diferentes
concentracdes. As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro FEMTO® UV 700

e a solucédo HCI 0,1 M para ajuste da linha de base (zero).

5.12 Avaliacado do efeito matriz

A guantificacdo do composto de interesse em validac&o pode ser obtida através
dos seguintes métodos: padronizagéo externa; padronizagao interna; superposi¢ao de
matriz; adicdo padrédo. A primeira forma de se avaliar a seletividade é comparando a
matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada com esta substancia
(padréo), sendo que, nesse caso, henhum interferente deve possuir absorbancia no
mesmo comprimentos de onda da substancia de interesse. Para tanto, espectros de
absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram realizados com varreduras

de 200 a 600 nm. Os espectros foram obtidos para as solu¢cdes formadoras das
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membranas e capsulas (quitosana/glicerol 30%(p/p)/Aciclovir e quitosana/glicerol
(30%(p/p)), além da solucéo do farmaco Aciclovir. As medidas foram feitas a fim de
observar se algum dos componentes da amostra (quitosana, glicerol, acido acético)
absorvem no mesmo comprimento de onda do Aciclovir (249 nm), e se a varredura da

amostra para o farmaco apresenta o mesmo perfil do Aciclovir padréo (BRASIL, 2017).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Formagdes das membranas

As membranas foram removidas das placas de silicone mostrando-se
visualmente homogéneas, ndo apresentando bolhas, conforme ilustrado na Figura 16.
Os valores de espessura obtidos para as membranas foram de 20 pm, 35 pm, 20 pm
e 16 pm no centro e 25 pum, 30 um, 35 pme 27 um na regido das bordas para as
membranas formadas por quitosana, quitosana/ glicerol 10%, quitosana / glicerol 20%

e quitosana / glicerol 30%, respectivamente.

Figura 16- Membranas formadas por a) quitosana, b) quitosana/glicerol 10%, c)

guitosana/glicerol 20% e d) quitosana/glicerol 30% secas em estufa a 50°C.

BRANCO - 10%(P/P) ‘¢ 20%(P/P)

Fonte Autor.

A Figura 17 a seguir mostra a membrana com Aciclovir apos 24 horas (A) e 48
horas (B) de secagem. E possivel observar a diferenca de coloragdo em fungéo do

tempo, o que sugere baixa estabilidade do Aciclovir quando incorporado a membrana.
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O aspecto amarelado observado nesta estrutura sugere ainda a oxidacao do farmaco
através de seu alcool primario, que oxida em aldeido e em seguida para acido
carboxilico , o que pode ocorrer pela acdo de oxigénio, umidade e temperatura
(MEIRELLES, 2014)

Figura 17 - (A) Membrana com Aciclovir 24 horas apds o preparo, e apés a secagem (B)

Membrana com Aciclovir ap6s 48 horas ap0s a secagem.

Fonte: Autor.

A Figura 18 a seguir ilustra a hipotese de interacdo entre os materiais
formadores das membranas. A principal ligacdo quimica existente sédo ligacdes
hidrogénio entre as cadeias de quitosana, bem como entre as moléculas de

quitosana e glicerol.

Figura 18 - Interac&o entre os materiais formadores da membrana.
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Fonte: Autor.



45

6.2 Formacao das Capsulas

A gelificacao ionotrépica € um processo que tem por base a capacidade de
polieletrolitos (quitosana) apresentarem ligacbes entrecruzadas na presenca de
contra-ions (tripolifosfato) e formarem estruturas gelatinosas, também denominadas
microcapsulas. Neste sistema, a gelificacdo ocorre pela interacdo entre grupos
fosfatos negativamente carregados, presentes na estrutura do TPP, com os grupos
amino protonados da quitosana, positivamente carregados. As microcapsulas obtidas
pelo processo de ionotropia estdo apresentadas na Figura 19. Na Figura 19 B
podemos observar que as estruturas possuem tamanho médio de 1 mm.

A vantagem observada na incorporacdo do farmaco as capsulas foi a maior
estabilidade apresentada, uma vez que, na membrana o0 mesmo apresentou aspecto
amarelado rapidamente. A hipétese para tal fato € que o Aciclovir ndo esta totalmente
envolvido pela membrana, ficando mais suceptivel a reacdes de oxirreducdo na
presenca da luz e oxigénio. J4 na estrutura das cdpsulas o encapsulamento do
Aciclovir apresenta maior estabilidade, provavelmente devido ao farmaco estar melhor

envolvido evitando contato com o oxigénio da atmosfera.

Figura 19 — Tamanho e morfologia das capsulas apds o processo de secagem de em

estufa a 37°C, por 24horas.

b

4

Fonte: Autor.
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A Figura 20 mostra as microcapsulas com e sem insercao de farmaco, conforme

podemos observar nenhuma alteracdo morfologica significativa foi apresentada.

Figura 20 - (A) Capsulas sem Aciclovir, e (B) Capsulas com Aciclovir.

Fonte: Autor.

A Figura 21 ilustra a hipétese de interacéo entre os materiais formadores
das microcapsulas. Conforme podemos observar, a principal ligacdo quimica
existente sdo interacdes eletrostaticas entre as aminas protonadas (NHs*) das

cadeias de quitosana e grupos fosfato negativamente carregados do TPP.

Figura 21 - Interagdo entre os materiais formadores das microcépsulas.
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Fonte: Autor.

6.3 Formacéao do sistema microcapsula com Aciclovir e membrana
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Buscando associar as melhores caracteristicas de adesividade, resisténcia
mecanica e elasticidade observadas na membrana, com a boa estabilidade fisico-
guimica conferida pelas microcapulas ao farmaco Aciclovir, o sistema membrana +

capsula foi obtido, conforme ilustrado na Figuras 22.

Figura 22 - Sistema microcapsula/membrana ap6s a secagem.

Fonte: Autor.

E possivel observar a estrutura com um aspecto esbranquicado conferido pelas
microcapsulas. Visualmente, a insercdo das microcipsulas nas membranas acarreta
em uma reducdo da elasticidade e apresenta ressecamento da amostra, conforme

ilustrado na Figura 23.

Figura 23 - Sistema microcapsula + membrana ap6s a secagem (A) sistema com

Aciclovir (B) sistema sem Aciclovir.

Fonte: Autor.



6.4 Espectroscopianaregiao do infravermelho (FTIR-ATR)

Espectros de infravermelho foram obtidos a fim de se caracterizar os grupos
quimicos de ambos os materiais nas membranas. Os espectros na regido do
infravermelho para as membranas, formadas por quitosana pura e membranas
mistas formadas por quitosana/glicerol, séo ilustrados na Figura 24. As bandas
vibracionais tipicas correspondentes aos grupos quimicos formadores de ambos os

materiais foram identificadas e estéo listadas na Tabela 4 a seguir.

Figura 24 - Espectros de infravermelho para a) quitosana, b) quitosana/glicerol 10%

(p/p) , ¢) quitosanalglicerol 20% (p/p) e d) quitosana/glicerol 30% (p/p)
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Fonte: Autor.
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E possivel observar que as bandas centradas em 3336 cm™ (atribuidas a
deformacdo OH) e aquelas centradas em 2918 cm™ e 2848 cm™ (atribuidas as
cadeias alquilicas) tém sua intensidade aumentada com a adi¢éo de glicerol, sendo
que nenhuma banda nova foi observada. Todas as bandas foram atribuidas em
acordo com a literatura (CARONI et al., 2021).

Tabela 4 - Espectroscopia naregido do infravermelho das membranas de quitosana.

Deformacéo de O-H sobrepostas a deformagéo N-H.

Vibractes de C-H.

Grupo amida | (C = O alongamento) da quitosana.

Deformacao angular do grupo CHz ligado ao grupo
carbonila.

Banda de amida Il (deformacé&o angular N-H) da
guitosana.

Banda de amida Ill (C = O-NH2 deformacéo axial) da
guitosana.

Ligacdo peptidica, deformacédo angular do C-O da
guitosana.

Fonte: Autor.

A Figura 25 ilustra o espectro na regido do infravermelho do Aciclovir, onde
as principais bandas vibracionais estdo presentes, sendo elas: em 1717 cm™ e
1632 cm, relativos a deformacédo axial da ligagdo C=0 (banda amida I) e a
deformacéo angular da ligacdo N-H (banda amida II), respectivamente. As bandas
em 3400 cm™? e 3500 cm™ sdo referentes as deformacdes axiais simétrica e

assimétrica do N-H, respectivamente. As atribuicbes de bandas do espectro foram
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feitas de acordo com a literatura (ZEPON et al., 2013).

Figura 25 - Espectro de infravermelho para o farmaco Aciclovir
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Fonte: Autor.

O comparativo dos espectros por FTIR das membranas/glicerol 30% (p/p),
membrana/glicerol 30% (p/p) + Aciclovir e Aciclovir em p6 é apresentado na Figura
26. A membrana/glicerol 30% (p/p) + Aciclovir apresenta bandas caracteristicas da
quitosana e também do Aciclovir, sendo elas: banda em 3400 cm* correspondente ao
grupo OH sobrepostas a deformacéo N-H, banda em 1722 cm relativos a deformacéo
axial da ligacdo C=0 (banda amida I) e a banda 1632 cm referente a vibragéo do
grupo N-H de amida Il. Para o sistema membrana/glicerol 30% (p/p), € possivel
observar as bandas caracteristicas da quitosana em 3367 cm correspondente ao
alongamento assimétrico da ligacdo OH- e em 2866 cm™ e 2798 cm™ deformacéo de
CH dos grupos alquilicos, e as bandas as bandas 1745 cm, 1546 cm™ e 1370 cm™
gue correspondem a deformacéao angular de N-H da amida I, Il e Ill, respectivamente.
Como também é possivel observar ocorreu um deslocamento nas bandas amino,
amida tanto da quitosana quanto do acilovir sugerindo uma possivel interacédo quimica

entre estes grupos.
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Figura 26 - Espectro de infravermelho para a (A) Aciclovir, (B) Membrana/glicerol 30% (p/p) e

(C) Membrana/glicerol 30% (p/p)/Aciclovir
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Fonte: Autor.

6.5 Difracado de raios X (DRX)

Consideracdes entre estados cristalinos e amorfos sdo importantes em relagcdo ao
processo de absorcéo de liquidos (dissolucéo). Solidos amorfos séo, geralmente, mais
facilmente dissolvidos que soélidos no estado cristalino (PRADO; ROCHA, 2015). Tal
fato baseia-se na energia envolvida no processo de dissolugéo, pois em um sélido
amorfo as moléculas sao arranjadas ao acaso e, portanto, baixa energia é requerida
para separa-las, consequentemente a dissolucdo € mais rapida. Assim, o
desenvolvimento de formulagbes contendo o farmaco na forma amorfa é
frequentemente benéfico em termos de dissolucéo e biodisponibilidade (STULZER et
al., 2007)

O Aciclovir em p06 possui caracteristicas cristalinas, que no difratograma mostrado
na Figura 27 se apresentam sob a forma de picos que foram aqui atribuidos de acordo

com o encontrado na literatura. Neste estudo foram tomados como referéncia os picos
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com maior intensidade relativa para o farmaco puro que se encontram em 28, sendo
eles: em 6,78°,10,34°, 12,90°, 15,86°, 20,84°, 23,72°, 25,94° e 29,21°, confirmando as

caracteristicas cristalinas do ativo (LUTKER et al., 2011).

Figura 27 - Difracéo de raios X para o farmaco Aciclovir

| — Aciclovir |

6,76

Intensidade (u.a)

2 Theta (9)

Fonte: Autor.

A Figura 28 mostra o difratograma obtido para a quitosana em pé. Conforme
podemos ver, o grafico apresenta dois picos largos em 26 centrados em 10,22° e
19,54°, referentes aos planos (010) e (020, 110), respectivamente, com grau de
cristalinidade de 8,49%, evidenciando a estrutura semicristalina do polimero e
corroborando com os valores encontrados na literatura que séo picos entre 10,10 —
10,99° e 19,98 — 20,21° (COSTA; MANSUR, 2008).
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Figura 28 - Difracéo de raios X para a quitosana.
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Fonte: Autor.

Com relacdo as membranas formadas por quitosana/glicerol 30% (p/p) e
quitosana/glicerol 30% (p/p) + Aciclovir, a membrana sem o farmaco apresentou
somente um dos picos caracteristicos da quitosana em pdé, o centrado em 20,36°,
conforme ilustrado na Figura 29. Ja a membrana contendo o farmaco apresentou um
difratograma com pico mais estreito em aproximadamente 20 = 20,68°, quando
comparado com a membrana de quitosana sem o farmaco, a presenca do Aciclovir na
superficie da membrana pode alterar a difracdo dos raios X que incedem sobre a

superficie.



54

Figura 29 - Difracdo de raios X para: (A) membrana/glicerol 30% (p/p), (B) membrana/glicerol

30%(p/p)/Aciclovir e (C) Aciclovir em poé.
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Fonte: Autor.

6.6 Microscopia eletronica de varredura das membranas de quitosana.

No aspecto macroscopico, as membranas apresentam maleabilidade que
diminui conforme diminuia propor¢do de glicerol em relagdo a quitosana. J4 nas
imagens micrografias obtidas por MEV, apresentadas na Figura 30, o aspecto
morfolégico microscopico das membranas sem e com plastificante (10, 20 e 30%)
podem ser observadas. Conforme podemos observar, a superficie das membranas
mostram-se rugosa sem poros, sendo que a inser¢ao de qualquer proporgéo de
plastificante ndo altera a morfologia das membranas em relagdo a membrana de

quitosana pura (Figura 30 A).



55

Figura 30 - Microscopia eletrénica de varredura das membranas de quitosana: A= membrana

sem glicerol; B= membrana/glicerol 10%; C= membrana/glicerol 20%; D= membrana/glicerol

30%.

Fonte: Autor.

6.7 Andlise termogravimétrica TG

A Figura 31 A-C mostra as curvas TGA para o Aciclovir, quitosana em p6 e
membrana formada por quitosana pura. A decomposic¢ao térmica do Aciclovir em po
Figura 31 A foi observada em dois eventos, o primeiro ocorreu em DTG pico =
248,0°C, e o segundo evento ocorreu em DTG pico = 471,9 °C. ApOs estes eventos,
houve uma perda de massa constante, gerando um residuo de cerca de 10% da
massa inicial. Esses dados estdo de acordo com resultados relatados na literatura
para este farmaco (STULZER et al., 2007).

Para a quitosana em po, a curva TG apresentada na Figura 31 B, um Gnico e

acentuado evento de perda de massa ocorre na faixa de temperatura compreendida
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em DTG pico=288,4°C. Ja a curva termogravimétrica da membrana de quitosana pura
(Figura 31 C) apresenta dois eventos térmicos importantes. O primeiro estagio
corresponde a desidratacdo (perda de 4gua) da quitosana, na faixa de DTG pico =
80°C e DTG pico =122 °C, e 0 segundo estagio a degradacdo da amostra, que ocorre
em DTG pico= 273 °C, correspondente a degradacéo dos sacarideos que compdem
a quitosana.

Figura 31 - Anélise termogravimétrica TGA e DTG do farmaco Aciclovir (A), quitosana em p6

(B) e da membrana formada por quitosana pura (C).
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A Figura 32 A-D apresenta as curvas TG para as membranas com proporc¢des
de glicerol (10%, 20% e 30%) e membrana/glicerol 30% (p/p) + Aciclovir. A
comparacao das curvas obtidas por (TG) mostraram uma maior estabilidade térmica
para membrana de quitosana pura quando comparada as membranas com
proporcdes de glicerol (10%, 20% e 30%) e membrana/glicerol 30% (p/p) + Aciclovir.
Podemos observar dois estagios de degradacédo para todas as membranas, sendo
gue a mais acentuada perda de massa ocorre na faixa de temperatura compreendida
entre 250 a 270°C. Em resumo, todos os materiais formadores das membranas,
farmaco e as membranas apresentaram-se termicamente estaveis até a temperatura
de 200,0 °C, apoés esta iniciou-se um evento de decomposi¢cdo mais acentuado até
500,0 °C. Dessa forma, sugere-se que ndo ocorreu uma diminuicdo significativa da
estabilidade térmica das membranas em relagdo ao farmaco e a quitosana

separadamente.

Figura 32 - Andlise termogravimétrica TG e DTG da membrana pura (A) e membrana com

glicerol 10% (B), 20% (C) e 30% (D) (p/p).
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6.8 Ensaios mecanicos de tracao

A Figura 33 ilustra as curvas de forca versus deslocamento obtidas a partir dos
ensaios mecanicos de tracao, realizados para todas as amostras. Conforme podemos
observar, a resisténcia a tracdo € maior para a amostra de quitosana pura, onde um
valor maximo de 30 N foi obtido antes da ruptura da amostra. Ja para as outras
amostras, menores valores de for¢ca foram encontrados antes da ruptura, conforme

mostrado no grafico.

Figura 33 - Resisténcia a tragcdo de membranas de quitosana, quitosanalglicerol 30% e

quitosanal/glicerol 30%/quitosanal/glicerol 30%/Aciclovir.
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Fonte: Autor.

Gréficos de tenséo versus deformacéo foram plotados e estédo apresentados na
Figura 34. Através desse grafico € possivel determinar o valor do médulo de
elasticidade (E) (ou médulo de Young), que corresponde a inclinagao (coeficiente
angular) do segmento linear do grafico e é calculado a partir da tangente tracada na
regido de deformacdao elastica das amostras, utilizando a equacao (1). Sendo ¢ = valor

da tensdo (MPa), € = deformagéo (mm) e E = modulo de elasticidade (MPa).

o=Exe ou E=o/e(Ao/Ag) (2)
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Figura 34 - Tens&o versus deformacdo de membranas de quitosana, quitosana/glicerol 30% e

quitosanalglicerol 30% e quitosana/glicerol 30%/Aciclovir.
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Fonte: Autor.

O médulo de elasticidade (E), também conhecido por médulo de Young esta
intrinsecamente correlacionada a deformacéo elastica dos materiais, determinando se
o material € mais ou menos suscetivel a esse tipo de deformacao; logo, o modulo de
elasticidade é fortemente associado a rigidez do material e pode ser definido como a
resisténcia desse material & deformacdo elédstica. Assim, E é uma grandeza
proporcional a rigidez de um material quando este é submetido a uma tensao externa
de tracdo ou compressao, correspondendo a maior tensdo que o material suporta em
sua deformacdao elastica (antes de deformar plasticamente).

Os mobdulos de elasticidade obtidos para as membranas de quitosana,
quitosana/glicerol 30% e quitosana/glicerol 30%/Aciclovir foram 3,43 x 103, 2,67 x 10-
3 e 1,82 x 102 MPa, respectivamente. Quanto maior o valor de E, mais rigido é o
material ou menor sera a deformacéo elastica para uma mesma carga aplicada. Sendo
assim, comprova-se que a membrana de quitosana € mais rigida do que a membrana

de quitosana plastificada com glicerol 30%. Nota-se ainda que a membrana que
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contém Aciclovir € a menos rigida (com menor valor de E) dentre as membranas
formadas.

A menor rigidez demonstra maior elasticidade das membranas que contém
glicerol. Tal resultado se deve ao fato das cadeias poliméricas de quitosana
apresentarem forte ligacdes de hidrogénio intermoleculares, resultando na rigidez da
membrana formada. A insercéo do plastificante (glicerol) ocasiona a reducao (quebra)
dessas ligacdes, fazendo com que as cadeias tenham mais mobilidade em se afastar
umas das outras e deslizarem umas sob as outras quando estéo sob tracao, refletindo

em maior elasticidade da membrana (plastificada).

6.9 Absorcao de agua e perda de massa

A Figura 35 A e B apresenta os resultados de ganho de massa determinado
através da absorcdo de &agua para membrana/glicerol 30% (p/p) (A) e
membrana/glicerol 30% (p/p) +Aciclovir (B). Os graficos foram obtidos através do
monitoramento da imersdo destas em tamp&o pH 7,0 durante 48 h. E possivel
observar que ambas as membranas apresentaram um ganho de massa inicial alto,

gue se estabiliza tornando-se constante apos 15 minutos.

Figura 35 - Teste de absorcéo de agua (tampdao pH 7,0)
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Fonte: Autor.
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A taxa de ganho de massa nos sistemas avaliados a partir da absorcéao de
agua, nos permite verificar a estabilidade estrutural do polimero, onde a presenca
constante de umidade na estrutura do polissacarideo provoca o intumescimento da
matriz com consequente desagregacdo do filme (ODILIO et al., 2003). Da mesma
forma que a absorcéo de agua foi verificada, a perda de massa através da evaporagao
da agua absorvida também foi avaliada. Para tanto, as membranas foram colocadas
em temperatura ambiente para secagem e o peso foi verificado em fungdo do tempo,
conforme ilustrado a Figura 36. Conforme podemos observar, o comportamento de
perda de agua foi semelhante para ambas as membranas, sendo observada uma
reducdo de 61,4% em massa, sendo que em 60 minutos a perda de agua se

estabilizou.

Figura 36 - Perda de massa a temperatura ambiente
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6.10 Ensaio de liberacao

A Figura 37 mostra o espectro de absorbancia na regiao de ultravioleta-visivel
(UV-Vis) para o Aciclovir. A varredura realizada no intervalo de 200 a 500 nm , mostra
que a absorcdo maxima foi 0,8 de intensidade de absorbancia com banda centrada
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em 249 nm. Esta curva é caracteristica para o Aciclovir e semelhante ao encontrado
na literatura (BARBOSA, et all., 2010).

Figura 37 — Espectro de absorbancia na regido do UV-Vis para o Aciclovir.
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A fim de verificar o efeito da matriz, ou seja, a influéncia de outras bandas de
absorcdo que possa estar relacionada aos materiais componentes da membrana ou
capsulas, espectros de UV-Vis foram realizados. A Figura 38 mostra a comparacao
das varreduras. Conforme podemos observar, a Unica banda existente nos espectros

é a referente ao farmaco, comprovando que ndo ocorre o efeito matriz.



Figura 38 — Espectros de UV-Vis para avaliar o efeito matriz
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Apoés a verificacdo de efeito de matriz nulo, a curva analitica de calibracéo
utilizando o farmaco Aciclovir foi obtida e € mostrada na Figura 38. A Figura 39 ilustra
a determinacéo grafica da linearidade e precisdo (R?) da curva analitica plotada
utilizando a correlacdo dos sinais (absorbéancia) de espécies padrdes (solucdes
padrbes) com as respectivas concentracdes. A partir do grafico foi possivel determinar

gue a linearidade é determinada pela seguinte equacéo da reta: y = 520,97x + 0,0083,

onde y = sinal otido em absorbancia e x = concentagédo da amostra.
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Figura 39 - Curva de calibracao para o Aciclovir
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De posse da curva de calibracéo, os ensaios de liberagdo do Aciclovir foram
realizados e foi possivel determinar a concentracdo do farmaco liberado em
decorréncia do tempo, para as trés microestruturas utilizadas no encapsulamento do
farmaco. A Figura 40 ilustra o perfil de liberagcdo para a membrana composta por
quitosanal/glicerol 30% (p/p) / Aciclovir, onde cada ponto representa a média de trés
amostras com peso meédio de 29,63 mg + 1,27. A concentracao inicial de Aciclovir
contido na estrutura era de 0,0008% (p/p) e ao final do teste de liberagao foi de
0,000812% + 2,16 x 10°° no meio de dissolu¢do. Demostrando assim que ocorreu a
liberacao total da quantidade de Aciclovir contido na membrana (101,5%).
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Figura 40 - Perfil de liberacdo da membrana quitosana/glicerol 30%(p/p) / Aciclovir
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A Figura 41 ilustra o perfil de liberagéo para as capsulas contendo Aciclovir, onde
cada ponto representa a média de trés amostras com peso médio de 300mg + 1. A
concentracao inicial de Aciclovir na estrutura era de 0,0008% (p/p) e ao final do teste
de libracéo foi de 0,00075% + 1,96 x 10 no meio de dissolugdo. Demostrando assim
que ocorreu a liberacdo quase que total da quantidade de Aciclovir contido na capsula
(93,75%). O perfil da curva de liberacdo para o0 sistema membrana
quitosanal/glicerol30%(p/p)/Aciclovir e capsula/aciclovir ocorreram de forma
convencional, atingindo o pico de concentragdo em 20 minutos. O tempo total do
experimento foi de 1 hora. A ndo completa liberacdo do Aciclovir para o sistema
capsula/ Aciclovirpode ser devido a presenca de um alcool priméario na estrutura do
Aciclovir que pode formar pontes de hidrogénio e outras interagdes eletrostaticas com
a quitosana, glicerol e a propria agua residual da estrutura, impedindo que ocorra a

liberacdo completa na tempo avaliado.
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Figura 41 - Perfil de liberacéo de capsulas de quitosana com aciclovir
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A Figura 42 ilustra o perfil de liberacdo para o sistema membrana
quitosanal/glicerol30%(p/p)/capsulas/Aciclovir, onde cada ponto representa a média
de trés amostras com peso médio de 0,4435 mg + 2,9 x 10°. Na composicdo do
sistema,0 peso médio das capsulas/aciclovir foi de 0,3098% + 2,2 x 103 A
concentracéo inicial de Aciclovir na estrutura era de 0,0008% (p/p) e ao final do teste
de libracdo foi de 0,000848% + 5,57 x 10 no meio de dissolugdo. O resultado nos
mostra que ocorreu a liberacdo acima da quantidade de Aciclovir contido no sistema
(107,2%). O aumento da concentracgéo liberada em relacdo a inicial, pode ser devido
a quantidade em peso de capsulas utilizadas ndo ser exatamente 300 mg e também
pela ndo-uniformidade de dose em relacdo a cada capsula, onde uma pode conter
mais Aciclovir que outra em relacdo ao seu tamanho (espessura e largura) e peso. O
perfil total de liberag&o foi mais lento em comparac¢éo com os dois sistemas anteriores,
levando 1 h e 20 minutos para ocorrer o limiar de concentracéo e 2 horas para a
liberacdo completa. Foi testada também a possivel liberacdo de Aciclovir apos 24
horas, porém, a concentracdo se apresentou estavel em relacdo a concentracao

medida apds 2 h.
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O perfil de liberacédo foi melhor modulado (tempo prolongado de liberacédo do
farmaco) utilizando o sistema composto por membrana + capsula em comparacao
com o0s outros dois sistemas apresentados anteriormente (membrana/ de
quitosana/glicerol 30%(p/p) e as capsulas). Tal fato pode ser devido a maior interacédo
entre a quitosana e farmaco, uma vez que nesse sistema tem-se uma maior
concentracéo do polimero, presente na capsula (onde o Aciclovir esta encapsulado) e
também na membrana. Assim, ligacdes de hidrogénio ou interacdes eletrostéticas
intermoleculares podem ser formadas entre o grupamento de alcool primario do
Aciclovir, com as hidroxilas e grupamento amino da quitosana, com as hidroxilas do

glicerol, ou mesmo com os residuos de molécula agua que podem estar aprisionadas
na estrutura da membrana de suporte.

Figura 42 - Perfil de liberagdo da membrana quitosana/glicerol 30%(p/p)/cépsula/aciclovir
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8 CONCLUSOES

Trés diferentes sistemas microestruturados (membranas, microcapsulas e
membrana + microcipsula) a base de quitosana foram desenvolvidos para
incorporacao do farmaco Aciclovir, visando liberacdo controlada e melhora em sua
eficicia terapéutica, reduzindo a necessidade de reaplicacdo. As membranas foram
obtidas através da técnica de formacgéo de filmes casting e a adicdo de glicerina
vegetal bidestilada como plastificante visou melhora na elasticidade, resisténcia
mecanica e adesividade. Ja as capsulas, foram obtidas através de geleificacéo
ionotrépica, onde a interagdo dos grupos aminos disponiveis protonados presentes na
quitosana interagem com grupamentos fosfato do tripolifosfato de sdédio (TPP)
negativamente carregados, formando redes de reticulacdo na microestrutura. O
sistema membrana + capsula foi obtido misturando as capsulas as membranas. Este
sistema por sua vez, apresentou-se com aspecto mais ressecado e quebradico apos
a secagem em estufa. Ambos os sistemas foram utilizados na incorporacao
(aprisionamento) de 50mg de Aciclovir. A estabilidade do farmaco nas membranas
nao foi satisfatoria, oxidando rapidamente, e ficando com um aspecto amarelado,
desprendendo-se em forma de p6 na superficie da membrana. J& a estabilidade do
aprisionamento do Aciclovir nas microcapsulas foi melhor, provavelmente devido a
auséncia de plastificante na formacao das mesmas, evitando umectacao.

A caracterizacdo por FTIR para as estruturas obtidas mostaram que o aciclovir
esta parcialmente envolvido no polimero, permanecendo dentro e fora da estrutura da
membrana. J4 as andlises de DRX, mostraram que o aciclovir ndo altera a estrutura
amorfa da quitosana, talvez pela quantidade de farméaco utilizada ser muito menor do
gue a do polimero. As andlises térmicas de TG mostraram boa estabilidade das
estruturas obtidas, que apresentaram-se termicamente estaveis (com pouco perda de
massa) em temperaturas de até 200°C. A insercao de glicerol e Aciclovir ndo alteram
de maneira significativa esta propriedade. O ganho e perda de massa da
membrana/glicerol 30% (p/p) apresentou o mesmo perfil que a membrana/glicerol
30% (p/p) + aciclovir, mostrando uma boa estalidade da estrutura do polimero,
provavelmente devido ao pH do tamp&o utilizado pH 7,0, que manteve 0s grupos
amino da quitosana protonados, evitando assim o relaxamento da cadeia polimérica.

A associacdo entre microcdpsulas contendo Aciclovir e a membrana de

quitosanal/glicerol 30% (p/p), apresentou a formacéo de microestrutra mais ressecada
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e quebradica apds a secagem em estufa, mas com boa estabilidade fisico-quimica
para o encapsulamento do Aciclovir.

Quanto ao ensaio de perfil de liberacdo para as microestruturas desenvolvidas,
a que apresentou melhores resultados foi a estrutura membrana de quitosana/glicerol
30%(p/p)/capsula/Aciclovir, modulando a liberagcdo em 1 hora e 20 minutos, com pico
de concentracdo maxima em 2 horas. Quanto aos outros dois sistemas desenvolvidos
e avaliados (membrana e capsula), ambos tiveram o mesmo perfil de liberacdo
convencional, sendo que entre 15 a 20 minutos foi liberada toda a concentragao de
farmaco.

Todas as estruturas obtidas nesta pesquisa mostraram-se promissoras para
serem utilizadas como sistemas de liberacdo convencional e liberacdo controlada, o
diferencial destas microestruturas é a juncdo das propriedades cicatrizantes,
reparacao tecidual, biocompatibilidade, biodegradabilidade e caracteristicas fisico-
guimicas e morfolégicas avaliadas, associado a acdo seletiva do Aciclovir no

tratamento das lesdes causadas pelo virus da Herpes Simples.
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