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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma membrana
de biopolimeros com a incorporacdo de eugenol com propriedades
antimicrobianas, que podera ser utilizado como auxiliar em cicatrizacdo de
feridas. O recobrimento de ferida ideal deve substituir as funcdes da pele perdida
e 0 material deve ser biocompativel para evitar rejeicdo e apresentar um custo
acessivel para que sua utilizacdo seja economicamente vidvel. As membranas
foram preparadas pelo método layer-by-layer utilizando os biopolimeros
quitosana e alginato. Foi realizada a policomplexacdo dos biopolimeros entre as
camadas, com 0 objetivo de reduzir sua solubilidade em meio biol6gico. O
principio ativo foi incorporado na membrana e o perfil de liberacdo do mesmo in
vitro foi determinado. Foi verificada a viabilidade na preparagédo da membrana.

1. INTRODUCAO

O eugenol € um quimico aroméatico muito versatil, o qual vem sendo empregado por
varios campos da industria. Apresenta um importante efeito antibacteriano e antifangico, pois
mostra se ativo contra Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Candida albicans dentre outros agentes patogénicos (Azambuja, 2015). Além de poderoso
antisséptico apresenta efeitos anti-inflamatério, cicatrizante, analgésico e é eficaz como
parasiticida e antimicético, com acdo antiespasmadica e anti-histaminica (Revilla, 2002).

Sistemas poliméricos para liberacdo controlada de farmacos tém inimeras vantagens,
comparadas as formas normais de dosagem. Nestes sistemas, 0s niveis de farmacos no plasma
sdo continuamente mantidos em uma faixa terapéutica desejavel, sendo que os efeitos
colaterais nocivos observados na administragdo convencional podem ser reduzidos, ou
eliminados, pela administracéo local (Zeng et al., 2003).

Historicamente, o tratamento de feridas tem como objetivo a protecdo das lesdes contra
a acdo de agentes externos fisicos, mecanicos ou bioldgicos. E um meio terapéutico que
consiste na aplicagdo de uma cobertura sobre uma ferida limpa. Até o século 20, os
recobrimentos de feridas eram considerados produtos passivos, com minima influéncia no
processo de cicatrizagcdo. O conceito de incorporagdo de farmacos em uma membrana, para
utilizacdo como recobrimentos para feridas, melhorando a eficiéncia destes materiais, iniciou-
se com a pesquisa pioneira de Winter, na década de 60, onde foi considerado o envolvimento
ativo do recobrimento com a ferida, com a finalidade de estabelecer e manter um ambiente
6timo para a cicatrizacdo da mesma. (Chen et al., 2007). Pesquisas desenvolvidas na &rea
biomédica geraram varias opcGes comerciais de recobrimentos de feridas, entretanto tais
produtos apresentam alto custo, o que dificulta a aplicacdo e comercializagdo dos mesmos em
paises emergentes.
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Na &rea de bioengenharia, a formacdo de polieletrdlito tem sido muito explorada na
producdo de varios sistemas de liberacdo controlada de farmacos, a base de polissacarideos,
para aplicacdo em diversos locais do corpo humano (Goycoolea et al., 2009), devido as varias
propriedades interessantes, como mucoadesdo e bioadesividade. Este sistema tem uma
elevada capacidade de se associar e liberar macromoléculas terapéuticas na sua forma
bioativa, bem como melhorar o transporte de compostos bioativos através das bem
organizadas barreiras epiteliais (Goycoolea et al., 2009).

Polieletrdlitos sdo macromoléculas que tem um papel importante no transporte de um
namero relativamente grande de grupos funcionais carregados. Eles podem ter a fungdo de
polications ou polianions, uma vez que a carga liquida destas macromoléculas em solugédo
depende dos grupos funcionais, que podem estar carregados positiva ou negativamente,
dependendo do pH do meio (Nista et al., 2015).

A quitosana e o alginato sdo polieletrolitos bem conhecidos, biocompativeis,
biodegradaveis e mucoadesivos, permitindo varias aplicacdes farmacéuticas e biomédicas
(Nista et al., 2015). Podem ser utilizados como agentes espessantes, na inddstria alimenticia;
como sistemas de liberacdo de farmaco, em aplicagdes farmacéuticas, e como biomateriais em
cultura de células e cicatrizacdo de feridas. Estes dois polissacarideos também podem ser
usados em conjunto, formando um complexo polieletrolitico, muito utilizado para encapsular
proteinas, células e enzimas (Nista et al., 2015).

A quitosana é a forma acetilada da quitina, mostra unidades acetiladas (2-acetoamido-
2deoxi-D-glicopiranose) e desacetiladas (2-amino-deoxi-D-glicopiranose), unidas por
ligacbes glicosidicas, com predominancia das unidades desacetiladas (Kleinubing et al.,
2013). A quitosana é normalmente extraida de casca de crustaceos como camardo, caranguejo
e lagosta. Ela tem sido investigada como veiculo de entrega de farmaco, porque é capaz de
reduzir a resisténcia elétrica transepitelial.

O alginato de sddio é extraido principalmente de 3 espécies de algas, ou seja, a
Macrocystis pyrifera, a Laminaria hyperborea e a Ascophyllum nodosum. Quimicamente é
um biopolimero anidnico, composto de cadeias lineares de acido -D-manurénico (unidade
M) e do é&cido a-L-gulurdnico (unidade G) (Kleinubing et al., 2013). Ele € um dos
polieletrolitos anibnicos mais estudados na complexagdo com a quitosana, porque o
policomplexo formado entre estes dois polimeros ainda é biodegradavel, biocompativel e
mecanicamente mais resistente (Hamman et al.,, 2010). A formagdo do complexo
polieletrolitico é facilitada por um mecanismo eletrostatico, onde a neutralizacdo de cargas
ocorre por interagcOes tipo ligacGes de hidrogénio, forcas de Coulomb e forcas de Van der
Waals, conforme mostra a Figura 1.

Uma grande vantagem do complexo polieletrolitico quitosana-alginato é sua preparagdo
que ocorre em agua, dispensando o0 uso de solventes organicos toxicos, no preparo de
membranas de revestimento para sistemas de liberacdo controlada. As membranas assim
obtidas sdo biodegradaveis e insollveis em &gua, com grande potencial para aplicacOes
biomédicas (Meng et al., 2010).
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Figura 1 — Interagdes idnicas entre o alginato de sodio e a quitosana (Knill et al., 2004).
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O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de uma membrana de biopolimeros
com a incorporacao de eugenol com propriedades antimicrobianas, que podera ser utilizado
como auxiliar em cicatrizacdo de feridas. Com o que foi apresentado nesta introducdo
acredita-se que o dispositivo proposto apresenta-se como uma alternativa viavel e de baixo
custo como recobrimento ativo de lesbes da pele.

2. MATERIAIS E METODOS

Inicialmente foi preparada uma solucdo de 1,5% de quitosana (m/m) em solugdo acido
acético 1M e mantida em agitacdo até completa solubilizacdo. A solugdo de Alginato foi
preparada atravées de uma solucdo de 2% de alginato (m/m) em agua destilada com adicao de
20 % (m/m base polimero) de eugenol e mantida em agitacdo até completa solubilizagdo.

A producdo da membrana composta de quitosana e alginato foi baseada no método
layer-by-layer de produgéo de membranas multicamadas. Iniciou-se com o espalhamento de
12 ml da solucdo de quitosana sobre uma placa de Petri de 9 cm de didmentro. Esta foi
colocada em estufa a 50°C para evaporagdo do solvente. Em seguida, foi espalhada a solucéo
de alginato com eugenol sobre a camada de quitosana seca, também em quantidade suficiente
para se cobrir a placa com uma fina camada de solucdo, como anteriormente. A placa foi
novamente levada a estufa para evaporacdo do solvente, e para finalizar foi realizada a
deposicdo de mais uma camada de quitosana, 12 ml da solucéo na placa.

A quantificacdo do eugenol foi realizada através da construcéo da curva de calibracéo,
onde solugdes de eugenol em concentragdes conhecidas foram preparadas em solugéo de soro
fisiologico/etanol (1:1) e a determinagdo da absorbancia no A 283 nm em espectrometro UV-
Vis para cada solucdo foi determinada. Foi construida uma curva na faixa de 1 a 50 pg/ml.
Para cada solucdo, de concentragdo conhecida, foram retiradas trés amostras para leitura da
absorbancia.

O estudo da liberagdo do 0leo eugenol das membranas foi determinado através de uma
analise onde as amostras da membrana, com massa conhecida, foram colocadas em tubos de
ensaio e aliquotas de 10 ml de solucéo soro fisioldgico/etanol (1:1) foram adicionadas em
cada tubo, os quais foram deixados em banho termostatico com temperatura controlada a
37°C. Em periodos pré-determinados, aliquotas de 1 ml da solucdo foram retiradas para
analise quantitativa de eugenol e substituidas por uma nova aliquota de soro fisioldgico/etanol
(1:1). O tempo total de analise no teste de liberacdo foi de 5 horas. As aliquotas foram
analisadas no comprimento de onda maxima do 6leo eugenol, A max 283 nm. A quantidade de
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eugenol liberado com o tempo foi determinada usando a curva de calibracdo do Gleo
construida, que relaciona a absorbancia com a concentracao conhecida do eugenol.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A formacdo da membrana layer-by-layer de quitosana-alginato se deu através da
interacdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas: a quitosana se comporta como um
polication, devido aos grupos amino, e o alginato se comportam como um polianion, devido
aos grupos hidroxila presentes. Na Figura 2 pode ser verifica a membrana obtida.

Figura 2 — Amostra da membrana layer by layer quitosana/alginato em solucéo soro
fisioldgico/etanol (1:1)
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Com o auxilio de um espectrofotbmetro UV-Vis, e através de solucBes de eugenol com
concentragcfes conhecidas, foi possivel determinar uma curva de calibracdo para 0 composto
relacionando absorbancia a A max 283 nm com as concentracdes, conforme mostra a Figura 3.

Figura 3— Curva de calibracdo do eugenol
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A quantidade de eugenol liberado em um determinado periodo de tempo foi
determinada, quando submetido a um meio semelhante ao de uma leséo cutanea, que no caso,
foi utilizado uma solucdo de soro fisioldgico e etanol (1:1).

O teste foi realizado em um periodo total de 5 horas, com 9 intervalos para coleta de
amostras, que foi feito em triplicata. Apds as 5 horas, a amostra se mostrou com um leve
intumescimento, indicando assim que houve liberacéo. Utilizando a curva de calibragdo como
referéncia, foi possivel determinar a concentracdo liberada de eugenol de cada amostra por
periodo de tempo, que foram discriminados nos resultados da Tabela 1.
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A Figura 4 mostra o perfil de liberacdo do Eugenol com o tempo. O perfil de liberacéo
do principio ativo na membrana preparada € lento, com liberacdo de apenas 3,65% do total
incorporado em 5 horas. Temos uma liberagéo inicial (burst release) de 2,5% em 15 minutos,
que ¢ relativamente alta quando comparada ao total liberado.

Tabela 1 — Liberag&o do 6leo eugenol em relacdo ao tempo

Tempo (min) Média liberacio (ng) Média liberacéo (%0)
15 55,11 2,6
30 55,51 2,6
45 63,88 3,0
60 66,93 3,2
90 67,13 3,2
120 67,73 3,2
180 72,18 3,4
240 72,78 3,4
300 77,44 3,6

Figura 4 — Curva de liberagéo de eugenol.
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Conforme Martins (2012), o eugenol € ativo contra Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, gque sdo as bacterias mais encontradas em lesdes de pele, justificando assim, a escolha
do eugenol como agente antimicrobiano. Foi obtida neste mesmo trabalho a inibicdo de E.
coli com concentracdo superior a 35% de eugenol e de S. aureus com uma concentragdo
superior a 50% de eugenol na amostra. Martins (2012) utilizou uma membrana de acetato de
celulose, onde o perfil de liberacdo é diferente. O acetato de celulose e hidrofdbico e a
quitosana é hidrofilica. Na amostra de quitosana, que € hidrofilica, o eugenol que é
hidrofobico, tende a ser liberado mais rapidamente, pois prefere o meio (etanol/soro). No caso
do acetato de celulose que € hidrofobico ele tende a ser mais retido pela membrana. Dessa
forma, acredita-se que sera necessario um aumento na concentracao incorporada de eugenol
na amostra para obter o efeito antimicrobiano desejado.

Segundo Pereira (2007), onde também foi preparada uma membrana 100% de
quitosana, mas por outra técnica, spray dry, foi obtido uma liberacdo de 50% do eugenol em
apenas 7 minutos de liberacdo. No método por camadas, a liberagdo mostrou um perfil mais
lento e, assim, mais adequado para liberagdo prolongada de principios ativos. Este efeito



Xl Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica
> 2017 em Iniciagao Cientifica

CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA UFSCar - Sao Carlos - SP
QUIMICA EM INICIACAO CIENTIFICA 16 a 19 de Julho de 2017

provavelmente se deve ao processo de preparagdo da membrana pela técnica de layer by layer
por “casting” e pelo processo de reticulagdo por policomplexagao do material.

4. CONCLUSAO

Foi possivel verificar a viabilidade da preparacdo da membrana proposta bem como o
perfil de liberagdo do Eugenol no material. Este trabalho estd em andamento e outros testes
serdo realizados aumentando-se a concentracdo de eugenol na amostra, bem como testes
microbiologicos com as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus para verificar a
acao efetiva da membrana desenvolvida.
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