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RESUMO - A quitosana (Q), a goma guar (G) e a policaprolactona (PCL) sdo
polimeros usados na obtencéo de curativos para a pele por serem biocompativeis e
biodegradaveis. Para aumentar a atividade biologica destes curativos, a
incorporacdo de compostos bioativos que estimulam a cura das lesbes de pele
pode ser feita. Neste contexto, este trabalho visou a incorporacdo do composto
natural alfa-bisabolol a filmes de PCL e de Q complexada com G (Q-G). Os
filmes obtidos foram caracterizados quanto ao seu aspecto visual e morfologia e a
eficiéncia de incorporacéo do alfa-bisabolol, bem como sua cinética de liberacédo
dos filmes, foram estudadas. Os resultados mostraram que houve alteracéo
significativa do aspecto e morfologia dos filmes com a incorporagdo do composto
ativo. Devido a limitada compatibilidade entre o alfa-bisabolol, de carater
hidrofébico, e os filmes de Q-G, de carater hidrofilico, a eficiéncia de
incorporacdo foi baixa (entre 0,6% e 18%). No caso da PCL, no entanto,
eficiéncia de incorporacdo de 100% foi observada. A liberacdo mostrou-se lenta
em ambos 0s casos e a porcentagem maxima de alfa-bisabolol liberada ficou em
torno de 6% e 30% para filmes de PCL e de Q-G, respectivamente. Esta liberacéo
de forma lenta permite que os sistemas sejam utilizados como reservatorios do
composto ativo por grandes periodos, 0 que sugere gque seria possivel que a troca
do curativo fosse realizada com intervalos de tempo maiores, tornando o
tratamento menos incémodo para o paciente.

1. INTRODUCAO

A pele € 0 maior 6rgdo do corpo humano, possui estrutura complexa e constitui sua
interface com o meio externo, exercendo funcBes importantes como termorregulacéo,
sensibilidade e barreira de prote¢cdo mecanica e imunoldgica (Tortora e Derrickson, 2012). As
lesbes de pele podem afetar este 6rgdo em diferentes profundidades, comprometendo todas as
suas funcdes. Visando auxiliar, agilizar e melhorar o processo natural de cura de uma lesao
utilizam-se os curativos (Franco e Gongalves, 2008).

Muitas matérias-primas tém sido testadas para a producdo destes dispositivos e, devido
as suas propriedades funcionais e relativa flexibilidade na sua sintese, os polimeros, tanto de
origem natural quanto sintética, sdo a classe de materiais mais utilizada para a producgdo de
matrizes voltadas para esta aplicagdo (Ramalingam e Ramakrishna, 2006). A quitosana e a
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goma guar, polimeros de origem natural, e a policaprolactona, polimero de origem sintética,
sdo exemplos de materiais amplamente utilizados na obtengdo de produtos para a area médica.

A quitosana € um polimero de origem natural extraido principalmente do exoesqueleto
de crustaceos. E biocompativel, biodegradavel, bioadesiva e possui propriedades bioldgicas
relevantes, como efeito anti-inflamatorio, antibacteriano e hemostatico (Croisier e Jér6me,
2013). A goma guar ¢ outro polimero natural, obtido da planta Cyamopsis tetragonolobus. E
usada em varias formulagdes farmacéuticas e tem sido explorada como potencial matriz para
liberacdo controlada de farmacos (Prabaharan, 2011). A quitosana e a goma guar se associam
de modo a formar um complexo fisico e essa sinergia entre 0s dois biopolimeros tem sido
estudada e aplicada no desenvolvimento de dispositivos médicos (Randhawa et al., 2012;
Veiga, 2012). Ja a policaprolactona € um polimero sintético e dentre suas principais
propriedades destacam-se a biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de alta
permeabilidade a compostos ativos (Woodruff e Hutmacher, 2010).

A incorporacdo em curativos de principios ativos de plantas ou farmacos sintéticos na
tem se mostrado uma excelente alternativa no tratamento de ferimentos crénicos, ja que o
composto incorporado estimula o processo de cura da lesdo (Weller e Sussman, 2006). Um
exemplo de tipo de composto € o alfa-bisabolol, um alcool sesquiterpénico monociclico
insaturado natural. No Brasil, este composto é majoritariamente extraido da arvore Candeia
(Eremanthus erythropappus). Apresenta uma grande variedade de propriedades bioldgicas,
dentre as quais destacam-se seus efeitos antimicrobiano, antifingico, antiespasmadico,
analgésico, antioxidante e anti-inflamatorio (Kamatou e Viljoen, 2010; Clark et al., 2011).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a obtencdo de curativos
biologicamente ativos, por meio da incorporagdo do alfa-bisabolol, um composto de origem
natural, a filmes constituidos de quitosana combinada com goma guar e de policaprolactona.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Para a obtencdo dos filmes foram utilizados os seguintes reagentes, de qualidade
analitica certificada: quitosana de carapaca de camardo com grau de desacetilacdo minimo de
75% (lote n° 061M0046V), goma guar (lote n°® 087K0128) e policaprolactona de massa molar
média de 80 kDa (lote n°® MKBJ4388V), fornecidos pela Sigma-Aldrich Co.; &cido acético
glacial, etanol e cloroférmio da Synth. O alfa-bisabolol, Albi®, com teor minimo de pureza de
95%, foi gentilmente doado pela empresa Atina (Ativos Naturais - Pouso Alegre, MG). A
4gua utilizada nos ensaios foi destilada e deionizada em sistema Milli-Q® da Millipore.

2.2. Métodos

Preparacdo dos filmes: Os filmes de Q-G foram preparados com base nos
procedimentos descritos por Veiga (2012), que se fundamentam na formacao de um complexo
fisicamente associado entre os dois biopolimeros em reator sob temperatura e agitacdo
controladas, seguida da desaeracdo da mistura, sua moldagem em placa de poliestireno,
evaporacdo do solvente em estufa, lavagem e neutralizagcdo do filme formado e finalmente a
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secagem a temperatura ambiente. Ja os filmes de PCL foram preparados pela dissolucéo dos
pellets do polimero em 20 mL de cloroférmio na concentracdo de 2% (m/v) sob agitacdo
magnética, seguida de sua desaeracdo, moldagem em placas de vidro e evaporagdo do
solvente em capela a temperatura ambiente. A incorporacdo do alfa-bisabolol foi feita por
adicdo direta do composto a mistura polimérica (AD) nos filmes de Q-G e de PCL na
proporcao de 20% (m/m) em relacdo a massa total de polimeros e por imersdo em solucdo do
composto (IE) em uma mistura de &gua e etanol na proporcdo de 25:75% apenas para 0S
filmes de Q-G, sendo a concentragdo do composto na solugéo igual a 1,2; 3,0 e 7,5 mg/mL,
periodo de incubacdo de 1 hora, temperatura de 25 °C e agitacdo de 100 rpm.

Avaliacdo do aspecto visual e morfologia dos filmes: Os filmes foram inspecionados a
olho nu e seu aspecto foi fotografado com camera digital (A410, Canon). A morfologia de
amostras de 2 cm x 1 cm armazenadas em dessecador e recobertas com ouro foi avaliada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) em microscopio (LEO 440, Leica). Para a
avaliacdo da secdo transversal, as amostras foram previamente criofraturadas em N liquido.

Eficiéncia de incorporacdo: Para a medida da eficiéncia de incorporacdo do alfa-
bisabolol nos filmes de Q-G pelo método AD, inicialmente determinou-se a massa dos filmes
coletados na integra diretamente da placa de poliestireno. Entdo, amostras de 2 cm x 1,5 cm,
em triplicata, foram recortadas das membranas e tambeém pesadas. Estas amostras foram
incubadas em 5 mL de etanol por amostra por 1 hora a 25 °C para a extracdo do composto
incorporado e, a seguir, o alfa-bisabolol presente na solucdo etandlica remanescente foi
quantificado por espectrofotometria de absorcao de luz a 208 nm. O mesmo procedimento foi
realizado para as amostras que ndo continham o alfa-bisabolol incorporado a sua estrutura, a
fim de se quantificar compostos extrativeis com etanol que ndo fossem o composto em
estudo. Pela diferenca entre a massa de composto inicialmente adicionada ao filme (m¢;) e a
massa remanescente na solucdo, determinou-se a quantidade de alfa-bisabolol retida na
amostra e, por relacdo de massas com o filme integro, calculou-se a massa total do composto
nele retida (mcs). A eficiéncia de incorporacdo (¢) pode ser entdo calculada pela Equacéo 1.

£ =25 % 100% (Equagdo 1)
mc,i
Nas membranas de PCL, a eficiéncia de incorporacdo pelo método AD foi também
calculada de acordo com a Equacéo 1, sendo m¢ calculada conforme a Equacéo 2:

M = Mei — Mepe — Mepp (Equacdo 2)

onde: m¢; é a massa inicial de alfa-bisabolol adicionada a formulagéo, mcpe € a massa de
perdida por evaporagdo e m, € a massa perdida por retengéo na placa de vidro.

Para o calculo da eficiéncia de incorporacdo do alfa-bisabolol incorporado pelo método
IE, a quantidade do composto presente na solucéo etandlica remanescente logo ap6s o fim do
periodo de incubacdo dos filmes foi determinada por espectrofotometria a 208 nm. Este
procedimento foi realizado também para membranas que ndao continham alfa-bisabolol. Pela
diferenca entre m¢; € a massa remanescente na solucdo, determinou-se mq;. A eficiéncia de
incorporagao (¢) foi entdo calculada pela Equacéo 1.
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Cinética de liberacdo: O comportamento de liberacdo do alfa-bisabolol incorporado foi
avaliado em membranas de Q-G e de PCL de 1cm x 1cm, em triplicata. No caso das
membranas de PCL, os corpos de prova foram pesados e posicionados em suportes de telas de
nylon na parte superior de cubetas de quartzo contendo 3,0 mL de tamp&o PBS sob agitacéo
de 100 rpm e temperatura de 37°C. J& para as membranas de Q-G, amostras previamente
pesadas foram colocadas em frascos agitados a 100 rpm contendo 10 mL de PBS a 37°C. O
meio de liberagdo foi periodicamente trocado e analisado quanto a concentracdo do composto
por espectrofotometria a 208 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No que se refere a eficiéncia de incorporacdo do alfa-bisabolol pelo método AD, os
valores obtidos foram de 1,33+0,34 mg/g para Q-G e 200 mg/g para PCL. Sabendo-se que a
quantidade de composto inicialmente adicionada em ambas as formulacdes foi de
200 mQcomposto/Jpolimeros, S eficiéncias de incorporacéo foram, portanto, de 0,67% e 100% para
Q-G e PCL, respectivamente. Logo, para a formulacdo de Q-G, a eficiéncia de incorporacéo
do alfa-bisabolol foi baixa, indicando baixa afinidade do composto pela matriz polimérica,
afinidade esta relacionada ao carater hidrofilico/hidrofébico do composto e da matriz, sendo o
primeiro hidrofébico e a segunda, hidrofilica. Grande parte do composto provavelmente foi
perdida nas etapas de neutralizacdo e lavagem da membrana, principalmente na neutralizacéo,
na qual é adicionado etanol, solvente em que o composto ativo tem alta solubilidade. J& nos
filmes de PCL, 100% do composto adicionado ficou neles retido, ndo se observando
evaporacdo do alfa-bisabolol nas condigdes de preparo dos filmes ou sua presenca na agua de
lavagem das placas nas quais 0s mesmos foram preparados.

As eficiéncias de incorporacdo do alfa-bisabolol aos filmes de Q-G por IE para as
diferentes concentracfes do composto na solucdo de impregnacéo sdo mostradas na Figura 1.
Nota-se um aumento significativo da eficiéncia de incorporacdo do composto a matriz, bem
como da massa de composto retido quando comparado ao método AD. SupBe-se que a agua
intumesceu a matriz, promovendo a entrada de quantidade significativa da solucdo de
impregnacéo e acarretando em maior massa de alfa-bisabolol retido nas amostras. Apesar de a
eficiéncia de incorporacdo ndo ser muito alta no método IE, tal abordagem resulta na retencéo
de grandes quantidades do composto nas membranas. Para contornar esta questdo, pode-se
reaproveitar a solu¢do de impregnacéo e assim aumentar a eficiéncia global do processo.

1200 100
Emg/g
@ — 1000 1% - 80 £ _
¥ 80 - s
2 E 60 © 2
§§ 600 - e 5
8 5 200 - 40 §g
S |
¥ £
uE 200 - 20 O
0 i 7 0
1,2 3 7,5

Concentragio inicial do composto no solvente (mg/mL)

Figura 1: Eficiéncia de incorporacgdo do alfa-bisabolol aos filmes de Q-G pelo método IE.
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Tendo em vista os resultados apresentados até este ponto, as caracterizages seguintes
serdo mostradas apenas para as formulagdes que foram capazes de reter maiores quantidades
de alfa-bisabolol, ou seja, filmes de Q-G em que o composto foi incorporado pelo método IE
utilizando-se solucdo de concentracdo igual a 7,5 mg/ mL e filmes de PCL em que o
composto foi incorporado pelo método AD na proporcéo de 20% (m/m).

O aspecto tipico das membranas de Q-G e de PCL isentas de alfa-bisabolol e as quais o
composto foi incorporado em quantidade significativa € mostrado na Figura 2.

em que o composto foi incorporado (b). Para Q-G, o método de incorporacao utilizado foi IE
com solucéo de concentracdo 7,5 mg/mL e para PCL, utilizou-se 0 método AD com adicdo do
composto na proporc¢édo de 20% (m/m). No detalhe em (Aa) ¢é destacada parte da regido do
filme para fins de comparacdo com (Ab).

Todos os filmes possuem superficie lisa e os filmes de PCL sdo aparentemente mais
opacos que os de Q-G. Para os filmes de PCL, observa-se um pequeno aumento da opacidade
com a adicdo do alfa-bisabolol a matriz. Ja no caso de Q-G, apesar de a quantidade de
composto retida no filme ser significativamente maior, o aspecto do filme ndo se alterou em
relacdo aquele em que o composto ndo havia sido incorporado.

As morfologias da superficie e da secdo transversal das amostras de Q-G e PCL
contendo ou nao alfa-bisabolol sdo mostradas na Figura 3. Pode-se observar que os filmes de
Q-G isentos de alfa-bisabolol possuem em sua superficie algumas irregularidades, porém néo
s80 necessariamente rugosos, e sua estrutura é densa e continua. Ja para os filmes Q-G em que
se incorporou o alfa-bisabolol pelo método IE, nota-se a presenca de pequenas bolhas
distribuidas heterogeneamente na superficie, nas quais pode haver alfa-bisabolol alojado. A
estrutura permanece densa, assim como a apresentada pela membrana na qual o composto
ativo ndo esta presente e ndo é possivel observar a formacdo de poros na escala analisada.
Observa-se que os filmes de PCL isentos de alfa-bisabolol apresentam pequenas saliéncias na
forma de bolhas na superficie, resultantes da rapida evaporacdo do solvente. A micrografia da
secdo transversal, por sua vez, revela uma estrutura com multiplas lamelas. Quanto aos filmes
de PCL contendo alfa-bisabolol, nota-se a presenca de blocos interconectados decorrentes da
exclusdo do composto ativo durante a formagdo da matriz polimérica. A imagem da secéo
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transversal sugere que o alfa-bisabolol é direcionado para bolsdes presentes no interior da
matriz polimérica, onde permanece alojado. Supde-se que a matriz tende a se formar de
maneira a excluir da rede o composto no qual a solubilidade do polimero é baixa, 0o que
ocasiona a formagéo dos blocos de forma poligonal observados.

Figura 3: Morfologia da superficie (A) e da secdo transversal (B) dos filmes de Q-G (G) e de

PCL (P) isentos de alfa-bisabolol (a) e aos quais 0 composto foi incorporado (b). Para Q-G o

método de incorporacdo utilizado foi IE com solucdo de concentragdo 7,5 mg/mL e para PCL
utilizou-se 0 método AD com adi¢do do composto na propor¢do de 20% (m/m).

Na Figura 4 sdo mostrados os resultados da cinética de liberacdo do alfa-bisabolol para
as membranas de PCL. Houve troca do meio de liberacdo nos tempos de 15 e 48 horas.
Observa-se que cerca de 6% do composto, o equivalente a 12 mg/g, foi liberado em um
periodo de 120 horas. Verifica-se que no inicio ocorre uma liberacdo relativamente mais
rapida, que possivelmente se deve ao desprendimento do composto mais fracamente
associado a matriz, localizado apenas na sua superficie. Ja a fracdo do composto que estava
localizada nas camadas mais internas do filme, ou nos bolsdes, como visualizado nas
micrografias, tem uma liberacédo lenta, atrasada pelo processo de difusdo pela matriz. Além da
dificuldade imposta por este processo de difusdo, deve-se considerar também o fato de que o
alfa-bisabolol é liberado gradativamente em pequenas quantidades devido a grande afinidade
do composto pela matriz de PCL, considerando que ambos possuem carater hidrofébico.
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Figura 4: Liberacdo de alfa-bisabolol incorporado as membranas de PCL por adi¢ao direta a
mistura polimérica em termos de massa liberada do composto por massa de membrana (mg/g)
e percentagem liberada (%). A massa inicial do composto retida no filme era de 200 mg/g.
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Na Figura 5 sdo mostrados os resultados da cinética de liberacdo do alfa-bisabolol para
as membranas de Q-G. O meio de liberacéo foi trocado a cada 1 hora até o tempo de 4 horas.
Observa-se que a percentagem maxima do composto liberada no periodo estudado (48 h), foi
de cerca de 30% do retido, o que equivale a aproximadamente 300 mg/g. A quantidade de
alfa-bisabolol liberada, neste caso, é consideravelmente superior aquela observada nos filmes
de PCL, tendo em vista que a massa inicialmente retida era também muito maior. Observa-se
neste caso um perfil semelhante a liberacdo do composto das membranas de PCL, no qual ha
uma liberacdo de maior quantidade de composto em um menor intervalo de tempo logo no
inicio, seguida de uma liberacdo mais lenta a partir de determinado ponto. Diferentemente da
matriz de PCL, que apresenta uma alta afinidade pelo alfa-bisabolol, a matriz de Q-G é
hidrofilica e, portanto, ndo possui tamanha afinidade pelo composto. No entanto, tendo em
vista que esta possui em sua estrutura alguns grupos de natureza hidrofébica (-CH,, -CHj3),
que tendem a interagir com o alfa-bisabolol, pode-se dizer que o meio de liberacdo é mais
hidrofilico que o filme. Assim, a quantidade de alfa-bisabolol liberada é maior para as
membranas de Q-G, porém, ainda ndo € considerada elevada.
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Figura 5: Liberacdo de alfa-bisabolol incorporado aos filmes de Q-G pelo método IE com
solucdo de concentracdo 7,5 mg/mL em termos de massa liberada por massa de membrana
(mg/g) e percentagem (%). A massa inicial do composto retida no filme era de 1076,46 mg/g.

4., CONCLUSAO

Foi possivel observar que a introducéo do alfa-bisabolol na matriz ndo alterou o aspecto
dos filmes de Q-G, porém os de PCL se tornaram mais opacos. O composto se mostrou
heterogeneamente distribuido nas membranas, retido sob bolhas, no caso de Q-G, ou alojado
em bolsdes no interior da matriz, no caso da PCL. A maxima eficiéncia de incorporagédo
observada para os filmes de Q-G foi de cerca de 18%, o0 equivalente a aproximadamente 1g/g
quando se utilizou o método IE com solugdo de concentracdo 7,5 mg/mL. No caso das
membranas de PCL, todo o alfa-bisabolol adicionado ficou retido na estrutura da matriz
polimérica. A liberacdo do composto a partir dos filmes de PCL e Q-G foi considerada lenta,
0 que pode ser vantajoso uma vez que 0s sistemas estudados seriam utilizados como
reservatorios do composto ativo por um grande periodo de tempo, requerendo trocas menos
frequentes do curativo e trazendo assim mais conforto ao paciente. Considerando que a
dosagem do alfa-bisabolol para uso topico estd na faixa de 1 a 10 mg/g, pode-se afirmar que
ambas as formulagdes seriam capazes de liberar esta quantidade do composto e, portanto,
podem ser consideradas promissoras para a aplicacéo proposta.
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