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RESUMO - A quitosana (Q), o alginato (A) e a xantana (X) sdo polimeros
biodegradaveis e biocompativeis muito utilizados na obtencdo de curativos,
podendo ser combinados entre si e com outros compostos ativos, tornando-se mais
efetivos no processo de cura de uma lesdo. Este trabalho visou a producéo de
filmes constituidos de Q complexada com A ou X incorporando diferentes
proporcdes do antibidtico eritromicina por dois métodos distintos, adicdo direta a
mistura polimérica (AD) e impregnacdo em solucdo etandlica contendo o
composto ativo (IE). Os filmes obtidos foram caracterizados quanto ao seu
aspecto e morfologia. A eficiéncia de incorporacdo do composto ativo foi
determinada, bem como sua cinética de liberacdo a partir dos dispositivos.
Observou-se que a introducdo do composto na matriz ndo promoveu alteragcdes em
seu aspecto visual. Pelo método AD, a eficiéncia de incorporacdo maxima (Emax),
de 54%, deu-se para o filme Q-X, alcancando-se a razdo 35 mg droga/g de
membrana. Pelo método IE atingiu-se Emax igual a 20% para ambas as
formulagdes, resultando em razdes massicas droga/membrana muito superiores,
de 0,7 g/g para Q-A e 2,1 g/g para Q-X. Devido ao tamanho relativamente grande
da molécula de eritromicina, sua liberacdo das matrizes foi lenta. Logo, o0s
dispositivos obtidos podem atuar como agentes de liberacdo por longos periodos,
exigindo assim trocas menos frequentes e resultando em tratamento menos
traumatico e mais confortavel para o paciente.

1. INTRODUCAO

A pele € considerada o maior 6rgdo do corpo humano e apresenta importantes fungdes,
tais como barreira de protecdo contra impactos mecanicos, ataques quimicos ou microbianos e
regulacdo homeostatica do organismo. Quando a pele é lesionada suas fungdes ficam
comprometidas e, portanto, € importante que se garanta uma cicatrizacdo adequada da area
afetada a fim de que ndo haja danos a satde do individuo (Penzer e Ersser, 2010). O uso de
curativos no tratamento de lesdes de pele é uma técnica antiga, que proporciona resultados
rapidos e eficientes. Nos Ultimos anos, tornou-se evidente a evolucdo desta técnica, e uma
ampla gama de curativos vem sendo desenvolvida (Ovington, 2007). Devido a sua
biodegradabilidade e biocompatibilidade, diversos polimeros naturais ou sintéticos sao
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utilizados como matérias-primas para a producdo de dispositivos para esta finalidade (Dias et
al., 2011). Dentre os primeiros destacam-se a quitosana, o alginato e a xantana.

A quitosana é um biopolimero linear obtido por meio da desacetilacdo da quitina, um
composto encontrado em crustaceos, além de outras fontes. E composta de unidades de
glucosamina e N-acetil-glucosamina. Em baixos valores de pH, a quitosana pode se
comportar como um policdtion e € capaz de interagir com polimeros negativamente
carregados, formando os chamados complexos polieletrélitos (PECs) (Croisier e Jérome,
2013). O alginato é um polissacarideo linear anidnico natural extraido de algas marrons, cuja
estrutura € composta de dois tipos de subunidades repetitivas denominadas (1,4)-p-D-
manuronato (bloco M) e (1,4)-a-L-guluronato (bloco G) (Lee e Mooney, 2012). J& a xantana é
um polissacarideo aniénico natural produzido pela bactéria Xanthomonas campestris, com
uma estrutura primaria que consiste de unidades de pentassacarideos formada por duas
unidades de glicose, duas de manose e uma de acido glicurénico (Coviello et al., 2007). Estes
biopolimeros podem ser combinados para dar origem a materiais com propriedades superiores
as daqueles constituidos dos polimeros isolados.

Compostos ativos podem ser adicionados aos dispositivos constituidos destes
biopolimeros, tornando-os assim vantajosos em relagdo aos curativos tradicionais por serem
capazes de atuar como sistemas de liberacdo controlada e, portanto, acelerar o processo de
cura (Zahedi et al., 2010; Lima, 2012). Exemplos destes compostos sdo os antibidticos, como
€ 0 caso da eritromicina, um composto da familia dos macrolideos produzido pela bactéria
Streptomyces erythreus, pouco solivel em agua, mas bastante solivel em etanol. Dentre suas
principais aplicagcdes encontra-se o tratamento de infeccGes de pele (Schonfeld e Kirst, 2002).

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo a producdo de membranas poliméricas
constituidas de complexos de quitosana com alginato e com xantana incorporando
eritromicina, a fim de se obter sistemas de liberacdo controlada capazes de atuar de maneira
mais eficiente na terapia de lesdes de pele.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Para a obtencdo e caracterizacdo dos dispositivos, foram utilizados os seguintes
reagentes, de qualidade analitica certificada: quitosana de carapaca de camardo com grau de
desacetilacdo minimo de 75%, (lote n® 061M0046V), alginato de sodio de baixa viscosidade
obtido de algas marrons (lote n° 090M0092V), xantana (lote n® 108K0038) e eritromicina da
Sigma-Aldrich Co.; etanol e acido acético glacial da Synth; cloreto de célcio di-hidratado e
hidroxido de sodio da Merck & Co. Inc. A agua utilizada nos ensaios foi destilada e
deionizada em sistema Milli-Q® da Millipore.

2.2. Métodos

Preparacdo das membranas: As membranas foram preparadas com base nos
procedimentos descritos por Rodrigues et al. (2008), Bueno e Moraes (2011) e Veiga (2012).
A metodologia tem como base a formagdo dos complexos polieletrolitos Q-A e Q-X pela
mistura dos polimeros em reator, seguida de sua desaeracdo, moldagem e posterior secagem.
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A incorporagdo do composto ativo foi realizada pela adigdo direta do antibiotico a mistura de
polissacarideos no reator nas proporcdes de 20, 40 e 60 mg de eritromicina por grama de
biopolimeros, e também pela impregnacdo de amostras de 1 cm x 1 cm dos filmes em 4 mL
de solugdo etandlica contendo eritromicina nas concentragfes de 1, 3 e 5 mg/m durante uma
hora, sob temperatura de 25 °C e agitacdo de 100 rpm.

Caracterizacdo das membranas: As membranas foram inspecionadas quanto ao aspecto
a olho nu e fotografadas com camera digital (modelo A410, Canon). Sua morfologia foi
avaliada através de microscopia eletronica de varredura (MEV) em microscépio (modelo LEO
440, Leica). Para isso, utilizou-se amostras de dimensdes de 2 cm x 1 cm previamente
metalizadas com uma fina camada de ouro de espessura de 92 A (mini Sputter coater, SC
7620). Para determinacdo de sua morfologia transversal, as membranas foram previamente
criofraturadas com nitrogénio liquido.

Para a medida da eficiéncia de incorporacdo de eritromicina nas membranas pelo
método AD, as solucdes provenientes da lavagem das membranas foram evaporadas em
estufa a 37 °C por 20 horas. Ap6s o término deste periodo, o residuo remanescente no
recipiente foi ressolubilizado em etanol e a solucéo obtida foi filtrada com filtro de porosidade
0,45 um. A eritromicina no filtrado foi quantificada por espectrofotometria a 205 nm. O
mesmo foi feito para as placas de poliestireno. Este procedimento foi realizado também para
membranas isentas de eritromicina, a fim de se quantificar compostos extrativeis em etanol
que ndo fossem o composto de interesse. Uma vez determinada a quantidade de eritromicina
perdida durante o processo, e conhecendo-se a quantidade inicial de eritromicina adicionada a
membrana (m¢;), tem-se a quantidade final de composto retido no filme (mc ), € a eficiéncia
de incorporagdo (g) pdde ser entdo calculada pela Equacdo 1:

£ ="5M % 100% (Equagdo 1)

me,i

Para o célculo da eficiéncia de incorporacdo de antibidtico incorporado pelo método IE,
logo apdés o fim do periodo de incubacdo das membranas, a quantidade de eritromicina
presente na solucdo etandlica remanescente foi determinada por espectrofotometria a 205 nm.
Com esse valor foi possivel calcular a quantidade de composto que nao foi incorporado a
membrana. Este procedimento foi realizado também para membranas que ndo continham
eritromicina. Como a concentracdo inicial da solucdo etandlica de incorporacgéo é conhecida, a
eficiéncia de incorporacao pode ser calculada também pela Equacéo 1.

Ja para a avaliacdo da cinética de liberacdo do antibidtico foram utilizadas amostras de
membranas de 1 cm x 1 cm. Os corpos de prova foram pesados e colocados em frascos
contendo 3,0 mL de tampéo fosfato-salina (PBS) sob agitacdo de 100 rpm e temperatura de
37°C. Cada conjunto de amostras foi analisado em periodos de tempo pré-determinados. Para
isso, 0 conteudo dos frascos era analisado quanto a concentracdo do composto ativo por
espectrofotometria utilizando-se 0 método descrito por Ford et al. (1953).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 se encontram os resultados para a eficiéncia de incorporagdo obtidos
quando se utilizou o método AD. Observa-se que para ambas as formulagdes, os valores de
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eficiéncia de incorporagdo podem ser considerados satisfatdrios, ficando entre 42 e 54%. Uma
eficiéncia maior ndo foi obtida provavelmente porque grande parte das particulas de
eritromicina adicionadas a mistura ficaram somente depositadas na matriz da membrana
formada, acumulando-se preferencialmente na superficie voltada para a placa ou para o ar, 0
que pode ter ocorrido devido a falta de afinidade do composto pelas matrizes hidrofilicas.
Essas particulas podem ter sido arrastadas durante a lavagem das membranas e por isso
verificou-se perda apreciavel de eritromicina nesta etapa.
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Figura 1: Dados referentes a incorporacédo de eritromicina a membranas de Q-A e Q-X pelo
metodo da adicao direta a mistura polimérica, em termos de MQdroga /Imembrana (Darras
preenchidas) e de percentagem (barras hachuradas).

Ja na Figura 2 sdo apresentados os resultados da eficiéncia de incorporacdo do
antibiotico as membranas pelo método IE. Observa-se que, embora eficiéncias mais baixas de
incorporacdo tenham sido obtidas para este método, maior quantidade do composto ficou
retida em relacdo ao outro método estudado, para ambas as formulacdes. Pode-se afirmar que
a formulacdo de Q-X foi capaz de reter maior quantidade de eritromicina. O mesmo
comportamento foi observado no trabalho de Veiga (2012), no qual a autora destacou a
possibilidade de se reaproveitar o farmaco remanescente na solucdo de impregnacao para
processos posteriores, aumentando dessa forma a eficiéncia global do processo.
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Figura 2: Dados referentes a incorporacdo da eritromicina a membranas de Q-A e Q-X pelo
método de impregnagdo em solugéo etanolica, em termos de MYdroga /Imembrana (Darras
preenchidas) e de percentagem (barras hachuradas).

As caracterizacOes apresentadas a seguir sdo referentes as formulacdes contendo maior
quantidade de composto ativo para cada um dos métodos de incorporacao utilizados, ou seja,
filmes de Q-A e Q-X aos quais se adicionou 60 MQeritromicina/Imembrana PEI0 Método AD e
também filmes de Q-A e Q-X aos quais se incorporou o antibidtico utilizando-se o método IE
com solugéo de concentragdo 5 mg/mL.
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Na Figura 3 é apresentado o aspecto visual das membranas de Q-A e Q-X isentas de
eritromicina ou as quais o composto foi incorporado pelo método AD.

Figura 3: Aspecto visual das membranas de quitosana e alginato (A) e quitosana e xantana (B)
isentas de eritromicina (a) e as quais se incorporou o antibi6tico pelo método de adi¢cdo direta
a mistura polimérica na proporcao de 60 mg/g (b).

E possivel observar que a membrana de Q-A apresenta superficie mais lisa e aspecto
menos opaco que a membrana de Q-X isenta do composto ativo. Além disso, os filmes de Q-
X possuem fibras poliméricas ao longo de sua estrutura. Ndo houve alteracdo consideravel no
aspecto destas membranas em relacdo aquelas isentas do antibidtico, ja que a superficie mais
ondulada obtida em ambos os casos é decorrente do processo de secagem, que ocorre de
forma distinta para cada membrana produzida. Portanto, pode-se dizer que a presenca do
agente ativo ndo afeta a propriedade analisada.

Pela analise da morfologia da superficie e secdo transversal das membranas, apresentada
nas Figuras 4 e 5, é possivel observar que os filmes de Q-A possuem superficie levemente
rugosa, o que nao é visivel a olho nu, e apresentam lamelas ao longo de sua espessura. Ja 0s
filmes de Q-X possuem uma superficie ondulada e apresentam fibras ao longo de sua
estrutura, sendo possivel também observar a presenca de lamelas, porém menos compactas
em relacdo aquelas observadas nas membranas de Q-A.

Figura 4: Morfologia da superficie (A) e da secéo transversal (B) das membranas de Q-A
isentas de eritromicina (a) e dos filmes aos quais o antibiotico foi incorporado por AD, na
proporgéo de 60 mg/g (b) e IE, com solugdo de concentracdo 5 mg/mL (c).
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Para todas as formulaces estudadas contendo o composto ativo, observou-se uma
distribuicdo ndo homogénea da droga na superficie dos filmes. Para a formulacdo de Q-A a
qual a eritromicina foi incorporada pelo método da adicdo, verificou-se que a droga se
apresenta na forma tipica de seus cristais e permanece retida em maior quantidade nas
superficies voltadas para a placa utilizada no processamento ou para o ar, 0 que € decorrente
de uma exclusdo do composto da fase aquosa. No caso da formulagdo de Q-X o antibi6tico se
encontra também distribuido no interior da matriz. Para a situacdo na qual o composto foi
incorporado pelo método da impregnacdo, verifica-se a presenca do antibiotico na superficie
da membrana de Q-A na forma de placas alongadas, decorrente do efeito de solvatomorfismo
do composto na presenca de etanol, enquanto que na membrana de Q-X, ha também uma
discreta presenca do antibiotico no interior da matriz, refletindo sua maior capacidade de
absorcao de etanol (dado ndo apresentado).

Figura 5: Morfologia da superficie (A) e da secédo transversal (B) das membranas de Q-X
isentas de eritromicina (a) e dos filmes aos quais o antibiético foi incorporado por AD, na
proporcao de 60 mg/g (b) e IE, com solucéo de concentracdo 5 mg/mL (c).

Na Figura 6(a) sdo apresentados os resultados do ensaio de liberacdo para os filmes de
Q-X e Q-A aos quais 0 composto foi introduzido pelo método AD na proporcdo de 60 mg/g,
em termos da massa de composto liberada por grama de membrana e percentagem. Para
ambos 0s casos, observa-se que a quantidade de antibiotico liberada ndo representa uma
grande parcela do que foi inicialmente incorporado, o que pode ser atribuido a falta de
afinidade do composto pelo meio aquoso. Isto significa que a forca motriz para saida do
mesmo da matriz € muito pequena e, provavelmente, a eritromicina liberada inicialmente
corresponde aquela que se encontrava depositada na superficie. De fato, observa-se que a
percentagem de droga liberada chegou a cerca de 34%, o equivalente a aproximadamente
11,9 mg,g e 17%, o equivalente a cerca de 4,2 mg/g para Q-X e Q-A, respectivamente.

Na Figura 6(b) sdo apresentados os resultados do ensaio de liberacdo para os filmes de
Q-X e Q-A aos quais a eritromicina foi incorporada pelo método IE com solucdo de
concentracdo 5mg/mL. Nota-se que a formulacéo de Q-X, por conter maior quantidade inicial
de droga retida em sua estrutura, apresentou maior liberacdo do composto, sendo que, em
24 h, cerca de 25 mg/g séo liberados. No mesmo periodo, para a formulagdo de Q-A, ocorre a
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liberacdo de aproximadamente 11 mg/g. Embora as quantidades liberadas sejam elevadas,
quando comparadas aquelas obtidas para 0s ensaios apresentados anteriormente em tempo
relativamente maior, a percentagem equivalente de liberacdo do composto foi de apenas 1,2%
e 1,7% para as formulagGes de Q-X e Q-A, respectivamente. Observa-se que as membranas de
Q-X sdo capazes de liberar maior quantidade do antibidtico incorporado para os dois
diferentes métodos utilizados. Pode-se dizer ainda que a liberagdo ocorre de forma lenta e se
deve, provavelmente, ao tamanho relativamente grande da molécula de eritromicina, que
dificulta uma difusdo mais rapida ao longo da matriz.
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Figura 6: Quantidade de eritromicina liberada em funcdo do tempo para os filmes constituidos
de Q-A e Q-X aos quais a droga foi incorporada pelo método AD na proporc¢éo de 60 mg/g do
composto (a) e pelo método IE com solucdo de concentragdo 5 mg/mL (b), em termos de
MQdroga/Gmembrana (Darras preenchidas) e de percentagem (barras hachuradas).

4. CONCLUSAO

Observou-se que a introducdo do fArmaco nas matrizes ndo promoveu alteracdo em seu
aspecto, e que o composto permaneceu distribuido de forma heterogénea ao longo da estrutura
dos filmes. A eficiéncia de incorporacdo obtida foi maior quando se utilizou o método AD
(maximo de 54% para Q-X), no entanto pelo método IE maior quantidade do composto ativo
ficou retida na matriz (maximo 2,1 g/g para Q-X). Devido ao tamanho relativamente grande
da molécula de eritromicina, sua liberacdo das matrizes de Q-A e Q-X foi lenta, sendo a
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quantidade méaxima de antibidtico liberada igual a 25 mg/g, para Q-X quando a eritromicina
foi incorporada por impregnacdo em solucdo etandlica de concentracdo 5 mg/mL. Logo, as
membranas estudadas poderiam funcionar como reservatério da droga, atuando como agente
de liberagdo por longos periodos, sendo que o uso prolongado desses dispositivos poderia ser
eficaz para a obtencdo da dosagem requerida no tratamento de lesdes de pele, que é de
20 mg/g. Dessa forma, supfe-se que as membranas poderiam ser trocadas com menor
frequéncia, o que favoreceria a cura da lesdo e traria mais conforto ao paciente.
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