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Resumo: Inimeras lesdes cutaneas causadas por danos fisicos, mecéanicos e térmicos podem também
afetar as funcdes de outros tecidos, gerando desordens fisioldgicas. Alguns dispositivos podem ser
desenvolvidos para o tratamento dessas lesdes, a partir de varios tipos de polimeros, sendo a quitosana
um dos mais estudados. A mesma tem recebido atencédo especial por ser biodegradavel, biocompativel,
praticamente atdxico e, entre varias propriedades, permitir a liberacdo controlada de farmacos, como
por exemplo a indometacina. Esse farmaco tem mostrado bons resultados quando incorporado em
dispositivos de quitosana e tem bom potencial de aplicacdo no tratamento de lesbes de pele.
Entretanto, ainda ndo se tem uma defini¢do da sua eficacia da aplicagdo com a quitosana de maneira
isolada e nem na metodologia proposta por este trabalho. Assim, esse estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de matrizes esponjosas de quitosana e quitosana-indometacina e sua caracterizacéo
buscando indicios preliminares da incorporacdo do farmaco na matriz. Foram preparadas solucfes de
quitosana 1% e incorporada indometacina, previamente dissolvida em etanol absoluto, numa
concentragdo de 250mg a cada 100mL de solucdo. A obtencdo das esponjas foi feita a partir da
liofilizag&o das solucBes congeladas a temperatura de -80°C. As amostras com e sem farmaco foram
submetidas a analise macroscopica, teste de perda por dessecacao, verificando a diferenca de massa da
amostra antes e apds secagem em estufa a 105°C até peso constante, resisténcia quimica, a partir do
repouso durante 24 horas em 250 mL da solucdo de HCI a 0,2 mol.L? e grau de desacetilacéo,
verificada por titulacdo potenciométrica, apos dissolucdo das matrizes em solugdo de HCl a 0,1 mol.L
!, Os resultados mostraram diferengas macroscépicas nas esponjas, com modificagdes mecanicas apés
incorporacgdo de indometacina. Tais modifica¢fes, embora ndo favoraveis a forma de aplicagdo podem
ser modificiveis por outros excipientes, ainda a serem estudados. O teste de perda por dessecagdo ndo
mostrou diferengas significativas entre as amostras, estando ambas abaixo de 20% de umidade,
indicando um ambiente pouco favoravel a incidéncia de microorganismos. O teste de resisténcia
guimica mostrou que as esponjas de quitosana nao resistiram ao meio acido, dissolvendo-se, enquanto
que as esponjas de quitosana-indometacina perderam a forma de feixes fibrosos e formaram depoésitos
de particulas de formato variavel no fundo do recipiente. Esse resultado sugere a liberacdo controlada
de indometacina pela quitosana, j& que o depdsito é possivelmente a indometacina, por sua
insolubilidade em A&gua. A verificagdo do grau de desacetilagdo mostrou diferengas entre as
porcentagens de grupos amino livres, havendo mais grupos livres (73%) na amostra sem farmaco do
que na amostra com farmaco (42,11%). Essa diferenca é sugestiva da ocupagdo dos grupos amino por
ligagbes com indometacina, o que indica incorporacdo do farmaco a matriz. Por fim, conclui-se que a
caracterizacdo indicou o desenvolvimento de matrizes propicias ao uso topico e com a incorporagdo do
farmaco. Entretanto, pelo carater preliminar da pesquisa, sd0 necessarias caracterizacdes mais
aprofundadas que identifiquem e quantifiguem a presenca do farmaco, além dos testes em meio
bioldgico.

Palavras-chave: Quitosana, Esponja, Inflamacéo, Indometacina.

Introducéo

A gueimadura é uma das leses da pele que afeta também outros tecidos organicos,

cuja incidéncia ¢ de 265.000 mortes por ano. Em
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2008, mais de 410.000 queimaduras ocorreram nos Estados Unidos da América, sendo que
cerca de 40.000 necessitaram de hospitalizagdo (WHO, 2016). No Brasil ocorrem cerca de
1.000.000 de acidentes por queimaduras por ano (TAKEJIMA et al., 2011). As lesbes
tegumentares da queimadura sdo acompanhadas de muita dor causada pela inflamacao local.
Existem ainda inimeras outras lesdes cuténeas, as quais além de causarem danos fisicos,
mecanicos e térmicos, podem também afetar as fungdes de outros tecidos, gerando desordens
fisioldgicas (VEIGA, 2012).

O desenvolvimento de dispositivos de liberacdo controlada de farmacos tem
promovido crescente interesse nas Ultimas décadas, contribuindo para o tratamento de varios
tipos de lesdes (LOPES, VEIGA, MORAIS, 2015). Os dispositivos desenvolvidos para o
tratamento de lesdes de pele podem ser constituidos por varios tipos de polimeros, sendo a
quitosana um dos mais estudados (VEIGA, 2012; MOGOSANU, GRUMEZESCU, 2014). A
quitosana é um polissacarideo linear constituido por unidades de B-(1-4)-D-glucosamina
ligadas e N-acetil-D-glucosamina. Comercialmente, é produzido pela desacetilacdo da quitina,
um elemento estrutural no exoesqueleto de crustaceos e insetos (MESQUITA et al., 2013).
Esse polissacarideo tem sido tradicionalmente usado nos paises orientais para o tratamento de
qgueimaduras e cicatrizagdo de feridas (CHANDY, SHARMA, 1993), assim como pescadores
japoneses e o exército dos EUA ja utilizavam como cicatrizante e agente hemostatico
(MACEDO, 2009).

Além disso, em experimentos com modelos animais, a quitosana mostrou ter
influéncia em todos os estagios de cicatrizacao do tecido (MUZZARELLI, 2009), mostrando-
se um excelente polimero mucoadesivo e que permite boa adesdo em tecidos epiteliais e nos
tecidos de revestimento nas superficies das mucosas (DASH et al., 2011). A mesma tem
recebido atencdo especial por ser biodegradavel, ser biocompativel, ser praticamente atdxico,
ter propriedades antimicrobianas e antifungicas, ser hemostatica, ter baixa imunogenicidade
além de possuir funcao analgésica (DAL et al., 2008; FERNANDES, 2009; FRANCO, 2014;
KIM et al., 2008; LARANJEIRA, FAVERE, 2009; MONTEIRO, 2008; SANTOS, 2014).

Considerada um excelente biopolimero, a quitosana tem sido a escolha potencial para
diversas aplicacbes em liberacdo controlada de farmacos, scaffolds para engenharia de
tecidos, membranas para a cicatrizacdo de feridas, devido as suas propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas que podem ser facilmente controladas. Dentre suas utilizacdes, a

cicatrizacdo de feridas tem se destacado, devido a sua
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importancia no tratamento de queimaduras e na cicatrizagdo de les@es cirdrgicas relacionadas
ou ndo a area cosmética. (TOAN, TAM, 2010). Um dos farmacos que vem sendo estudado
para lesdes topicas é a indometacina.

A indometacina é um farmaco de acao anti-inflamatdria, antipirética e analgésica,
sendo praticamente insolivel em agua e pouco sollvel em meio &cido. Esse farmaco tem
mostrado bons resultados quando incorporado em dispositivos de quitosana e tem bom
potencial de aplicacdo no tratamento de lesdes de pele e em tecidos moles, como cartilagens
(FLOREY, 1984; LOPES, VEIGA, MORAIS, 2015). Entretanto, ainda ndo se tem uma
definicdo da eficécia da aplicacdo deste farmaco com a quitosana de maneira isolada e nem na
metodologia de liofilizagdo. Com a finalidade de reduzir o perfil dos efeitos adversos da
indometacina, tem sido proposta a esterificagdo ou amidacdo de seu grupamento &cido
(BONINA et al., 1997; KALGUTKAR et al., 2000).

Tendo em vista o contexto explicitado, esse estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de matrizes esponjosas de quitosana, quitosana-indometacina e sua
caracterizacdo buscando indicios preliminares da incorporacao do farmaco na matriz, a fim de
sugerir a eficacia do méetodo para aplicacdo em lesbes tegumentares com liberacdo controlada

deste medicamento anti-inflamatério.

Metodologia

Desenvolvimento da solucdo de quitosana e quitosana-indometacina: Inicialmente foram
preparadas solugdes de quitosana 1% (P/V) a partir da dissolucdo do p6 de quitosana (Sigma
Aldrich®) em solucdo aquosa levemente acida de acido acético 1% (V/V) e foram mantidas
sob agitacdo mecanica por 24 horas. Posteriormente, adaptou-se a técnica de incorporacdo da
indometacina proposta por Lopes, Veiga e Moraes (2014) e adicionaram-se 250 mg de
indometacina para cada 100 mL da solucgdo anterior, a qual fora previamente solubilizada em
etanol absoluto, por dispersdo através de agitacdo mecanica durante 3 horas. Finalmente,
foram transferidos 25 mL da preparacdo para o recipiente que seria conduzido a liofilizac&o.
O ensaio foi realizado em duplicata.

Obtencdo das esponjas de quitosana e quitosana-indometacina: O material obtido

anteriormente foi levado ao freezer por 24 horas a
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-80°C e, ap0s este periodo, submetido a secagem a frio por liofilizacdo durante 24 horas
(ARAUJO, 2009) no Liofilizador L108 - LIOTOP® - Brasil, localizado no Laboratdrio de
Avaliacéo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste - Certbio da Universidade Federal
de Campina Grande — UFCG.

Teste de perda por dessecacdo: O teor de &gua foi verificado pela diferenca de massa da
amostra antes e apos secagem em estufa a 105°C até peso constante, através da Equacéo 1.

Equacédo 1. Equacéo para determinacdo do teor de &gua da amostra.

%U=[(Pa - Ps)+Pa)]*100

Onde U% é o teor de agua, Pao peso da amostra antes da secagem e Psé o peso da amostra seca

Resisténcia quimica: Foi avaliada a resisténcia quimica das esponjas a partir do repouso
durante 24 horas em 250 mL da solugdo de HCI a 0,2 mol.L! (TORRES et al., 2005). Os
ensaios foram realizados em duplicata e a dissolucdo foi avaliada visualmente ap0s esse
periodo.
Grau de desacetilacdo: Para avaliar o grau de desacetilacdo pelo método da titulacdo
potenciométrica. A amostra foi dissolvida em solugdo de HCI a 0,1 mol.L™? sob agitacdo
mecanica constante durante 2 horas até completa homogeneizacdo. A determinacdo da
guantidade de grupos aminos protonaveis da amostra foi realizada por titulacdo
potenciométrica, utilizando-se uma solugio de NaOH a 0,02 mol.L como titulante e para as
medidas de pH utilizou-se um pHmetro de bancada (TORRES et al., 2005; SOUZA,
ZAMORA, ZAWADSKI, 2010)

Em seguida, foi elaborada a curva de titulagéo e a partir desta foram feitos os gréaficos
de primeira e segunda derivada. Os pontos de inflexdo da segunda derivada permitiram

determinar o percentual de grupos amino livres, conforme a Equacéo 2.
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Equacéo 2. Determinacédo da porcentagem de grupamentos desacetilados

%NH2=[MNaOH*(V2-V1)*161*100]/m

Onde, “M” ¢é a concentracdo da solu¢do de NaOH, “V1” (primeiro ponto de inflexdo) e “V2” (segundo ponto de

inflexdo) os volumes necessarios para neutralizar o excesso de HCI da amostra e a amostra protonada de quitosana,

[T3eL)

respectivamente; 161 é a massa molar da unidade monomérica da quitosana e “m” a massa da amostra da esponja de

quitosana-indometacina, em gramas. O 100 torna o valor uma porcentagem.

Resultados e discussao

Para verificar a qualidade da amostra de maneira preliminar, foram realizadas a anélise
macroscopica e o teste de perda por dessecacdo. Na analise macroscopica dos materiais
liofilizados, verificou-se que as esponjas de quitosana sem incorporacdo do farmaco
mostraram-se diferentes das em que havia incorporagédo de indometacina. As esponjas de
quitosana apresentaram coloracéo branco-amarelada, aparéncia fibrosa, mas flexivel e macia,
e com baixo comportamento elastico a deformacéo por dobramento. Também ndo mostraram
adesdo ao recipiente. O diametro das esponjas foi de aproximadamente 7 cm e espessura foi

menor que 1 mm (Figura 1).

Figura 1: Esponja de quitosana

Fonte: Arquivo da pesquisa
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Ja as esponjas de quitosana-indometacina apresentaram a mesma coloragdo, mas
diferencas na consisténcia. A rede fibrosa ndo se mostrou tdo coesa, havendo maior
fragilidade. Mostrou flexibilidade, mas com tendéncia a deformacéo plastica ao dobramento.

Além disso, apresentou tendéncia a adesdo a parede do recipiente.

Figura 2: Esponja de quitosana-indometacina

Fonte: Arquivo da pesquisa

As diferencas mecéanicas observadas na manipulacdo das esponjas sdo importantes na
aplicacdo topica e podem ser modificadas com utilizacdo de excipientes aglutinantes para
melhorar a consisténcia das esponjas e excipientes lubrificantes (anti-aderentes) para impedir
a agregacdo ao recipiente. Essas modificagdes sdo sugeridas para otimizacdo da aplicagcdo do
biomaterial.

Outra observacdo foi quanto ao didmetro e formato das esponjas, com e sem
indometacina, os quais eram dependentes do formato do recipiente em que as solu¢des eram
depositadas para a liofilizacdo, ja a espessura é dependente do volume e concentracdo dos
constituintes da solucdo. Com isso, pode-se considerar a capacidade moldavel do biomaterial,
de acordo com a necessidade da aplicagéo.

A determinacdo da perda por dessecacdo também foi realizada para avaliar contetdo
aquoso nas amostras. As amostras apenas de quitosana apresentaram, em média, um teor de
agua de 12,92%, enquanto que as amostras de quitosana-indometacina apresentaram teor de
16,87%. Percebe-se também que ndo houve diferenca
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significativa nos teores, ainda que a amostra com o farmaco tenha tido maior perda por
dessecacdo. Pode-se justificar esse fato a utilizagdo de alcool etilico na solubilizacdo da
indometacina, o qual pode estar presente de maneira resquicial nas amostras de quitosana-
indometacina e ter sido volatilizado apenas na dessecacdo em estufa. O teste mostrou,
portanto, baixa composi¢do de agua nas amostras. Uma composi¢do baixa de agua infere em
uma maior estabilidade frente a acdo de microorganismos, sendo nesse sentido um biomaterial
adequado a sua aplicacéo.

Para avaliar de maneira preliminar a presenca de indometacina nas amostras
desenvolvidas foram realizados o teste de resisténcia quimica e a quantificacdo do grau de
desacetilacdo. As amostras de quitosana mergulhadas em meio acido nédo resistiram ao pH
acido e se dissolveram no meio, o que era esperado, ja que a quitosana ¢é solivel em meio de
levemente &cido, conforme verifica-se na Figura 3. Entretanto, as amostras de quitosana-
indometacina néo resistiram e tiveram apresentacdo peculiar. As esponjas com indometacina

incorporada se desagregaram no meio cido e formaram precipitados na forma de particulas

de formato variavel, conforme mostrado na Figura 4.
Figura 3: Teste de resisténcia quimica de Figura 4: Teste de resisténcia quimica de
esponja de quitosana esponja de quitosana-indometacina.

Verifica-se presenca de deposito na forma

Verifica-se auséncia de depdsito e limpidez da . .
de particulas de formato variado.

amostra. Fonte: Arquivo da pesquisa. Fonte: Arquivo da pesquisa.
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Pode-se sugerir que a liberagdo da indometacina pode ocorrer em meio acido ja que a
quitosana ndo resiste ao pH é&cido do meio, conforme mostrado no teste apenas com
quitosana, e ocorreu formacdo de um precipitado de cor similar ao p6 da indometacina. O
depdsito, provavelmente, é composto por indometacina, ja que este farmaco é caracterizado
por sua insolubilidade em agua.

As titulagdes potenciométricas foram realizadas com as amostras com e sem farmaco.
Com os valores de pH para cada volume de titulante foram desenvolvidas as curvas de
titulacdo. Para encontrar os pontos de inflexdo necessarios ao calculo do grau de
desacetilacdo, o método da segunda derivada foi realizado. As Figuras 5 e 6 mostram,

respectivamente, os gréficos da segunda derivada pelo volume de uma das amostras de

quitosana e de uma amostra de quitosana e indometacina.
Figura 5: Grafico da segunda derivada da Figura 6: Gréfico da segunda derivada da
titulacdo potenciométrica da esponja de titulacdo potenciométrica da esponja de
quitosana quitosana-indometacina
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Fonte: Arquivo da pesquisa. Fonte: Arquivo da pesquisa

Os resultados das titulagcBes potenciométricas concordaram com o que ja havia sido
verificado no teste de resisténcia quimica. O teste quantificou os grupamentos amino livres, o
que se chama de grau de desacetilacdo e mostrou diferenca nas amostras de quitosana e
quitosana-indometacina. O grau de desacetilacdo das esponjas de quitosana foi, em média,

73%, enquanto que o grau de desacetilacdo das
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esponjas quitosana-indometacina foi, em média, 42,11%. Quanto maior o grau de
desacetilagdo, mais grupos amino livres, o oposto também é real. Como o grau de
desacetilacdo da amostra quitosana-indometacina reduziu-se consideravelmente, existe o
indicativo de que houve ocupacdo dos grupamentos amino pelo farmaco, diminuindo a
quantidade desses grupos livres e assim diminuindo o grau de desacetilagdo. Ha, portanto,
uma indicacdo da presenca de farmaco na amostra e esta interagindo com 0s grupamentos
amino livres do polimero.

De modo geral, as analises macroscopicas e o teste de perda por dessecacdo mostraram
de maneira preliminar que as amostras desenvolvidas estdo dentro da qualidade desejada,
embora alguns ajustes possam ser feitos para melhorar as caracteristicas mecénicas do
dispositivo. Ja& os testes preliminares para identificacdo da presenca de indometacina
mostraram que muito possivelmente o farmaco esta se ligando a quitosana, conforme sugerido
pela verificagdo do grau de desacetilagdo, sendo de maneira estavel, envolvendo a
indometacina, conforme mostrado pela deposicdo de particulas no teste de resisténcia,

indicando uma possivel uma liberagcdo controlada em meios bioldgicos.

Concluséao

Os testes preliminares indicaram aparéncia, formato e caracteristicas mecanicas
favoraveis a utilizacdo como dispositivo tépico para lesbes tegumentares. Além disso,
sugerem, em ambos os testes preliminares de identificacdo da indometacina, a presenca do
farmaco na matriz esponjosa de quitosana, sendo possivel uma liberacdo controlada do
mesmo pelo polimero no local da lesdo. Entretanto, a pesquisa teve carater preliminar, sendo
necessarias, portanto, caracterizacbes mais aprofundadas que identifiquem e quantifiquem a

presenca do farmaco, além dos testes em meio biolégico.
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