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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e caracterizagdo de um
sistema mucoadesivo de alto desempenho, baseado em membranas de nanofibras
eletrofiadas a partir de solucdes de polimeros mucoadesivos para liberacao bucal de
principios ativos. Seu desenvolvimento deu-se em trés fases.

A primeira foi dedicada a obtencdo de membranas de nanofibras
eletrofiadas com os seguintes polimeros mucoadesivos individuais: Alginato / PEO
(Polioxido de Etileno), Quitosana/PEO, e a eletrofiacio de suas misturas
(Quitosana/PEQO + Alginato/PEQO). Membranas de Alginato/PEO, de Quitosana/PEO
e de Acetato de Celulose (CA) foram incorporadas com 10 e 20% m/m do farmaco
Metronidazol (MTZ), um antibiético amplamente utilizado no tratamento de
periodontites. As membranas de CA foram revestidas com as nanofibras de
polimeros mucoadesivos, desenvolvidas pela técnica “layer by layer”, obtendo-se
mais um dispositivo de liberacdo além das membranas dos polimeros individuais.
Todas as nanofibras preparadas nao apresentaram defeitos, como contas, e
apresentaram uma distribuicio homogénea do diametro. Excelentes resultados
foram obtidos para reticulagdo das membranas de nanofibras de SA/PEO e de CA
revestida com SA/PEOQ, pela técnica desenvolvida a seco por atomizagao de CaClz e
posterior atomizagcdo com solugdo de quitosana, com uma perda de massa de
apenas 41% apos 24 horas, a 37°C, em solugdes de simulagao de fluido corporal.

Na segunda fase do trabalho, confirmou-se por analise
microbioldgica, utilizando-se a  bactéria  anaerdbica Gram negativa A.
actinomycetemcomitans, que o farmaco nao perdeu sua eficacia durante o processo
de eletrofiacdo. Através dos testes de Viabilidade Celular com Trypan Blue verificou-
se que todas as membranas com incorporagdo de até 10% do farmaco MTZ sao
biocompativeis. Nos testes de liberagdo controlada in vitro do metronidazol, as
membranas de SA/PEO e de CA revestida com SA/PEO apresentaram os melhores
resultados de liberagdo do fa&rmaco, onde se obteve o menor efeito burst, em relagéo
as demais membranas testadas. O teste de permeacao do farmaco Metronidazol,
em epitélio oral fresco de suinos, mostrou que as duas membranas de CA revestidas
apresentaram perfil e valores de Lag Time e Fluxo, em estado estacionario, menores

que as membranas nao revestidas.



A terceira fase permitiu determinar a membrana da nanofibra com
melhores propriedades mucoadesivas para liberacao do farmaco, através dos testes
in vitro de desempenho de mucoadesao por adsor¢cao de mucina, tempo e forca de
mucoadesao, que simulam as condicdes reais de aplicagdo dos dispositivos
desenvolvidos na cavidade bucal.

As membranas de nanofibras de SA/PEO foram as mais adequadas para
aplicacao proposta em doencas periodontais. Suas nanofibras se apresentaram
homogéneas e livres de defeitos. O perfil de liberacdo do farmaco, com e sem
barreira epitelial, foi adequado ao objetivo proposto. Essas membranas sao
biocompativeis, pelos resultados nos testes citotoxicolégicos, e apresentaram as
melhores performances de Tempo e Forga de mucoadesdo, superando o0s
resultados das demais membranas.

Palavras Chaves: eletrofiacdo, nanofibras, polimeros mucoadesivos, liberacao
controlada, metronidazol.



ABSTRACT

This project was dedicated to the development and characterization of a
mucoadhesive system of high performance adhesion, based on electrospun
membranes made of mucoadhesive polymer solutions for oral release of active
ingredients. lts development was carried on in three phases.

The first was devoted to obtain electrospun nanofibers membranes with
individual mucoadhesive polymers, like Alginate/PEO and Chitosan/PEO, and with
their their mixtures (chitosan/PEO + Alginate/PEQO). Membranes of Alginate/PEQO,
Chitosan/PEO and also Cellulose Acetate (CA) were loaded with 10 and 20% w/w of
drug metronidazole (MTZ), an antibiotic widely used in the treatment of periodontitis.
The CA membranes were coated with nanofiber of mucoadhesive polymers by layer-
by-layer technique, yielding an additional controlled release device. All nanofibers
prepared showed no defects such as beads and presented a homogeneous
distribution of the diameter. Excellent results were obtained for crosslinking the
nanofiber membranes SA/PEO and CA-coated SA/PEO. These membranes, after
the new technique developed of dry crosslinking of SA/PEO by atomization using
CaCl, and subsequent atomization of chitosan solution, showed a weight loss of only
41% after 24 hours at 37 ° C in simulated body fluid solutions.

In the second phase, microbiological analysis was carried out to verify the
drug efficiency in the membrane after the electrospinning process using anaerobic
gram negative bacterium, A. actinomycetemcomitans, a metronidazole sensitive drug
and present in periodontal pockets. Through the cell viability tests with Trypan Blue
assay was found that the incorporation of 10% MTZ produced biocompatible
membranes.The controlled release of Metronidazole in vitro was evaluated and the
membranes of SA/PEO and of CA coated with SA/PEO showed the best results of
drug release, with the lowest burst effect compared to other membranes tested. The
permeation test across the porcine oral mucosa was measured in order to evaluate
the barrier function of the membranes and showed that the two CA coated
membranes presented similar profiles; Lag time and Steady state flux values were
lower than the uncoated membranes.

The third phase of the project allowed us to determine the best
mucoadhesive membrane for drug release, through the final tests of mucoadhesion



performance by adsorption of Mucin, time and mucoadhesion force that simulate the
actual conditions of application of the devices developed in the oral cavity.

The SA/PEO nanofiber membranes were the most suitable for the
proposed application in periodontal diseases. It presented homogeneous nanofiber
and free of defects. The release profile was suitable for the drug with and without
epithelial barrier. The results of the citotoxic tests showed that the membranes are
biocompatible. The membranes had the best results in Time and mucoadhesion
Force, surpassing the results of the other membranes.

Keywords: electrospinning, nanofiber, mucoadhesive polymers, drug delivery,
metronidazole.
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Figura 3.38. Resultado da reacdo entre quitosana e o glutaraldeido formando
ligacao imina (C=N) conhecida como base de Schiff

Figura 3.39. Microscopia eletrénica de varredura, com aumento de 10000
vezes. Membranas de quitosana eletrofiadas, apds dissolugédo parcial em agua
a 37°C (a) 10h - membrana nao reticulada, (b)10 h - membrana reticulada por
5h em vapor de glutaraldeido, (a) 24h - membrana nao reticulada (b)24 h
membrana reticulada por 5h em vapor de glutaraldeido.

Figura 3.40. Microscopia eletrbnica de varredura, com aumento de 10000
vezes. Membranas de QUIT/PEQO eletrofiadas apds 24 horas de dissolugéo a
37°C (a) imersa em solugao tampao (b) imersa em solugao de saliva.

Figura 3.41. Imagens para membranas eletrofiadas de QUIT/PEO solugao
6%QUIT/4,8%PEOQO, V=25 kV, D=15 cm e R=1ml/h, com velocidade de rotacédo
de 2500 rpm, sendo: (a) lote antigo MKBG3334V, (b) lote novo SLBH1773V e
(c) lote novo SLBH1773V apds alteragdo com solugdo 4,5%QUIT/3,6%PEOQO,
V=29 kV, D=10 cm e R=1ml/h.
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Figura 3.42. Membrana de nanofibras de QUIT/PEO eletrofiadas nas condigbes
de processo de V=25 kV, D=10 cm e R=1ml/h com adicdo de 10% de
Metronidazol, sendo (a) imagem obtida por MEV com aumento de 10.000 e (b)
histograma para didametro das nanofibras.

Figura 3.43. Membrana eletrofiada de CA nas condi¢cdes de processamento de
D=10cm, V = 15kV e R = 1mL/h com 10% metronidazol, sendo (a) Imagens
de MEV, com aumento de 5000 vezes (b) Histograma do diametro das

nanofibras.

Figura 3.44. Imagens para membrana eletrofiada de Acetato de celulose-
20%MTZ recoberta com membrana QUIT/PEQO, 12 Configuragédo: (a) membrana

seca, (b) membrana em solugéo tampéao a 37°C por 4 horas.

Figura 3.45. Imagens para membrana eletrofiada de Acetato de celulose-
20%MTZ recoberta com membrana QUIT/PEO, 22 Configuracdo, sendo: (a)
membrana CA ap6s atomizagdo com solugdo de quitosana (b) membrana seca
(c) membrana em solugao tampao a 37°C por 1 semana.

Figura 3.46. Imagens para membrana eletrofiada de Acetato de celulose-
20%MTZ recoberta com membrana QUIT/PEQO, 22 Configuragao: vista lateral.

Figura 3.47. Membrana de nanofibras de SA/PEO-QUIT/PEO eletrofiada nas
condigdes de processo de V=27 kV, D=10 cm e R=0,4ml/h, sendo (a) imagem
obtida por MEV com aumento de 10.000 e (b) histograma para didmetro das

nanofibras.

Figura 3.48. Imagem MET, para membrana eletrofiada de SA/QUIT/PEO nas
condigdes de processamento de D = 10 cm, V = 27kV e R = 0,4mL/h.

Figura 3.49. Espectroscopia de infravermelho para membrana coaxial
eletrofiada de SA/QUIT/PEQO nas condi¢des de processamento de D = 10 cm, V
= 27kV e R = 0,4mL/h (linha azul), e para Alginato/PEO (linha vermelha),
Quitosana/PEO (linha verde) e PEO (linha marrom).

Figura 3.50. Difracdo de Raios-X para as amostras de QUIT/PEO, SA/PEO e
SA/PEO-QUIT/PEO.

Figura 3.51. Termogramas DSC para membranas de nanofibras de SA/PEO,
QUIT/PEO e SA/PEO-QUIT/PEO.
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Figura 3.52. Termogramas TGA para membranas de nanofibras de SA/PEQ,
QUIT/PEO e SA/QUIT/PEO.

Figura 3.53. Imagem MET, para membrana eletrofiada de SA/PEO-QUIT/PEO
nas condigcbes de processamento de D = 10 cm, V = 27kV, R = 0,4mL/h e
rotagdo 2500 rpm.

Figura 3.54. Imagens microscopia eletrénica de varredura (MEV), aumento
10.000 vezes, das nanofibras coaxiais eletrofiadas de SA/CHI/PEO apos 24
horas de incubacao em agua.

Figura 4.1. Resultados de crescimento celular para cultura de células de
Fibroblasto Gengival Humano, apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo das
membranas de Quitosana, conforme determinado pelo teste de exclusdo com
corante vital Trypan Blue. Viabilidade celular em poliestireno (Controle). As
barras de erro representam o desvio-padrdo. (Non Parametric ANOVA Test.
CONTROLE ?; QUIT 0% MTZ % QUIT 10% MTZ & QUIT 20% MTZ @. As
mesmas letras indicam que nao ocorreu diferenga estatistica significativa entre

os diferentes tipos de membrana (p<0,05)).

Figura 4.2. Resultados de crescimento celular para cultura de células de
Fibroblasto Gengival Humano, apés 24, 48 e 72 horas de incubagao, conforme
determinado pelo teste de exclusdo com corante vital Trypan Blue. Viabilidade
celular em poliestireno (Controle). As barras de erro representam o desvio-
padrao. (Non Parametric ANOVA Test. CONTROLE #; QUIT 0% MTZ ?; QUIT
10% MTZ 2, QUIT 20% MTZ 2 As mesmas letras indicam que nao ocorreu
diferenga estatistica significativa entre os diferentes tipos de membrana
(p<0,05)).

Figura 4.3. Resultados de crescimento celular para cultura de células de
Fibroblasto Gengival Humano apds 24, 48 e 72 horas de incubagao, conforme
determinado pelo teste de exclusdao com corante vital Trypan Blue. Viabilidade
celular em poliestireno (Controle). (Non Parametric ANOVA Test. CONTROLE ?;
CA 0% MTZ ?; CA 10% MTZ 2, CA 20% MTZ °. As mesmas letras indicam que
ndo ocorreu diferenga estatistica significativa entre os diferentes tipos de
membrana (p<0,05)).

Figura 4.4. Resultados de crescimento celular para cultura de células de
Fibroblasto Gengival Humano, apds 24, 48 e 72 horas de incubacéo, conforme
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determinado pelo teste de exclusdo com corante vital Trypan Blue. Viabilidade
celular em poliestireno (Controle). As barras de erro representam o desvio-
padrdo. (Non Parametric ANOVA Test. CONTROLE ?; Alginato 0% MTZ ?%;
Alginato 10% MTZ @, Alginato 20% MTZ ®. As mesmas letras indicam que nédo
ocorreu diferenca estatistica significativa entre os diferentes tipos de membrana
(p<0,05)).

Figura 4.5. Curva de Calibracao obtida por UV-vis para o Metronidazol em
solucéo tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4.

Figura 4.6. Curvas de percentual de MTZ liberado por membranas

nanoestruturadas com 10% de Metronidazol.

Figura 4.7. Perfil de liberagdo de MTZ pela mucosa oral suina, obtida com
aplicacao das membranas nanoestruturadas carregadas com 10% de MTZ,

sobre condicdes de dosagem infinita (média £ SEM, n=6).

Figura 5.1. Resultados comparativos de mucoadesao, por adsor¢ao de mucina,

entre membranas eletrofiadas.

Figura 5.2. Membranas aderidas a mucosa oral suina ao final do teste de
Tempo de Mucoadesédo (apds 24 h em banho 37°C e em agitacdo 50 rpm)
sendo (a) membrana de CA revestida de SA, (b) membrana de SA/PEO e (c)
imagem mostrando descolamento forcado da membrana de SA/PEO com
espatula.

Figura 5.3. Parte superior da membranas de CA revestida com QUIT ainda
aderidas a mucosa oral suina ao final do teste de Forgca de destacamento e
Trabalho de Mucoadesao.
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CAPITULO 1

1.1. INTRODUCAO

A tecnologia de liberacao controlada de farmacos apresenta-se como um
desafio interdisciplinar para farmacéuticos, quimicos, biélogos, engenheiros e para a
comunidade da area da saude (SIVAKUMAR et al., 2002). O desenvolvimento de
polimeros para liberagdo controlada de farmacos vem crescendo rapidamente desde
a década de 60, com um grande avanco na sintese e fabricacdo de sofisticados
sistemas poliméricos (HUANG et al., 2003).

Dispositivos poliméricos para liberagdo controlada de farmacos tém
inimeras vantagens, comparadas as formas normais de dosagem (VERRECK et al.,
2003). Uma delas, por exemplo, diz respeito aos farmacos com um tempo médio de
vida curto que podem ser protegidos da degradagcdo enzimatica. Além disso, os
niveis de farmacos no plasma sao continuamente mantidos em uma faixa
terapéutica desejavel, sendo que os efeitos colaterais nocivos observados na
administracdo convencional podem ser reduzidos, ou eliminados, pela administracao
local. Entretanto, existem muitos problemas a serem resolvidos na area de
desenvolvimento e pesquisa, como por exemplo, a baixa eficacia de certos sistemas
de liberagdo controlada de farmacos, e o efeito de disparo inicial de grande
quantidade da droga no organismo (burst release) (ZENG et al., 2003).

A administracdo de farmacos de maneira fisiologicamente aceitavel pelos
pacientes tem sido sempre uma preocupacao da area medica (VERMA et al., 2011).
Entre as varias vias de administracdo de farmacos, a via oral € a preferida do
paciente e do médico (VERMA et al., 2011). No entanto, a administragdo oral tem
desvantagens observadas como: metabolismo de primeira passagem hepética (onde
a concentragao do farmaco é significativamente reduzida pelo figado antes de atingir
a circulacdo sistémica), degradacdo enzimatica dentro do trato gastro intestinal,
dificuldade de degluticdo de alguns pacientes e dificuldade motora, especialmente
em comprimidos, via ndo invasivo, além de certas classes de farmaco ndo poderem
ser administradas por via oral, especialmente peptideos, proteinas e vacinas
(VERMA et al., 2011). Ao longo do tempo, os cientistas e investigadores nas
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industrias farmacéuticas estdo centrados em rotas alternativas de administracao de
farmaco, com o objetivo de superar os inconvenientes da via oral.

As mucosas de absorcdo sdo consideradas sitios potenciais para a
administracdo de principios ativos. As rotas transmucosas para administracdo de
medicamentos via circulacdo sistémica (ou seja, o revestimento mucoso nasal, retal,
ocular, vaginal e a cavidade oral) oferecem vantagens distintas sobre a
administracao por via oral para a entrega sistémica da droga (SINGH et al., 2011).

Mesmo que as mucosas retal, ocular e vaginal, oferecam vantagens
certas, a cavidade bucal é a mais aceita pelos doentes (VERMA et al., 2011). Ela
apresenta muitas vantagens para a liberacao de farmacos, entre elas podemos citar
(VERMA et al., 2011): (1) mucosas sao altamente vascularizadas e qualquer droga
que se difunda através da membrana tem acesso direto a circulagao sistémica; (2)
evita o efeito de primeira passagem hepética e a exposi¢ao do farmaco nos fluidos
gastrointestinais; (3) facil acesso aos locais para aplicacdo e remogao dos sistemas
de liberacao; (4) melhora o desempenho de muitos farmacos, pelo tempo de contato
prolongado na mucosa; (5) aceitacdo do paciente em comparagdo com outros
sistemas de administracdo nao oral; (6) tolerAncia, em comparagdo com a mucosa
nasal e dérmica, para sensibilizagdo potencial; (7) o maior tempo de residéncia pode
levar a dosagens mais baixas de administracdo; (8) a presenca de saliva garante
quantidade relativamente grande de agua para a dissolugdo de farmaco, ao contrario
da membrana retal e transdérmica; (9) fornece uma rota alternativa para a
administracdo de varios horménios, analgésicos, esteroides, enzimas, agentes
cardiovasculares; (10) sistema pouco invasivo em comparagdo as vias injetaveis,
entre outros.

O desenvolvimento de um sistema bucoadesivo ideal para liberagdo de
farmacos, como proposto neste trabalho, ainda se apresenta como um desafio para
a area cientifica. Podemos citar como algumas caracteristicas desejaveis para estes
sistemas (VERMA et al., 2011): (1) a forca de adesdo mecéanica a mucosa bucal
deve ser adequada; (2) a liberacdo da droga deve ser realizada de forma controlada;
(3) devem facilitar a taxa de absorcédo do farmaco; (4) devem ter boa aceitacdo do
paciente; (5) ndo devem dificultar as fun¢gdes normais como falar, comer e beber; (6)
devem realizar a liberacao unidirecional da droga no sentido da mucosa; (7) néao



34

devem incentivar o desenvolvimento de infeccbes secundarias, como caries; (8)
devem ter uma boa resisténcia a acao de lavagem de saliva; (9) ter gosto aceitavel.

Sistemas de entrega de farmaco via transmucosa oral geralmente sao
projetados para liberacao rapida da droga e acao imediata, com rapido aparecimento
desta na circulacao sistémica. Além disso, é esperado que a concentracao da droga
dentro do perfil terapéutico se mantenha numa faixa constante e que a liberacao
dure o periodo necessario de tempo (PATEL et al., 2011).

Varias empresas estdo atualmente envolvidas no desenvolvimento e
comercializacao de tecnologias de liberacdo de farmaco, com base no sistema via
transmucosa oral, devido as vantagens ja descritas anteriormente. Uma das maiores
limitagbes associadas com estes sistemas, é a dificuldade de sua fixagao no local de
absorcdo. Assim, faz-se necessario focarmos nossas pesquisas no sentido de
melhorar a adeséao dos dispositivos de liberagéo, especialmente utilizando sistemas
mucoadesivos (PATEL et al., 2011) como o proposto neste trabalho.

O uso de membranas de nanofibras eletrofiadas, como agentes
carreadores para farmacos, tem mostrado um futuro amplo em aplicacoes
biomédicas, segundo a literatura cientifica (HUANG et al., 2003). A utilizacao de
nanofibras poliméricas para sistemas de liberacdo de farmacos € baseada no
principio que a taxa de dissolugéo da particula do farmaco aumenta com o aumento
da area superficial da matriz (HUANG et al., 2003). Comparando-se com outras
formas farmacéuticas, existem véarias vantagens em se usar nanofibras eletrofiadas.
Os farmacos podem ser convenientemente incorporados aos polimeros, antes ou
durante a eletrofiacao; além disso, o perfil de liberagédo da droga pode ser projetado
por uma modulagdo da morfologia, da porosidade e da composicdo da membrana de
nanofibras (HUANG et al., 2006).

Ao longo das ultimas décadas, o conceito de utilizagdo de polimeros
bioadesivos, para prolongar o tempo de contato com a mucosa, ganhou notavel
atencdo na liberagdo da droga via transmucosa (PATEL et al., 2011). No inicio dos
anos 1980, o pioneiro no conceito de mucoadeséo, professor Joseph R. Robinson
da Universidade de Wisconsin, desenvolveu uma nova estratégia para prolongar o
tempo de residéncia de varios farmacos na superficie ocular. Ao longo dos anos, 0s

polimeros mucoadesivos mostraram-se capazes de aderir a varias outras
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membranas mucosas. Muitas pesquisas ao longo dos ultimos anos tém resultado em
avancos profundos na compreensdo dos conceitos e aspectos da mucoadesao
(PATEL et al., 2011).

Na area odontoldgica a nossa contribuicao se baseia em um dos grandes
problemas de saude da maioria da populacdo brasileira, os problemas de saude
bucal. Esses problemas podem ser desenvolvidos tanto pelas imensas dificuldades
de acesso aos servicos assistenciais ou medicamentos, quanto pelo material a
precos inacessiveis (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

A escolaridade deficiente, a baixa renda, a falta de trabalho e de
informacdes, junto com a ma qualidade de vida, produzem efeitos devastadores
sobre gengivas, dentes e outras estruturas da boca. Alem de infec¢cdes e dores, 0
psicolégico de pacientes edéntulos pode ficar alterado devido sua baixa autoestima,
chegando a isola-lo do convivio social (MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

No Brasil, segundo o ministério da saude (PROJETO SB BRASIL 2003:
condicoes de saude bucal da populacao brasileira 2002-2003: resultados principais),
53,5% dos individuos entre 15 a 19 anos e 66,71 % dos individuos entre 35 e 44
anos apresentam doencas periodontais. Tais doencas compreendem um grupo de
infeccdes e condi¢des inflamatorias, como gengivite e periodontite, que afetam os
dentes e as estruturas de apoio. Isso leva a formagéo de bolsas entre a gengiva e os
dentes que pode evoluir até a perda dos mesmos (BRUSCHI et al., 2006).

Com base nas informagdes encontradas na literatura cientifica, o
desenvolvimento de um sistema para liberagdo bucal de farmaco com alta adeséo
apresenta-se como uma opg¢do inovadora de novos materiais para a area
odontolégica podendo ser estendido para area médica dependendo do farmaco a

ser incorporado.

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Processo de Eletrofiacao

O processo de eletrofiacdo para producdo de nanofibras poliméricas se

tornou muito atrativo devido a sua metodologia de baixo custo, produzindo
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nanofibras a partir de uma grande variedade de materiais, de um modo
relativamente simples, repetitivo e de facil construcdo, sendo o Unico método que
pode ser desenvolvido para producdo em massa (RAMAKRISHNA et al., 2005).

Eletrofiacao é basicamente o processo para produzir nanofibras através
de um jato induzido por uma carga elétrica, de uma solucao de polimero ou polimero
fundido (UYAR et al., 2009). Tipicamente, eletrofiacdo é aplicada a uma gama de
polimeros que sa&o convencionalmente fiados como polioleofinas, poliamidas,
poliésteres, aramidas e acrilicos; bem como biopolimeros como proteinas
(MATTHEWS et al., 2002), DNA, polipeptideos, polissacarideos dentre outros.
Muitas proteinas também tém sido eletrofiadas incluindo colageno, gelatina (WNEK
et al., 2003), fibrinogénio e seda. Dentre os polissacarideos eletrofiados atualmente
estdo a celulose, o acetato de celulose, a quitina (PARK et al., 2006), a quitosana
(KRIEGEL et al., 2009), o alginato (MOON et al., 2009), o acido hialurénico
(OKAMOTO et al., 2004) e a dextrana.

Os equipamentos basicos de um aparato de eletrofiacdo, Figura 1.1
incluem uma agulha de pequeno didmetro, uma fonte de alta voltagem e um coletor
de metal (RAMAKRISHNA et al., 2005). O processo baseia-se em um eletrodo, que
€ conectado a uma fonte de alta voltagem até o tubo capilar, contendo a solugao
polimérica, e outro eletrodo no coletor. O tubo capilar e o coletor sdo mantidos a
uma pequena distancia um do outro. Uma chapa, de cobre ou de aluminio, tem sido
normalmente utilizada como coletor das fibras durante o processo de eletrofiagdo. A
solugcédo de polimero € forgcada através do embolo da seringa até a agulha, por
gravidade ou por uma bomba. Inicialmente, como resultado da tensdo de superficie,
uma gota da solucéo fica pendente na ponta da agulha. O campo elétrico submetido
na ponta do tubo capilar, que contém a solu¢do polimérica, induz uma carga na
superficie do liquido. Cargas de repulsdo e contragcdo mutua, na superficie
carregada do contra eletrodo, causam uma forgca diretamente oposta a tensédo de
superficie. Aumentando-se o campo elétrico a valores criticos, as forgas
eletrostaticas superam a tenséo superficial e ocorre a formagédo de um jato do fluido
que é ejetado, seguindo o movimento cdnico conhecido como cone de Taylor. No
tempo entre a saida da seringa e o depdsito no coletor, o solvente evapora e fibras
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secas sao depositadas. A fibra coletada normalmente se apresenta na forma de uma
manta parecida com um nao tecido (Ribeiro Neto et al.,2012).

Fonte de alta + Seringa
voltagem agulha
i e Coletor

Figura 1.1. Desenho esquematico do equipamento de eletrofiacado (RAMAKRISHNA et al.,
2005).

Embora o fundamento da eletrofiacdo seja simples, o processo é
complexo devido ao grande numero de parametros que influenciam o formato, o
diametro e as dimensdes da fibra resultante. Considerando que um polimero seja
apto a formacao de nanofibras, as caracteristicas ideais que elas devem apresentar
sao: (1) diametros com valores estaveis e controlaveis; (2) superficie da fibra livre de
defeitos ou com defeitos controlaveis e (3) nanofibras continuas. Dentre estes
parametros podemos citar a viscosidade da solugédo, a condutividade elétrica, a
tensdo de superficie, a massa molecular do polimero e sua distribuicdo, a forca do
campo elétrico, a natureza do contra eletrodo e a atmosfera do processamento
(RAMAKRISHNA et al.,, 2005). Dessa forma € necessdria a utilizacdo de uma
metodologia eficiente para o desenvolvimento de nanofibras a partir do processo de
eletrofiacdo, que obtenha uma resposta rapida e confiavel na avaliacado de multiplos
fatores. Dentre estas metodologias podemos citar o DOE (Design of Experiments),
uma ferramenta estatistica onde se utiliza o planejamento fatorial (NISTA et al.,
2012a). Esta metodologia apresenta-se atualmente como uma ferramenta de
importancia inigualavel em projetos de pesquisa académica, bem como em

aplicagbes industriais, sendo esta a que sera aplicada neste trabalho. Através dessa
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técnica é possivel planejar o experimento, de forma a obter-se exatamente o tipo de
informacdo desejada, num tempo e custo menores (BENICIO et al., 2001). Pelo
planejamento fatorial pode-se determinar a influéncia de um ou mais parametros
sobre outra variavel de interesse, tornando possivel observar efeitos de interagao
que nao seriam possiveis de otimizar com estudos univariados. Deste modo, o efeito
de parametros de fiagao, tais como a concentracao da solugéo, tensao, distancia e
velocidade de rotacdo, no didmetro das fibras podem ser determinados com o auxilio
de um DOE (NISTA et al., 2012a).

1.2.1.1. Fatores que influenciam o processo de eletrofiacao

Como ja citado, alguns parametros podem influenciar a transformacgao
das solugdes poliméricas em nanofibras, dentre estes podemos citar Parametros de
Processo, Parametros da Solucao e Parametros do Ambiente.

1.2.1.1.1. Parametros de Processo

Um elemento crucial na eletrofiacdo é a aplicacao de alta voltagem na
solucdo. A alta voltagem ira induzir a carga necessaria na solugéo e, junto com o
campo elétrico externo, ira iniciar o processo de eletrofiagdo quando as forgas
eletrostaticas na solucdo superarem a tensdo superficial. Geralmente, voltagens
(positivas ou negativas) maiores que 6kV sdo suficientes para romper a gota e
formar o cone de Taylor.

Se a voltagem aplicada € alta, uma grande quantidade de cargas ira
causar uma aceleracéo rapida no jato e um maior volume de solugdo ird sair da
ponta da agulha. Isto resulta em um cone de Taylor maior e menos estavel
(RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al., 2012b). Assim, o suprimento de alta
voltagem resulta em um campo elétrico que influenciara a morfologia da fibra obtida.

Na maioria dos casos, a alta voltagem ir4 levar ao maior estiramento da
solucdo devido as grandes forcas de Coulomb no jato. Esses feitos levam a reducgéo

do diametro da fibra e também garantem uma evaporag¢ao mais rapida do solvente e
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a secagem da mesma. Porém, alta voltagem pode gerar formacao de contas, devido
a um aumento da instabilidade do jato e o recuo do cone de Taylor para a agulha.
Assim, o efeito da voltagem nao somente é responsavel pela aparéncia fisica da
fibra, mas também pela sua cristalinidade. O campo elétrico formado pode causar
maior ordem nas moléculas de polimero, durante a eletrofiacédo, induzindo a uma
maior cristalinidade (RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al., 2012b).

A vazao polimérica por sua vez ira determinar a quantidade de solugao
disponivel para eletrofiacdo. Para uma dada voltagem, existe uma vazao
correspondente para manter um cone de Taylor estavel. Quando a vazao é
aumentada, existe um aumento correspondente no didametro da fibra ou pode ocorrer
a formacéao de contas.

Quando um grande volume de solugao é alimentado na ponta da agulha,
o solvente depositado na fibra pode nao ter tempo suficiente para evaporar
totalmente, causando fibras fundidas com aspecto de uma teia. Portanto, a baixa
vazao € desejada, pois 0 solvente tera maior tempo para evaporar-se
(RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al., 2012b).

O coletor utilizado no processo de eletrofiacdo também apresenta uma
grande influencia na formagao das nanofibras. A existéncia de um campo elétrico
entre a fonte e o coletor é essencial para iniciar a eletrofiagdo, sendo este o
parametro mais importante. O coletor deve ser feito de um material condutor, como
uma folha ou placa de aluminio ou cobre, eletricamente aterrado para que haja uma
diferenca de potencial estavel entre a fonte e o coletor (vide Figura 1.1). Quando um
coletor n&o condutor é utilizado, as cargas rapidamente se acumulam, resultando em
poucas fibras depositadas. Para um coletor condutor, as cargas das fibras devem
ser dissipadas para que o mesmo promova uma maior atragdo das mesmas
(RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al., 2012b).

Para um coletor condutivo, quando a velocidade de depdésito € alta, e a
malha da fibra é espessa o suficiente, poderd ocorrer um alto acimulo de carga
residual nesta malha, ja que polimeros geralmente ndo sao condutores. Quando isso
acontece, é comum se observar a olho nu, pequenas depressdes na malha da fibra.

A temperatura da solug¢do polimérica tem o efeito de aumentar a taxa de
evaporagdo do solvente e reduzir a viscosidade de uma solugdo polimérica. Com



40

viscosidades mais baixas, devido ao aumento da temperatura, aumenta-se a
mobilidade das moléculas de polimero, assim as forcas eletrostaticas sao capazes
de exercer uma forca maior sobre a solucdo, estirando mais a mesma e,
consequentemente, resultando em fibras de menor diametro (RAMAKRISHNA et al.,
2005; NISTA et al., 2012b).

Quanto ao diametro interno da agulha por onde flui a solucéo, este tem
efeito no processo de eletrofiacdo. Diametros internos menores sao procurados
para reduzir o entupimento, devido a menor exposicao do solvente a atmosfera
durante o processamento, além de reduzir o diametro da fiora (RAMAKRISHNA et
al., 2005; NISTA et al., 2012b).

Variando a distancia entre a agulha e o coletor, teremos uma influéncia
direta no tempo entre a saida da solucdo da ponta da agulha e seu depésito, e
também no campo elétrico formado. Se o tempo de percurso da solugao for grande,
teremos uma secagem melhor da fibra; porem, se este for curto, a mesma podera
nao secar e se depositar ainda Umida, gerando a fusdo das fibras entre si.
Diminuindo-se a distancia, temos também o efeito do aumento do campo elétrico
que, como dito anteriormente, pode aumentar a instabilidade do jato e propiciar a
formacéao de contas (RAMAKRISHNA et al., 2005 NISTA et al., 2012b).

1.2.1.1.2. Parametros da Solucao

Dentre os parametros da Solugéo, a Viscosidade da Solugao Polimérica e
o Peso Molecular do polimero sao fatores fundamentais parta a formagdo de
nanofibras. Uma das condigdes necessarias para a eletrofiagdo ocorrer com
formacdo das fibras, é que um polimero em solugdo tenha peso molecular
adequado, além da viscosidade da solu¢cdo. Como o jato sai da ponta da agulha
durante a eletrofiacdo, a solugcédo de polimero é estirada e viaja até o coletor plano. A
eletrofiacdo envolve um estiramento rapido do jato eletrificado e uma rapida
evaporagdo do solvente. Deste modo, as cadeias poliméricas emaranhadas
experimentam uma forte forca de cisalhamento durante o processo de
eletrodeposicao e solidificam rapidamente quando atingem o coletor, impedindo sua
volta as condicdes de equilibrio (RAMAKRISHNA et al., 2005 NISTA et al., 2012b).
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O peso molecular do polimero, que pode ser representado pelo
comprimento médio das cadeias poliméricas, tem um efeito direto na viscosidade da
solugdo, ja que esta serd funcdo do nivel de emaranhamento das cadeias
poliméricas no solvente.

Similarmente ao aumento do peso molecular, um aumento na
concentragao ira resultar em um maior entrelacamento das cadeias poliméricas na
solucdo, o que é necessario para manter a continuidade do jato durante o processo
de eletrofiagao.

O jato eletrofiado, por sua vez, pode dividir-se em pequenas goticulas e
resultar em contas ao longo da fibra, como efeito de uma instabilidade
hidrodinamica. A baixa viscosidade é comum encontrar contas depositadas ao longo
das fibras, devido a uma grande quantidade de moléculas de solvente e poucas
cadeias entrelacadas, o que faz com que a tensao superficial seja o fator dominante
do sistema ao longo do jato eletrofiado gerando instabilidade no mesmo. A
viscosidade muito alta a solucdo pode secar na ponta da agulha, antes da
eletrofiacao ser iniciada (RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al., 2012b). Assim,
um balanco é necessario para o sucesso da eletrofiagdo. Durante a eletrofiacao,
pode ocorrer a formagdo de um segundo jato a partir do jato principal, o qual é
estavel o suficiente para produzir fibras de pequenos didmetros a uma dada
viscosidade. Quando a viscosidade ¢é alta o suficiente, a formagao do segundo jato é
pouco provavel, sendo apenas o jato principal que ira contribuir para uma fibra com
maior diametro.

A tenséao superficial da solu¢do polimérica também se apresenta como um
fator decisivo na obtengdo das nanofibras pelo processo de eletrofiacdo. Na
eletrofiagdo, as cargas da solugdo polimérica devem ser altas o suficiente para
vencer a tensdo superficial da solugdo. A tensdo de superficie tem o efeito de
diminuir a area da superficie, por unidade de massa de um fluido. Na eletrofiacéo,
quando a concentragdo de moléculas livres no solvente é grande, existe uma grande
tendéncia das moléculas do solvente se agregarem e tomarem a forma esférica,
como resultado da tensao superficial. Neste caso, ocorrera o fenédmeno denominado
electrospray onde a solugcdo se agregara em gotas, ou ocorrera a formagdo da
nanofibra com a presenca de contas (RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al.,
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2012b). Com o aumento da viscosidade da solucdo, ocorrera uma interagcdo maior
entre o solvente e as moléculas do polimero e, assim, quando a solucao for estirada
pela influéncia das cargas, as moléculas do solvente que estdo difundidas entre as
moléculas do polimero, ndo conseguirdo se agregar, reduzindo assim a influéncia da
tensdo superficial (RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al., 2012b). Em outras
palavras, teremos uma maior interacao entre as moléculas evitando a formacao da
instabilidade do jato.

Eletrofiacdo envolve estiramento da fibra causada por repulsdo das
cargas na sua superficie. Assim, se a condutividade elétrica da solucao polimérica
aumenta mais cargas podem ser carregadas pelo jato. A condutividade da solucao
polimérica pode ser aumentada pela adigdo de ions. Pequenas quantidades de sal
ou polieletrdlitos, podem ser adicionados a solucdo para aumentar as cargas e,
como consequéncia, ocorrera o estiramento da fibra sem a formagcao de contas e
aumentara a probabilidade de fibras com menor didmetro. Assim, o aumento do
estiramento da solucdo reduz o diametro das fibras, ja que a presenca de ions
aumenta a condutividade da solucdo. Assim a voltagem critica para ocorrer a
eletrofiagdo diminui; entretanto, existe um limite para a reducdo no diametro das
fibras. Outro efeito do aumento das cargas é a grande instabilidade formada e, como
resultado, temos um aumento na area de deposicao das fibras (RAMAKRISHNA et
al., 2005; NISTA et al., 2012b).

1.2.1.1.3. Parametros do Ambiente

A umidade do ambiente pode ter influencia na solugdo do polimero
durante a eletrofiagédo, principalmente em polimeros hidrofébicos. A alta umidade
aumenta a facilidade de condensacéo de agua na superficie da fibra, influenciando
na sua morfologia. Esta umidade pode causar poros circulares na superficie da fibra,
cujos tamanhos aumentam com o aumento da umidade, até a formacdo de
estruturas ndo uniformes. Isto ocorre porque o vapor de agua condensa na
superficie das fibras durante o jato, devido ao resfriamento das suas superficies
causado pela evaporagcédo rapida dos solventes volateis. Os poros s&o, portanto,
formados, tanto quando a agua ou o solvente evaporam (RAMAKRISHNA et al.,
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2005; NISTA et al., 2012b). Para polimeros hidrofilicos, alta umidade pode dificultar
a evaporagao do solvente durante o processo de eletrofiacdo, dificultando ainda
mais o processo podendo gerar fibras fundidas.

A composicao do ar ambiente também tem efeito na eletrofiacdo, uma vez
que diferentes gases tém diferentes comportamentos no campo eletrostatico.
Quando utilizamos atmosfera de gases com maior tensao de ruptura, como o freon,
as fibras obtidas tém duas vezes o didmetro das obtidas em outras condicoes
(RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al., 2012b). Por sua vez, a reducdo da
pressao ao redor do jato de eletrofiacdo nao melhora o processo, em geral. Quando
a pressao atmosférica é baixa, a solucao de polimero na seringa tera uma grande
tendéncia de fluir para fora da agulha, causando instabilidade no jato inicial e, assim,
impossibilitando a fiagcdo devido a descarga direta das cargas elétricas
(RAMAKRISHNA et al., 2005; NISTA et al., 2012b).

1.2.2. Alginato e Quitosana — Reticulacao e Policomplexacao

Os polieletrolitos sdo macromoléculas que tem um papel importante no
transporte de um numero relativamente grande de grupos funcionais carregados, ou
que podem tornar-se carregados. Eles podem ter a fungdo de polications ou
polidnions, uma vez que a carga liquida destas macromoléculas em solucao
depende dos grupos funcionais, que podem estar carregados positiva ou
negativamente, dependendo do pH do meio. (SIMSEK-EGE et al., 2003).

A quitosana e o alginato sao polieletrolitos bem conhecidos,
biocompativeis, biodegradaveis e mucoadesivos, permitindo varias aplicagcbes
farmacéuticas e biomédicas (SARMENTO et al., 2007). Podem ser utilizados como
agentes espessantes, na industria alimenticia; como sistemas de liberagdo de
farmaco, em aplicagdes farmacéuticas, e como biomateriais em cultura de células e
cicatrizagdo de feridas. Estes dois polissacarideos também podem ser usados em
conjunto, formando um complexo polieletrolitico, muito utilizado para encapsular
proteinas, células e enzimas. (SIMSEK-EGE et al., 2003).

A quitosana € a forma acetilada da quitina, que é obtida ap6s o
tratamento da quitina com NaOH, Figura 1.2, mostra unidades acetiladas (2-
acetoamido-2deoxi-D-glicopiranose) e desacetiladas (2-amino-deoxi-D-
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glicopiranose), unidas por ligagdes glicosidicas, com predominancia das unidades
desacetiladas (KLEINUBING et al., 2013). A quitosana é normalmente extraida de
casca de crustaceos como camarao, caranguejo e lagosta. Este mesmo polimero
também pode ser encontrado nas cascas de alguns insetos, tais como besouros, e
em alguns fungos (KNAUL et al., 1999). Ela tem sido investigada como veiculo de
entrega oral de farmaco, porque €& capaz de reduzir a resisténcia elétrica
transepitelial, abrindo transitoriamente um forte canal entre as células epiteliais.
(SARMENTO et al., 2007)
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Figura 1.2. Estrutura quimica dos monémeros da quitosana (Lawrie et al., 2007).

O alginato de sédio, Figura 1.3, é extraido principalmente de 3 espécies
de alga, ou seja, a Macrocystis pyrifera, a Laminaria hyperborea e a Ascophyllum
nodosum. Quimicamente é um biopolimero aniénico, composto de cadeias lineares
de acido B-D-manurénico (unidade M) e do &acido a-L-gulurénico (unidade Q).
(KLEINUBING et al., 2013)

H

/o

Figura 1.3. Estrutura quimica das unidades G e M do Alginato (LAWRIE et al., 2007).
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O alginato € um dos polieletrolitos aniénicos mais estudados na
complexacdo com a quitosana, porque o policomplexo formado entre estes dois
polimeros ainda é biodegradavel, biocompativel e mecanicamente mais resistente.
(HAMMAN et al. 2010)

A formacao do complexo polieletrolitico é facilitada por um mecanismo
eletrostatico, onde a neutralizacdo de cargas ocorre por interacoes tipo ligacoes de
hidrogénio, forcas de Coulomb e forcas de Van der Waals, Figura 1.4. (MENG et al.,
2010)
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Figura 1.4. InteragGes idnicas entre o alginato de sédio e a quitosana (KNILL et al., 2004)

Estudos sobre a biodegradabilidade dos complexos polieletroliticos de
quitosana-alginato mostraram que enquanto a quitosana sozinha foi degradada por
lisozimas, o efeito destas enzimas no complexo polieletrélito foi negligenciavel. O
complexo mostrou alta capacidade de adsor¢cdo da lisozima, mas a degradacgéo
enzimatica foi dificultada pela forte interacdo entre as cadeias poliméricas de
quitosana e de alginato (HAMMAN et al., 2010).

Uma grande vantagem do complexo polieletrolitico quitosana-alginato é
sua preparagdao que ocorre em agua, dispensando o uso de solventes organicos
toxicos, no preparo de membranas de revestimento para sistemas de liberacao
controlada. As membranas assim obtidas sao biodegradaveis e insoluveis em agua,

com grande potencial para aplicacées biomédicas (MENG et al., 2010).
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Na area de nanotecnologia, a formagao deste polieletrélito tem sido muito
explorada na producéo de varios sistemas nanoparticulados de liberacao controlada
de farmacos, a base de polissacarideos, para aplicacao em diversos locais do corpo
humano (GOYCOOLEA et al., 2009). Sua utilizacdo pode ter aplicacdes promissoras
na area odontolégica, como a administracdo transmucosa de macromoléculas
bioativas, devido as varias propriedades interessantes, como mucoadesido 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,
tais como o ocular, nasal, oral e intestinal (GOYCOOLEA et al., 2009).

A reticulacdo do alginato também pode ser realizada na presenca de
cations divalentes, gracas a sua capacidade de formacdo de géis termoestaveis.
Dentre estes cations divalentes, o Ca*® é mais eficaz na interagdo com alginatos e,
portanto, mais empregado. A formacado de géis com calcio ocorre por meio de
ligacdes idnicas de dois grupos carboxilas de cadeias adjacentes com um ion Ca*?
(ANDRADE et al., 2008).

As unidades G e M no alginato, em variadas proporcées e arranjos
sequenciais, resultam em diferentes orientagbes espaciais da cadeia polimérica. No
entanto, apenas as unidades G sao orientadas de forma a tornar os &cidos
carboxilicos acessiveis para reticulagdo i6nica. As propriedades gelificantes deste
composto resultam da ligacdo cooperativa de céations divalentes com os blocos
homopoliméricos dos residuos de guluronato, denominados blocos G (DONG et al.,
2006; HOU et al., 2006, RODRIGUES et al., 2004). Dentre os cations divalentes
utilizados, destacam-se o magnésio, o calcio, o estrdncio e o bario, sendo mais
comumente empregado o célcio como ja mencionado. Os ions célcio interagem
cooperativamente com blocos de unidades G para formar pontes ibnicas entre as
diferentes cadeias, gerando géis fortes e termoestaveis (ANDRADE et al., 2008). Os
ions divalentes estabelecem uma associacdo cooperativa entre os segmentos
poliméricos G, formando estruturas agregadas, semelhante ao ovo numa “caixa de

ovos” (TURBIANI et al., 2011), conforme esquematizado na Figura 1.5.
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Figura 1.5. Esquema das ligacbes cruzadas do alginato de célcio. As esferas em preto
representam os fons Ca?*, enquanto as linhas representam as cadeias de alginato
(RODRIGUES et al., 2008).

Os fons Ca*" localizam-se nas cavidades eletronegativas, interagindo
ionicamente com os blocos de guluronato, um gel termoestavel resistente
(RODRIGUES et al., 2004).

A reacao de reticulacdo com calcio é muito rapida e intensa, gerando
gelificacbes localizadas e produzindo uma estrutura heterogénea. Como
consequéncia, o alginato tem sido utilizado, sobretudo como cobertura, aplicada
diretamente sobre o alimento ou farmaco, cuja reticulagao in situ se da pelo contato
com uma solucao de CaCl, (TURBIANI et al., 2011).

1.2.3. Doencas Periodontais

As doencgas periodontais compdem um grupo de infecgbes e condi¢des
inflamatdrias, incluindo gengivite e periodontite, que afetam os dentes e as
estruturas de apoio. Essas doencas ocorrem quando as bactérias da placa dentaria
invadem os tecidos circundantes e o acumulo de placa na margem gengival induz
resposta inflamatéria (PERIOLI et al., 2004). Como resultado, temos a formacgéo de
bolsas entre a gengiva e o dente, que induzem a retracdo gengival e o
desenvolvimento de um ambiente ideal para o crescimento de bactérias
anaerdbicas, responsaveis pela doenca que pode evoluir até a perda de dentes
(PERIOLI et al., 2004).
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O aparecimento das doencas periodontais pode ser causado por uma
serie de fatores de risco ambientais e adquirido, como hereditariedade, tabagismo,
variacao hormonal (durante a gravidez, menopausa), doencas sistémicas (de Marfan
e de Ehlers-Danlos, diabetes, osteoporose, HIV, neutropenias, doencas
cardiovasculares), estresse, deficiéncias nutricionais, medicamentos (bloqueadores
dos canais de calcio, agentes imunomoduladores, anticonvulsivantes) e higiene
bucal deficiente (ANTONINI et al., 2013; SHIFROVITCH et al., 2009).

A periodontite é a fase da doenca periodontal que teve inicio no processo
inflamatério da gengiva (gengivite) e que se estendeu para os tecidos de suporte do
dente, gerando o rompimento das fibras que unem a gengiva, o dente e 0 0sso de
suporte. Forma-se dessa forma a bolsa periodontal, ou seja, um espago entre o
dente e a gengiva, Figura 1.6. Entretanto, se a periodontite ndo for tratada em seu
estagio inicial, a bolsa periodontal ficara mais profunda e a gengiva afastada em
relacdo ao dente (periodontite avancada). No caso da perda Ossea ser muito
extensa, o dente ficara com mobilidade e, dependendo da quantidade de 0sso
perdido, podera ser necessaria a extracao do dente
(http://www.doencaperiodontal.com.br/doenca-periodontal/tratamento, acessado em
30-05-2016).
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Figura 1.6. Estagios das doengas periodontais. (Adaptado de: http://melhorcomsaude.com/
prevencao-tratamento-gengivite/)
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Existe uma variedade de patdégenos responsaveis pelas doencas
periodontais, dentre esses podemos citar espécies anaerdbicas Gram-negativas,
como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus,
Fusobacterium nucleatum, Selenomonas e Campylobacter e bastonetes gram-
negativas anaerdbicas como Actinobacillus actinomycetemcomitans, espécies
cytophaga columnaris e corrodens eikenella (NOYAN et al., 1997).

O sucesso do tratamento depende da inibicdo da destruicdo dos tecidos e
eliminacdo ou controle dos agentes patégenos. Assim, o objetivo terapéutico é a
remogdo de bactérias e do calculo responsaveis pela infeccdo pela limpeza
mecanica e aplicacdo sistémica de agentes antimicrobianos, tais como tetraciclina,
metronidazol, clindamicina, ofloxacina, clorexidina e cetilpiridinio (YILMAZ et al.,
1996). Nos estagios mais avangados da doenga, ha a necessidade de cirurgias,
terapia fotodindmica e o uso de antibiéticos (NOYAN et al., 1997). O problema
encontrado com estes farmacos é que, para se obter uma concentracao eficaz do
farmaco na bolsa periodontal apdés a administracdo sistémica por ingestdo, é
necessario um periodo de tempo prolongado (LOESCHE et al., 1992). Além disso,
quando sao utilizados antibidticos de largo espectro, ha sempre um risco de induzir
resisténcia bacteriana. As tetraciclinas, em particular a doxiciclina, sdo usadas
extensivamente no tratamento da doenca periodontal, mas o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana induz a preferéncia pela utilizacdo de metronidazol, muito
seletivo contra bactérias anaerobias (YILMAZ et al., 1996).

Agentes antimicrobianos s&o administrados por via oral para produzir um
efeito sistémico, mas esta aplicacdo induz alguns efeitos colaterais como
hipersensibilidade, intolerancia gastrointestinal, e o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana (NOYAN et al.,, 1997). Além disso, relata-se que este tipo de
administracdo ndo garante uma adequada concentracao no local da agéo, pois 0
produto ativo ndo € mantido localmente por um periodo de tempo adequado. Uma
solucéo para estes problemas pode ser a administracéo local do farmaco, formulado
num sistema de entrega de liberagdo controlada, para ser colocado diretamente no
sitio de acao (PERIOLI et al., 2004), como estamos propondo neste trabalho.
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1.2.4. Metronidazol

O metronidazol (MTZ), Figura 1.7, um agente antimicrobiano principal
representante do grupo Nitroimidazodlicos, foi introduzido em 1959 para o tratamento
da tricomoniase vaginal (TEIXEIRA et al., 2013). Ele é um farmaco parcialmente
hidrofilico e um dos agentes antimicrobianos mais amplamente utilizados no
tratamento de doencas periodontais como uma terapia adjuvante aos procedimentos
periodontais (BERGAMASCHI et al., 2013) e em infecgbes vaginais (SHIFROVITCH
et al., 2009). O seu principio ativo atua sobre infeccées anaerdbias (Peptococcus,
Peptostreptococcus, Veillonella, Clostridium, Actinobacillus actinomycetemcomitans)
ou infeccdes causadas por protozoarios anaerébios (Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia, Trichomonas vaginalis e Balantidium coli). Ele interage com o DNA (acido
desoxirribonucleico) e produz uma perda da estrutura helicoidal, uma ruptura da
cadeia e a inibicado da sintese de acidos nucleicos das respectivas
bactérias/protozoarios, levando-as a sua morte (TEIXEIRA et al., 2013).

Além da sua utilizacdo em doencas periodontais e infecgdes vaginais
(tricomoniase e vaginose bacteriana), este farmaco ja foi incorporado em sistemas
de entrega de drogas em varias aplicagbes, tais como comprimidos para o
tratamento de Ulceras pépticas, microsferas para o tratamento de doencas
associadas com o colon e a mucosa gastrica, granulos de gel de alginato para
aplicacdes gastricas. Também € utilizado no tratamento de diarreia por Clostridium
difficile, amebiase intestinal por Entamoeba e infeccdo por Helycobacter pylori
(SHIFROVITCH et al., 2009).

-

Figura 1.7. Formula molecular do Metronidazol (TEIXEIRA et al., 2013).
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Metronidazol também é usado, em combinacdo com outros antibioticos,
em muitas infec¢cées hospitalares graves, sendo um poderoso aliado no tratamento
de diversas doengas potencialmente fatais como certas formas de peritonites (tipo
de infeccao abdominal), doenca inflamatéria pélvica, infeccbes puerperais (pos-
parto) e infec¢des da vesicula biliar (TEIXEIRA et al., 2013).

Ele porem apresenta muitos efeitos colaterais, sendo os mais comuns,
disturbios gastrointestinais, especialmente nausea e sabor metélico na boca.
Também podem ocorrer diarreia ou constipacao, fraqueza, enjoo, dor de cabeca,
insbnia e alteracdes de humor e de estado mental como depressdo e confusao
mental. Neuropatia periférica e convulsdes epileptipformes sdo associadas a doses
elevadas de metronidazol ou tratamento prolongado. Outros efeitos incluem
desconforto uretral e escurecimento da urina
(http://www.drugs.com/sfx/metronidazole-side-effects.html, consultado em 30-05-
2016). Devido a esses efeitos colaterais a reducao na dosagem é fundamental para
diminuicao do desconforto do paciente. Isto pode ser obtido com aplicacao in situ do
farmaco, obtendo-se a mesma concentracao ativa com uma dosagem menor através

do by-pass do sistema de primeira passagem hepatico.

1.2.5. Sistemas de liberacao de farmacos

A escolha do farmaco metronidazol (MTZ), como droga modelo do
sistema mucoadesivo, foi feita devido ao conhecimento ja disponivel do mesmo na
literatura técnica cientifica e de sua agdo comprovada no tratamento de doencas
periodontais (YILMAZ et al., 1996). Devemos enfatizar que, como ja citado
anteriormente, a partir deste trabalho abre-se a oportunidade de utilizacdo destas
membranas com varios farmacos para liberacdo in situ, principalmente via
transmucosa oral. Para liberacdo in situ podemos citar o tratamento de doencgas
periodontais, o tratamento de gengivites e aftas, a liberacdo de analgésicos de acéo
rapida e a possivel liberagcdo de medicamentos antitumorais em neoplasias malignas
na cavidade oral. Diversos farmacos podem ser liberados no organismo via

transmucosa oral como; proteinas e peptideos, insulina, calcitronina, horménios,


http://www.drugs.com/sfx/metronidazole-side-effects.html
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analgésicos, enzimas, esteroides, agentes cardiovasculares, dentre outros. Muitos
sdo hoje limitados a administracdo intradérmica ou intramuscular, devido a
impossibilidade de administracdo via oral, que causaria a degradacao destes
agentes antes de chegar ao sitio de atuacao (VERMA et al., 2011).

Podemos encontrar ainda varios desafios da administracdo de farmacos
pela mucosa oral, tais como (VERMA et al., 2011): (1) Area de superficie limitada
das mucosas da cavidade oral; pois a area disponivel para a absorcédo do farmaco,
de 170 cm?, representa aproximadamente 50 cm? de tecido ndo queratinizado. (2)
Propriedades de barreira da mucosa. (3) A secrecao continua da saliva (0,5-2 I/dia)
que leva a diluicao subsequente da droga. (4) O perigo de asfixia por ingestao
involuntaria do sistema de entrega é uma preocupacado. (5) Degluticdo de saliva
pode também potencialmente conduzir a perda de farmaco dissolvido ou suspenso
e, finalmente, a remocao involuntaria da forma de dosagem.

Dentre as pesquisas que envolvem o desenvolvimento de formulagdes
para aplicacdo tépica em mucosa oral podemos citar o trabalho de Ishida et al.
(1982), que desenvolveram uma nova forma de dosagem, via mucosa bucal para
liberacao in situ de farmacos. Eles utilizaram hidroxipropilcelulose (HPC) e Carbopol-
934 (CP), contendo um anestésico local para dor de dentes e lidocaina como droga,
também em base de HPC e CP. No trabalho de Collins et al. (1989) compactados
contendo cloridrato de tetraciclina e &cido polihidroxibutirico (PHB), para tratamento
de gengivite in situ, foram avaliados in vitro. Aumento da quantidade do farmaco de
30% a 60% causou um aumento progressivo na liberagdo da droga. No teste in vivo
a média do grupo tratado mostrou uma reducédo desejavel no quadro clinico, em
comparagao com o grupo controle. No trabalho de Elkayam et al. (1988) foi relatado
o desenvolvimento de um sistema, de liberacdo sustentada de minociclina, para
utilizagdo no tratamento de doencas periodontais. Filmes de etilcelulose com
polietilenoglicol foram preparados como dispositivos de liberacdo controlada. Os
resultados do estudo clinico de curta durag¢éo indicam que a utilizagdo do dispositivo
em doengca periodontal pode causar a completa erradicagcdo das bactérias
patogénicas da bolsa periodontal.

Taepaiboon et al. (2006) eletrofiaram PVA e funcionalizaram o material
para liberacdo topica de medicamentos. Foram incorporados 4 medicamentos
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antiinflamatérios nao esteroides (salicilato de sédio, diclofenaco de s6dio, naproxeno
e indometacina) a solucdo de PVA. As membranas de nanofibras foram comparadas
com membranas casting na avaliacao do perfil de liberacao dos farmacos modelo. A
aparéncia morfologica das nanofibras de PVA carregadas com farmaco dependeu
da natureza do farmaco. Os resultados de ressonédncia magnética nuclear
confirmaram que o processo de eletrofiacdo ndo afetou a integridade quimica das
drogas. Como resultado foi observado que as membranas de nanofibras de PVA
carregadas com os farmacos exibiram melhores caracteristicas de liberacdo dos
farmacos que as membranas casting.

Supaphol et al. (2007) eletrofiaram uma solucdo de 16% de acetato de
celulose, utilizando como sistema de solventes acetona/DMAc com as vitaminas A
ou E incorporadas, para aplicacdo cosmética. As fibras obtidas apresentaram
didametro da ordem de 200 nm, as quais foram comparadas com filmes contendo
vitaminas e farmaco. Na maioria dos casos, as membranas de nanofibras
carregadas com vitamina exibiram um aumento gradual na libertagdo cumulativa das
vitaminas enquanto os filmes casting exibiu uma libertacdo brusca das vitaminas.
Kenawy et al. (2002) estudaram a liberagéo de 5% de hidrocloreto de tetraciclina em
PLA, PVA e suas blendas e foi verificado que as membranas eletrofiadas de PVA e
PLA / PEVA (50/50) apresentaram uma libertagdo relativamente lenta da droga
durante cerca de 5 dias. Outro trabalho muito interessante foi feito por Rodrigues
Filho et al. (2009), que desenvolveram membranas de triacetato de celulose
produzidas a partir de bagago de cana como matriz, para liberagdo controlada de
Doxiciclina para uso entérico e tépico. Os resultados mostraram que as membranas
produzidas a partir de bagaco de cana de agucar sdo adequadas para a producao
de matrizes para a libertagdo controlada da droga, tanto para utilizagdo entérica
quanto uso tépico.

Dentre os trabalhos utilizando o farmaco metronidazol (MTZ), podemos
citar Zamani et al. (2010) que desenvolveram com sucesso nanofibras de Poli e-
caprolactona (PCL) contendo este farmaco em concentracbes de3 5-10% m/m e
avaliaram suas caracteristicas para possivel aplicacdo no tratamento tépico de
doencas periodontais. Os resultados mostraram que o aumento da concentragdo de

metronidazol causou um aumento na condutividade da solu¢do e uma diminui¢cdo na
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viscosidade da mesma, bem como no didmetro da nanofibra. Estudos in vitro da
liberacdo da droga mostraram que a taxa de liberacdo da droga foi afetada pela sua

concentracao e razao de solventes.

1.2.6. Mucoadesao

Mucoadesao € uma propriedade desejada em biomateriais para aumentar
a interacdo e duracao do contato entre um polimero contendo um farmaco e uma
superficie mucosa. Nesta interacdo mucosa-polimero, procura-se manter as
concentragdes do farmaco no organismo dentro do nivel desejado para alcangar o
resultado terapéutico esperado, eliminando o incObmodo causado aos pacientes pela
administracdo periédica oral do medicamento. Os atributos poliméricos necessarios,
para elevada mucoadesao, incluem hidrofilicidade para se obter uma boa afinidade
polimero mucosa; carga potencial negativa do material para e presenca de
grupamentos no material que formem ligacdes de hidrogénio com a mucosa. O
polimero também deve possuir uma flexibilidade suficiente para penetrar na rede de
muco, ser biocompativel, ndo toxico e economicamente viavel (PATEL et al., 2011).

Os polimeros considerados mucoadesivos podem ser divididos em
naturais e sintéticos. Dentre os primeiros, podemos citar como exemplo a agarose, a
quitosana, a gelatina, o acido hialuronico, o alginato de sbédio, a goma xantana, a
pectina, a goma guar, derivados de celulose (carboximetil celulose, hidroxietil
celulose, hidroxipropil celulose, hidroxipropilmetil celulose). Como exemplo dos
sintéticos temos o poli(oxido de etileno) e os acrilicos dentre outros (NAGAIV et al.,
1985).

1.2.6.1. Processos de mucoadesao

Mecanismos de ligagdo do polimero na superficie mucosa ainda ndo séo
totalmente compreendidos. Para que ocorra a mucoadesao é necessario que ocorra
ligagdo entre as moléculas e a superficie da mucosa. Sistemas adesivos que
estabelecam ligacdes quimicas secundarias como, ligacdes ibnicas, ligacbes de
hidrogénio e forcas de Van-der-Walls, sdo os preferidos, pois apesar de
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individualmente estas ligacdes terem um carater fraco em conjunto conduzem a
fortes adesbes, devido ao desenvolvimento de diversos pontos de interacao (DIAS et
al., 2007).

Varias teorias tém sido propostas para os mecanismos de mucoadesao,
porém para um mesmo sistema mais de uma teoria pode se complementar para a
formacao das ligacoes mucoadesivas (DIAS et al., 2007).

De acordo com a Teoria da Adsorcdo, a formacdo de uma ligacéao
bioadesiva é o resultado das forcas de Van der Walls ou ligacdes de hidrogénio que
apesar de individualmente estas ligacoes terem um carater fraco em conjunto
conduzem a fortes adesdes, devido ao desenvolvimento de diversos pontos de
interacao (D"AGOSTINI JUNIOR, 2009).

Na Teoria Eletronica, o material adesivo e o material biolégico tém
estruturas eletrbnicas diferentes. Quando estas superficies entram em contato
forma-se uma dupla camada de carga elétrica na interface responsavel pelo
desenvolvimento da adesao (DIAS et al., 2007).

A Teoria do Intumescimento é aplicada principalmente em sistemas
bioadesivos semissolidos e liquidos. Esta teoria usa as tensdes de superficie para
calcular o coeficiente de espalhamento, que é um parémetro indicativo das
propriedades da bioadeséo do polimero (D"AGOSTINI JUNIOR, 2009).

De acordo com a Teoria da Difusdo, as ligacdes bioadesivas sao
resultado da interpenetracdo e enrolamento das cadeias do polimero bioadesivo
com as cadeias poliméricas do muco. Este processo é afetado pelo tamanho das
cadeias do polimero e do seu intumescimento (DIAS et al., 2007).

A Teoria da Fratura avalia a for¢a envolvida na separacao da superficie
do polimero com a superficie bioldgica e é relacionada com a capacidade bioadesiva
do polimero avaliado (D"AGOSTINI JUNIOR, 2009).

Em bases gerais o processo de bioadesdo pode ser descrito em trés
etapas: primeiro ocorre o intumescimento do polimero para permitir um contato com
o tecido, depois acontece a interpenetragdo do polimero na camada mucosa e
finalmente, a formacao das ligagdes quimicas com a mucosa (D"AGOSTINI JUNIOR,
2009).
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1.2.6.2. Mucoadesao por adsorcao de mucina

As mucosas sao superficies umidas que revestem as paredes de varias
cavidades do corpo, tais como a gastrointestinal, a oral, o trato respiratério e o
reprodutivo. Estas cavidades consistem de tecido conjuntivo, revestido com uma
camada epitelial, cuja superficie é coberta por muco (SOGIAS et al., 2008). O
epitélio pode ser tanto de camada Unica, como no estdmago, intestino delgado e
grosso, ou constituido de vérias camadas como encontrado no es6fago, vagina,
cérnea e oral. As membranas de camada Unica, que contém células caliciformes,
secretam muco diretamente sobre as superficies epiteliais (SOGIAS et al., 2008).
Considerando que as membranas contem varias camadas, ou sao adjacentes a
tecidos recipiente contendo glandulas especializadas (por exemplo, glandulas
salivares), elas secretam muco para a superficie epitelial. O muco esta presente
como uma camada de gel aderida a superficie da mucosa, ou como um liamen
soluvel ou na forma suspensa, que protege as células epiteliais de danos fisicos e
quimicos (SOGIAS et al., 2008). Adicionalmente, ele fornece lubrificagdo, atua como
um agente molhante, e modula o conteddo de agua no tecido subjacente (SOGIAS
et al., 2008).

Os principais componentes de todos os géis de muco sdo a mucina, 0s
lipidios, os sais inorganicos e a agua que corresponde a mais de 95% do peso do
muco, proporcionando um sistema altamente hidratante (SOGIAS et al., 2008).

Depois da agua, o componente principal do muco € a mucina, uma
glicoproteina de alta massa molar (106-107 Da). Ela tem aproximadamente 75% de
oligossacarideos ligados ao seu esqueleto, sob a forma de N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina, frutose, galactose, acido sialico e manose, alem de tracos de
sulfato. A estrutura primaria da proteina (aproximadamente 25% da massa molar) é
composta de serina ou treonina (HE et al., 1998). A mucina tende a formar
agregados maiores por meio de interagdes hidrofébicas, entre os grupos nao
polares, por ligacdo de hidrogénio, entre as unidades de agucar; e por ligagdes
dissulfeto, entre os residuos de cisteina. A maioria das mucinas sao carregadas



57

negativamente, devido a presenca de residuos de acido sidlico e derivados ésteres
sulfatados, que séo totalmente ionizados a pH baixos (HE et al., 1998).

Mucoadesao € um processo complexo e numerosas teorias foram
apresentadas para explicar os mecanismos envolvidos. Estas teorias incluem
intertravamento mecanico, eletrostatica, difusao-interpenetracdo, adsorcdo e
processos de fratura. Sem duvida, as teorias mais aceitas sao as fundamentadas na
termodindmica de energia de superficie e difusdo-interpenetragdo (PATEL et al.,
2011).

A quitosana possui grupamentos -OH e -NH, que podem dar origem a
ligagbes de hidrogénio inter e intracadeias, e linearidade da cadeia suficiente para
garantir sua flexibilidade. Por ser um polieletrélito, sua conformacdo se torna
altamente dependente da forca ibnica. Estas propriedades sao consideradas
essenciais para mucoadesdo. Conforme a literatura, a natureza catibnica de
polieletrélitos promove uma forte interacé@o eletrostatica com mucus, ou seja, com a
carga negativa da superficie das mucosas. (HE et al., 1998).

A importancia da mucina para as propriedades mucoadesivas de
quitosana foi inferida a partir de estudos envolvendo complexag¢ao quitosana-mucina
in vitro. A interagdo da quitosana com mucina foi utilizada anteriormente, para avaliar
as propriedades mucoadesivas deste polissacarideo (HE et al., 1998).

As interagbes entre quitosana mucoadesiva e mucina sdo complexas,
com contribuicdes de atragdo eletrostatica, ligagbes de hidrogénio, e interagdes
hidrofébicas. Atracdo eletrostatica entre a mucina carregada negativamente e a
quitosana carregada positivamente € um processo de neutralizagao iénica, que
parece ser o principal mecanismo para a mucoadesdo da quitosana (SOGIAS et al.,
2008).

Alginato, apesar de ser um polimero aniénico com grupamentos terminais
carboxila, também é considerado um bom agente mucoadesivo. Os estudos de
George et al. (2006) mostraram que o alginato tem maior adesdo em comparagao
com outros polimeros mucoadesivos, tais como poliestireno, quitosana,
carboximetilcelulose e poli (acido lactico), sendo por isso uma boa opcado de

pesquisa.
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Os polimeros polianiénicos, quando submetidos ao inchamento em agua,
formam emaranhados que interagem com a mucina na superficie do tecido, através
dos grupamentos de acidos carboxilicos ionizados que formam ligacbes de
hidrogénio. Uma elevada densidade de carga no polimero é necesséria, tanto para
o intumescimento, quanto para ligacdo de hidrogénio permitindo a fixacao
(ROBINSON et al., 1987).

Foi relatado por Smedley et al. (2011) que o alginato apresenta excelente
aderéncia em camadas de muco in vivo, pois aumenta a elasticidade das mucosas.
Eles verificaram que na presenca de alginato ocorre aumento no moédulo de
armazenamento dindmico e na viscosidade do muco. No presente caso, em que 0s
polimeros mucoadesivos sdo polidnions como a mucina, eles verificaram que além
das interagdes eletrostaticas, as interagbes covalentes podem desempenhar um
papel importante.

A hidratacao do polimero e, consequentemente a desidratacdo do muco,
provocam um aumento na interacdo do polimero com a mucosa, promovendo um
aumento da mucoadesdo. Com o intumescimento do polimero, aumenta a
flexibilidade das cadeias poliméricas e favorece a interpenetracao entre o polimero e
as cadeias de mucina (ROSSI et al., 2005).

A efetivagdo de uma ligagdo mucoadesiva pode ser influenciada por
numerosos fatores, entre os quais podemos incluir o préprio polimero e o ambiente,

as variaveis fisioldgicas e os fatores termodinamicos e cinéticos.

1.2.7. Polimeros mucoadesivos em sistemas de liberacao de farmacos

Alguns trabalhos da literatura mostram a utilizagdo de sistemas
desenvolvidos a partir de polimeros mucoadesivos para liberacdo de farmacos via
transmucosa. Um deles é de Han et al. (1999), que desenvolveram discos
mucoadesivos bucais de Carbopol 934 e hidroxipropilcelulose (CP:HPC) para
liberacdo controlada de nalbufina. Altas taxas de liberacdo foram observadas para
os discos carregados com maiores porcentagens de droga, sendo que estas
quantidades nao influenciaram nas propriedades adesivas do polimero.
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Num outro trabalho, Shanker et al. (2009) desenvolveram uma formulacao
e avaliaram a entrega da droga cloridrato de tizanidina na mucosa bucal, carregada
na forma de comprimidos bioadesivos. Os comprimidos foram preparados por
compressao direta usando polimeros bioadesivos, tais como
hidroxilpropilmetilcelulose, carboximetil celulose de so6dio, ou uma combinacao
destes dois polimeros. Dois anos mais tarde, Kianfar et al. (2011) desenvolveram
formulagbes de filmes bioadesivos a partir de k-carragenina, poloxamero e poli
(etileno glicol) ou glicerol, com carregamento da droga ibuprofeno para
administracdo bucal. Os resultados mostraram que o grupo foi bem-sucedido na
escolha desses sistemas para entrega de droga.

Trabalhos sobre a obtencdo de sistemas poliméricos mucoadesivos
preparados por eletrofiagdo ainda sdo escassos na literatura cientifica devido a sua
complexidade. Eletrofiagdo de biopolimeros com propriedade mucoadesiva tem sido
um grande desafio devido a limitada solubilidade destes na maioria dos solventes
organicos, a pouca flexibilidade molecular (devido a dificuldade de emaranhamento
das cadeias poliméricas, causado pela conformacéao rigida e prolongada da cadeia)
e a facilidade para formar ligacoées de hidrogénio na estrutura tridimensional (a sua
caracteristica policatibnica em solugdo aquosa, aumenta a tensdo de superficie da
solugdo, exigindo tensdes elétricas muito altas para ser eletrofiada). Utiliza-se
normalmente um polimero auxiliar, por exemplo, o PEO, que também ¢
mucoadesivo, muito utilizado para facilitar a eletrofiagdo por diminuir a condutividade
da solucéo de polissacarideos e aumentar o entrelagamento das cadeias.

No entanto a ciéncia tem avancado como mostra o trabalho de Shami et
al. (2011), por exemplo, onde foram preparadas nanofibras eletrofiadas de diferentes
misturas de poli (acido acrilico) (PAA) /poliéxido de etileno (PEO). A morfologia e o
diametro médio das fibras foram investigados utilizando (SEM), que mostrou fibras
livres de defeitos na forma de contas e com diametro na faixa de 110 a 280 nm. Em
outro trabalho, desenvolvido por Li et al. (2005), foram preparadas membranas de
fibras ultrafinas por eletrofiacdo de misturas aquosas de poli (acido acrilico) e poli
(alcool vinilico), cujos didmetros aumentaram de 270 a 450 nm com o aumento da

proporcao de PAA.
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No estudo de Alborzi et al. (2010), foi investigado o processo de
eletrofiacdo de fibras de alginato de sédio e pectina, para serem utilizadas como
veiculo para a estabilizacdo do acido félico. Foi incorporado poli (6xido de etileno)
(PEO) para permitir efetivamente o processo de eletrofiagdo. Deste modo, fibras
eletrofiadas de diferentes transicdes morfolégicas foram obtidas, dependendo da
propor¢ao de mistura do alginato/pectina e de PEO utilizado, e da viscosidade da
solucdo. Fang et al. (2011) também fabricaram nanofibras de alginato de sédio por
eletrofiacdo a partir de solugdes aquosas. Neste estudo, a capacidade de
eletrofiacdo foi melhorada através da introdugdo de cations (Ca®*) nas solugdes. No
trabalho de Wei Lu et al. (2006), alginato de sodio também foi eletrofiado a partir de
solugdo aquosa contendo poli (6xido de etileno) (PEO), cujas fibras lisas
apresentaram diametro em torno de 250 nm. A dissolugdo em 4gua das membranas
eletrofiadas foi contornada por reticulagdo, com uma combinagdo de cloreto de
calcio aquoso e diisocianato de hexametileno.

No trabalho de Dhanaraju et al. (2011) foi preparar e avaliar a liberacao
controlada cloridrato de propranolol modelo de droga em patches preparados por
casting em um sistema de entrega da droga bucal. Os patches foram preparados
com proporgdes variadas de Carbopol 934P (Cp934p), carboximetil celulose de
sodio (SCMC) e hidroxi metil propil celulose (HPMC) revestidas com Eudragit NE30D
(ED). Os resultados mostraram que a propriedade dos patches dependia
significativamente da quantidade relativa de polimero hidréfilo. O estudo de
libertacdo in vitro mostrou que a liberagdo da droga foi continua e controlada pelo
intumescimento e pelo mecanismo de difusdo. Ranade et al. (2011) desenvolveram
comprimido mucoadesivo de cloridrato de quinapril, preparados em duas camadas.
Carbopol 974P e K4M hidroxipropilmetilcelulose foram escolhidos como os
polimeros bioadesivos para formular comprimidos bucais da droga. O acido citrico foi
escolhido como o intensificador da permeacao. A formulagdo otimizada apresentou
uma liberagéo de 98,3% do farmaco em 3h, uma for¢a de bioades&o 553,9 dinas/cm.

Com base nas informagcbes encontradas na literatura cientifica citada
nesta revisdo bibliografica, o desenvolvimento de um sistema mucoadesivo para
liberacdo bucal de farmaco com alta adesdo apresenta-se como uma opcao
inovadora de novos materiais para a area médica e odontoldgica. A utilizacdo de
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membranas nanoestruturadas de polimeros mucoadesivos nestes sistemas
apresenta-se como inovadora do ponto de vista cientifico e desafiadora do ponto de
vista técnico.

1.3. Objetivo Principal

Este trabalho tem como OBJETIVO principal: “Desenvolvimento e

caracterizacdo de um sistema mucoadesivo de alta adesdo, de membranas de
nanofibras para liberacdo bucal de principios ativos, recomendados pela literatura
médica e odontologica”. Foi incorporado ao sistema de liberagdo o farmaco
metronidazol, utilizado no tratamento de doengas periodontais, como modelo para
avaliacdo do perfil cinético de liberacao deste sistema.

1.4. Objetivos Especificos

Para atingirmos o objetivo principal o trabalho foi dividido em trés etapas e
teremos como meta os seguintes OBJETIVOS especificos:

Desenvolvimento das membranas nanoestruturadas:

1. Investigar os melhores parametros de eletrofiacdo de varios polimeros
mucoadesivos individuais (Alginato/PEO, Quitosana/PEO) e de
eletrofiagdo de suas misturas (Quitosana/PEO+Alginato/PEQ). Nesta fase
contaremos com a utilizagdo de um DOE (Design of Experiments) com o
objetivo de otimizar as condigdes de processo.

2. Incorporar o farmaco metronidazol, um antibidtico utilizado para o
tratamento de doencgas periodontais, nas membranas utilizando as
melhores condigbes obtidas no item 1, com varias concentragées do
farmaco, para verificar a influencia da concentragcdo do farmaco no

processo de eletrofiacao.
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Montar os sistemas de alta adesdo, utilizando a membrana
nanoestruturada de alginato (SA) /PEO, quitosana (QUIT) /PEO e Acetato
de Celulose) (CA) /metronidazol revestida com barreiras de membranas
nanoestruturadas mucoadesivas de: QUIT/SA/PEO, SA/PEO e QUIT/PEO

(sistema layer by layer).

Testes de liberacao do farmaco

2.

Testar as membranas contendo o farmaco, em uma andlise
microbioldégica envolvendo liberagcdo do farmaco, com o objetivo de
verificar se o farmaco ndo perdeu sua eficacia durante o processo de
eletrofiacao.

Testar o efeito citotéxico das melhores membranas para investigar sua
biocompatibilidade in vitro.

Testar a liberacdo controlada in vitro do farmaco Metronidazol nos
sistemas mucoadesivos.

Testar a capacidade de permeacdo do farmaco Metronidazol através de
mucosa oral suina, a fim de se obter os parametros de Fluxo de
permeacgao e Time lag.

Caracterizacao dos sistemas de alta adesao

1.

Testar “performance” de mucoadesdo dos sistemas mucoadesivos,

quanto a adsorc¢ao de mucina, tempo e forca de mucoadesao.
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Capitulo 2
MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os materiais utilizados neste trabalho foram: Alginato de sédio (SA; de
algas marrons), Quitosana (QUIT; baixa massa molar 20-300 cP, 1% em &cido
acético 1%, a 25 °C), Acetato de Celulose (CA; p6 branco; Mn = 29000 g/mol; grau
de substituicdo = 40%) e Poli(6xido de etileno) (PEO; Mv ~ 900.000 g/mol), todos
Sigma-Aldrich; N,N-Dimetilacetamida PA (DMAc) (Merck); Acido Acético Glacial PA
(Merck); Etanol absoluto (Merck); Acetona PA (Synth); Agua Deionizada;
Glutaraldeido (Merck), Cloreto de Calcio (Synth), Metronidazol (2-Metil-5-
nitroimidazol-1-etanol) (Sigma Aldrich), Glutaraldeido (Merck), Cloreto de calcio
(Synth), Acido acético (Merck), Solugao tampao fosfato 0,1 M pH7,4 (solucéo saliva
artificial), Acido Periddico (Sigma), Acido Acético (Merck), Solucdo tampao fosfato
0,1 M pH7,4 (Solucao Saliva Atrtificial), Reagente de Schiff (Sigma), Solugdo HCI 1M

(Dinamica), Metabissulfito de Sédio (Sigma), Mucina de estdbmago de porco (Sigma).
2.2. Membranas de Alginato/PEO
2.2.1. Preparacao das solucoes poliméricas de Alginato/PEO

Foram preparadas solugdes poliméricas pela mistura de Alginato e PEO
em agua deionizada, em diferentes propor¢des e concentragbes. Testou-se também
a adicdo de etanol e acetona a solugdo polimérica para verificar se estes
cossolventes auxiliariam no processo de eletrofiagdo melhorando o aspecto da

membrana e reduzindo o numero de defeitos nas nanofibras, como descrita a seguir.
(a) Solucao de Alginato/PEO em agua deionizada.

Foram preparadas solucbes de alginato/PEO, em proporcdo e

concentragbes variaveis, em agua deionizada como pode ser verificado na Tabela
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2.1. Estas solucbes foram mantidas em agitacdo, por aproximadamente 2 horas,
para a completa homogeneizacdo. As concentracdes de alginato e PEO foram
definidas com base nos trabalhos de Lu et al. (2006); como a viscosidade da solucéo

era muito alta, fixou-se como ponto maximo 4 % de alginato/PEO.

Tabela 2.1 — Condicdes experimentais utilizadas para preparacéo das solucdes de Alginato

/PEO em agua deionizada.

. % Alginato % PEO
Solucao
(m/m) (m/m)
3%(SA/PEO) 50:50 1,5 1,5
4%(SA/PEO) 50:50 2 2
4%(SA/PEO) 60:40 2 2
4%(SA/PEO) 70:30 2 2
4%(SA/PEO) 80:20 2 2
4%(SA/PEO) 90:10 2 2
4%(SA/PEO) 100:0 2 2

(b)Solucao de Alginato/PEO em agua deionizada com adicao de

acetona.

Prepararam-se solugbes de 4% de alginato/PEO (m/m) na proporgéo de
50:50, em agua deionizada com adicdo de acetona como cossolvente, conforme
consta na Tabela 2.2. Estas solugbes foram mantidas em agitacdo por
aproximadamente 2 horas, para a completa homogeneizagéo, e em repouso por 1

hora antes da fiagdo, para eliminagdo de microbolhas.

Tabela 2.2 — Condi¢des experimentais utilizadas para preparacéo das solugées de Alginato

/PEO em agua deionizada/acetona.

. % Acetona % Alginato % PEO
Solucao
(m/m) (m/m) (m/m)
4%(SA/PEO) 50:50 5 2 2

4%(SA/PEO) 50:50 10 2 2
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(c)Solucao de Alginato/PEO em agua deionizada com adicao de
etanol.
Prepararam-se solucbes de 4% de alginato/PEO (m/m) na proporcéao de
50:50, em agua deionizada, com adicao de etanol como cossolvente, nas condi¢cdes
vistas na Tabela 2.3. Também neste caso, as solu¢des foram mantidas em agitacao
por aproximadamente 2 horas, para a completa homogeneizacéao, e em repouso por
1 hora antes da fiacdo para eliminacao de microbolhas.

Tabela 2.3 — Condicdes experimentais utilizadas para preparacao das solucdes de Alginato

/PEO em agua deionizada/etanol.

Solugdo % Etanol % Alginato % PEO

(m/m) (m/m) (m/m)
4%(SA/PEO) 50:50 5 2 2
4%(SA/PEO) 50:50 7 2 2
4%(SA/PEO) 60:40 5 2 2
4%(SA/PEO) 70:30 5 2 2
4%(SA/PEO) 70:30 7 2 2
4%(SA/PEO) 80:20 7 2 2
4%(SA/PEO) 90:10 7 2 2

(d)Solucoes poliméricas de Alginato/PEO com Metronidazol

Foram preparadas solugbes de 4%SA/PEO 60:40 conforme descrito no
item 2.2.1c. A estas solugdes prontas foram adicionados 10 e 20% de Metronidazol,
com base no polimero. As mesmas foram mantidas em agitagéo por 2 horas, para a
completa homogeneizacdo. As concentracbes utilizadas de metronidazol foram
baseadas em trabalhos da literatura (PERIOLI et al., 2004).

2.2.2. Eletrofiacao das nanofibras de Alginato/PEO

(a) Nanofibras de Alginato/PEO puras
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As solucdes preparadas foram eletrofiadas em temperaturas de 25 a 31°C
e umidade relativa (UR) variando de 31 a 58%, utilizando-se uma seringa de vidro de
20 ml, com uma agulha metalica de 4 cm de comprimento e 0,8 mm de didmetro
interno. O polo positivo de uma fonte de alta tenséo, projetada para trabalhar na
faixa de 2 a 32 kV, foi conectado a agulha metalica da seringa; enquanto que o
eletrodo terra foi utilizado para aterrar a placa coletora de cobre, com as dimensdes
de 30x40 cm. A vazao foi controlada por uma bomba marca KdScientific, modelo
100, conectada a seringa. A distancia da agulha ao coletor variou entre 10 e 20 cm,
a voltagem aplicada entre 10 e 25 kV, vazao entre 0,5 e 1 ml/h e velocidade de
rotacdo de 1500 a 4000 rpm, dependendo do DOE e da solucao eletrofiada. Nas
figuras apresentadas neste trabalho citaremos: (i) a distancia da agulha ao coletor
como “D”; (ii) a voltagem aplicada como “V”, e (iii) vazédo como “R” com o objetivo de
melhorar a visualizacdo da legenda. As amostras das membranas nanoestruturadas
foram coletadas em folhas de papel aluminio, as quais revestiam a placa de cobre
durante os experimentos. Em cada teste foram eletrofiados aproximadamente 3 ml
de solugao polimérica. Na Figura 2.1 é possivel observar fotos do equipamento

utilizado na eletrofiacao.

Seringa eAgulha Coletor Rotativo

Fonte de Alta Tensdo /_/ \

Figura 2.1. Foto do equipamento utilizado para eletrofiacdo do Alginato/PEO e
Quitosana/PEO.

(b) Nanofibras de Alginato/PEO com Metronidazol
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Para eletrofiacdo das membranas de nanofiboras de SA/PEO, com
incorporacdo do farmaco Metronidazol, utilizaram-se os mesmos equipamentos e
condicoes ambientais descritos no item anterior para as Nanofibras de Alginato/PEO
puras, porém nas seguintes condigdes de processo: voltagem=25 kV, distancia=15
cm e vazado=1ml/l, em coletor rotativo e velocidade de 2500 rpm, melhor condicéao

obtida nos testes anteriores.

2.2.3. Reticulacao das membranas Alginato/PEO

(a) Reticulacao i6nica com cloreto de calcio (CaCl,) em etanol.

As membranas de nanofibras de Alginato/PEO foram submetidas a
reticulacdo com solucao de CaCl, em etanol, por atomizacado, com tempo e altura de
atomizacdo pré-definidas por um DOE. Foi utilizado o atomizador de um leito
fluidizado VFC-LAB micro, da marca Freud-Vector Corporation, Figura 2.2. O
primeiro DOE realizado foi composto de 3 fatores e 2 niveis, com um total de 8
testes. Os 3 fatores utilizados foram concentracao da solugdo CaCl, (10 e 20%),
altura (distancia entre a membrana e bico atomizador de 4 e 8 cm) e Pressao de
atomizacado (10 e 15 psi), com a velocidade da bomba fixada em 3 rpm. Os

parametros utilizados em cada teste estdo reunidos na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Condicdes experimentais utilizadas no DOE para reticulagdo das membranas
de Alginato/PEOQ.

Altura do bico

Concentracao da . Pressao de
Teste - Atomizador L. .
Solucao CaCl; (%) Atomizacao (psi)
(cm)
1 10 4 10
2 10 4 15
3 10 8 10
4 10 8 15
5 20 4 10
6 20 4 15
7 20 8 10
8 20 8 15
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Avaliou-se o percentual de perda de massa, a razao de intumescimento e
a estrutura da membrana em cada condicao.

Nas mesmas condi¢cdes do DOE realizado em agua, realizou-se teste de
dissolugdo em solucao tampéo fosfato 0,1M / pH7, 4 e solucéo saliva artificial.

Figura 2.2. Bico atomizador utilizado para reticulagdo das membranas de SA/PEO

(b) Reticulacao pela complexacao com Quitosana

As membranas de nanofibras de Alginato/PEO foram submetidas a testes
de reticulagdo ibnica, com solucdo de CaCl, em etanol, e de reticulagdo por
complexacao, através da pulverizagdo de solugdo de quitosana em diversas
concentragoes (1,5%; 2,5%; 3,5%, 4,5%). Primeiramente realizou-se um pré-teste de
perda de massa, para delinear os parametros que seriam estudados em
profundidade em um segundo momento. Neste caso os testes foram realizados com
uma unica amostra. Dois grupos de amostras foram testados; no Grupo A havia
amostras reticulada somente com reticulagdo por complexacdo, e no Grupo B
estavam amostras reticuladas com reticulagéo idnica e por complexacdo. Na Tabela
2.5 encontram-se as condi¢des de preparacao de cada amostra.

As membranas de nanofibras de alginato foram atomizadas com as
solugbes de CaCl, em etanol e com quitosana, com tempo e altura de atomizacéo
pré-definidas por um DOE. Foi utilizado o atomizador de um leito fluidizado VFC-LAB
micro, da marca Freud-Vector Corporation, Figura 2.6. A melhor condicao obtida e

utilizada para reticulacdo foi com solugdo CaCly (10%), altura (distdncia entre a
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membrana e bico atomizador) de 8 cm e Pressao de atomizacao de 15 psi, com a

velocidade da bomba fixada em 3 rpm. As amostras foram deixadas por 4 e 10 h em

incubacdo em solucédo tampao e em solugao de saliva artificial, para avaliacdo do

intumescimento e da perda de massa.

Tabela 2.5. — Condicdes experimentais utilizadas na preparagdo das amostras de

membranas de SA/PEO reticuladas.

. _ Reticulacao Concentracao
Reticulacao -
Grupo Amostra . Covalente solucao
idnica Cacl, . .
(Quitosana) Quitosana (%)
A SA1,5 Néo Sim 1,5
A SA2,5 Néo Sim 2,5
A SA3,5 Néo Sim 3,5
A SA4,5 Néo Sim 4,5
B SACA1,5 Sim Sim 1,5
B SACA2,5 Sim Sim 2,5
B SACAS3,5 Sim Sim 3,5
B SACA4,5 Sim Sim 4,5

Com base nos resultados obtidos

neste pré-teste,

as melhores

membranas, foram submetidas a novos testes em triplicata para garantia dos

resultados com avaliacéo estatistica.

2.2.4. Membranas de Quitosana/PEO

2.2.4.1. Preparacao das Solucoes de Quitosana/PEO.

(a) Solucoes poliméricas de Quitosana/PEO puras

Prepararam-se solucbes de 5% de quitosana (m/m) em acido acético 1M.

A solugdo PEO foi preparada adicionando-se 4% de PEO (m/m) em agua

deionizada. Neste caso, estas solugbes foram mantidas em agitacdo por

aproximadamente 4 horas para a completa homogeneizagéao.
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A solucdo de quitosana/PEO foi preparada adicionando-se propor¢cdes
variaveis das duas solucdes anteriores conforme mostrado na Tabela 2.6. Estas
solugdes foram mantidas em agitacdo por aproximadamente 2 horas para a
completa homogeneizacao. As concentracbes de quitosana e PEO foram definidas

com base nos trabalhos de Jeong et. al. (2011).

Tabela 2.6 — Condicbes experimentais utilizadas na preparagdo das solucbes de
Quitosana/PEO.

. % QUIT % PEO
Solucao
(m/m) (m/m)
(QUIT/PEO) 50:50 5 4
(QUIT/PEO) 60:40 5 4
(QUIT/PEO) 70:30 5 4
(QUIT/PEO) 80:20 5 4
(QUIT/PEO) 90:10 5 4
(QUIT/PEO) 100:0 5 4
(QUIT/PEO) 70:30 6 4,8
(QUIT/PEO) 70:30 7 5,6

(b) Solucdes poliméricas de Quitosana/PEO com Metronidazol

Foram preparadas solugbes de 6%Quit/4,8%PEO (60:40) conforme
descrito no item anterior. A estas solu¢des prontas foram adicionados 10 e 20% de
Metronidazol, com base no polimero. As mesmas foram mantidas em agitacao por 2
horas, para a completa homogeneizacdo. As concentragées utilizadas de
metronidazol foram baseadas em trabalhos da literatura (PERIOLI et al., 2004).

2.2.4.2. Eletrofiacao solucoes de Quitosana/PEO com e sem Metronidazol

(a) Nanofibras de Quitosana/PEO

Para eletrofiacdo das membranas de nanofibras de QUIT/PEO, utilizaram-

se 0s mesmos equipamentos e condigées ambientais descritos no item 2.2.2a.
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(b) Nanofibras de Quitosana/PEO com Metronidazol

Foram preparadas solugbes de 6%Quit/4,8%PEQO (60:40) conforme
descrito no item 2.2.4.1.b. A estas solug¢des prontas foram adicionados 10 e 20% de
Metronidazol, com base no polimero. As mesmas foram mantidas em agitacéo por 2
horas, para a completa homogeneizacéo.

2.2.4.3. Reticulacado das Membranas de Quitosana/PEO com vapor de
Glutaraldeido

A reticulagdo da membrana de quitosana foi realizada em vapor de
glutaraldeido 50%, segundo trabalho de Vondran et al. (2008), utilizando o esquema
da Figura 2.7. Como é possivel observar na figura, as membranas de quitosana
ficaram na parte superior do recipiente, enquanto a solucao de glutaraldeido ficou na
parte inferior. Ressalta-se que o recipiente foi hermeticamente vedado com massa
de modelar (Acrilex ®) entre a tampa e a cuba.

Varios tempos de reticulacdo foram testados, sendo que a membrana
permaneceu no vapor de glutaraldeido por 1h, 5h e 10h.

Os testes de perda de massa foram realizados primeiramente em agua.
Avaliou-se a perda de massa, o percentual de absor¢cao de agua e a estrutura da

membrana em cada condicao.

( I/‘l EFrembrana em fitas

/
Solugdo de Glutaraldeido

Figura 2.3. Esquema para reticulagdo da membrana de quitosana. Fitas de membrana

indicadas acima.
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Apb6s a escolha da melhor condicdo em agua, os testes foram
realizados em solugéo de saliva e solugao tampao.

2.2.5. Membranas de Acetato de Celulose

2.2.5.1. Solucoes de Acetato de Celulose com Metronidazol

Preparou-se uma solucdo de DMAc, acetona e agua na proporcao de
32:63:5 m/m. A seguir, adicionou-se 15% m/m de acetato de celulose dissolvida em
solucdo de DMAc/acetona/agua (32:63:5). Esta solugao foi mantida em agitacéo por
aproximadamente 2 horas para a completa homogeneizacédo. A esta solugcéao pronta
foi adicionado 20% de Metronidazol, com base no acetato de celulose, sendo as
solucbes resultantes mantidas em agitagdo por 2 horas para a completa
homogeneizacdo. As concentracdes utilizadas de metronidazol foram baseadas em
trabalhos da literatura (PERIOLI et al., 2004).

2.2.5.2. Eletrofiacao das solucoes poliméricas de Acetato de Celulose com
Metronidazol
Para eletrofiagdo das membranas de nanofibras de Acetato de Celulose
com incorporagéo do farmaco Metronidazol, utilizou-se os mesmos equipamentos e
condigcdes de ambientais descritos no item 2.2.2a, nas seguintes condicbes de
processo Voltagem=15 kV, Distancia=10 cm e Vazao=1ml/l, baseadas em trabalhos
da literatura (NISTA et al., 2012a).

2.2.5.3. Membranas de Acetato de celulose recobertas com quitosana.

O recobrimento das membranas de Acetato de Celulose foi realizado por
eletrofiacdo de camadas consecutivas de nanofibras, nas melhores condicbes
obtidas na eletrofiacédo individual de cada uma delas, utilizando-se o coletor rotativo
numa velocidade de 2500 rpm. Duas configura¢des foram testadas:

- Configuragéo |
12 camada — nanofibra QUIT/PEO
22 camada — nanofibra CA + 10% ou 20% de MTZ
32 camada — nanofibra QUIT/PEO
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- Configuragéo |l
12 camada — nanofibra QUIT/PEO
2% camada — nanofibra CA + 10%Metronidazol (MTZ) ou 20%(MTZ)
32 camada — pulverizacao de solucao 6%QUIT/4,8%PEO
42 camada — nanofibra QUIT/PEO

2.2.5.4. Membranas de Acetato de Celulose recobertas com Alginato

O recobrimento das membranas de Acetato de Celulose foi realizado por
eletrofiagdo de camadas consecutivas de nanofibras, nas melhores condi¢bes
obtidas na eletrofiacédo individual de cada uma delas, utilizando-se o coletor rotativo
numa velocidade de 2500 rpm. A configuracao utilizada foi a que obteve melhores
resultados, sendo:

12 camada — nanofibra SA/PEO
22 camada — nanofibra CA + 10%Metronidazol (MTZ)
32 camada — nanofibra SA/PEO
A membrana obtida foi submetida a reticulacdo, conforme descrito no item
2.2.3.

2.2.6. Membranas de nanofibras coaxiais de Alginato/Quitosana/PEO.

As solucdes de 4%Alginato/PEO (60:40) e 5%Quitosana/4%PEQO (70:30)
foram preparadas separadamente conforme descrito nos itens 2.2.1 e 2.24.1, e
eletrofiadas simultaneamente com um acessério de eletrofiacdo coaxial. A solucéo
de quitosana foi utilizada para compor a parte externa da nanofibras e a solu¢ao de
alginato compés a parte interna das mesmas.

A Figura 2.4a mostra o acessorio utilizado para eletrofiacdo coaxial e a
Figura 2.4b exibe um esquema de sua estrutura; enquanto que, na Figura 2.5 pode-

se verificar o equipamento de eletrofiagdo montado com o acessorio coaxial.
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As mesmas condi¢cdes utilizadas para a eletrofiacdo das solucoes
SA/PEO e QUIT/PEO (item 2.2.2.) foram utilizadas aqui. Em cada teste foram
eletrofiados aproximadamente 3 ml de solucao polimérica.

b SA/PEO
(solugdointerna)

|

QUIT/PEO  _,
(solugdo externa)

Fonte de
Alta Tensdo

Coletor

Figura 2.4. Foto do acessério utilizado para eletrofiacdo da solucdo de SA/PEO e
QUIT/PEO em conjunto (a) acessério (b) esquema. (Fonte: NISTA et al., 2015)

Dispositivo
Coaxial
o

Placa coletora

~~ Bomba de Fluxo

[ ” p—

Figura 2.5. Foto do equipamento utilizado para eletrofiagdo da solugdo de SA/QUIT/PEO.

2.2.7. Caracterizacao das solucoes poliméricas

Todas as solugdes poliméricas foram caracterizadas através das andlises
de viscosidade, tensao superficial e condutividade. Utilizou-se um Redmetro
programavel (Programmable Rheometer) da marca Brookfield, Modelo LVDV3T, de
tensdo controlada ou CS, tipo cilindro coaxial no sistema ISO/DIN, com uma haste
(spindle) n® 31 e capsula 13RP, acopladas a um banho Brookfield modelo TC-
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550MX para analise de viscosidade. Para andlise de tensdo superficial foi utilizado
um Tensibmetro da Kruss, modelo K6, e para analise de condutividade um
Multiparametro da Micronal, modelo AJX-522. Todas as medidas foram realizadas
em triplicata a 25°C.

2.2.8. Caracterizacao das membranas eletrofiadas

2.2.8.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras das membranas nanoestruturadas de SA/PEO, QUIT/PEQ,
SA/QUIT/PEO e CA foram analisadas por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), com o objetivo de conhecer a morfologia e a distribuicdo das fibras obtidas, o
diametro das mesmas, sua variacao e a presenca de contas, dentre outros aspectos.
Para isso, utilizou-se um microscépio eletrénico de varredura Leica LEO 440i. Antes
da analise as amostras foram secas a vacuo e recobertas com ouro.

Seguindo metodologia proposta por Nista et al. (2012a), para cada
amostra foram obtidas 8 imagens, com diferentes aumentos, as quais foram
analisadas utilizando-se o software Image Tool para a medida do diametro médio de
50 medidas por amostra. Gerou-se uma régua de notas para avaliagdo do aspecto
das membranas, com valores de 1 a 10. A nota 1 significava auséncia de fibras, nota
5 significava formagdo de fibras com muitos defeitos grosseiros e nota 10
correspondia as fibras com boa uniformidade e distribuicdo de didmetro. Foram
avaliadas 2 fotos, por amostra, por trés pessoas independentes, onde as mesmas
nao tiveram acesso as nota dos demais. No Apéndice, consta o0 modelo da régua de
notas utilizado para avaliagdo das membranas nanoestruturadas.

2.2.8.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As amostras das membranas nanoestruturadas de SA/QUIT/PEO foram
analisadas por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), com o objetivo de
verificar se a estrutura coaxial foi formada entre o Alginato e a Quitosana. As
amostras foram coletadas em um grid de cobre de 300 mesh. Para as anélises de
MET utilizou-se um microscépio eletrénico de transmissdo JEOL JEM 2100 e as

imagens foram gravadas em uma camera GATAN ESW 500.
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2.2.8.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras das membranas nanoestruturadas de SA/QUIT/PEO foram
analisadas por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR), para verificar a formacao do policomplexo entre o Alginato e a Quitosana,
através do aparecimento da banda a 1609 cm™', resultado da interacao idnica entre
acido carboxilico do alginato com o grupamento amina da quitosana (CRUZ et al.,
2004; COSTA JR et al.,, 2008). Para tanto, utilizou-se um Espectrémetro de
Infravermelho com Transformada de Fourier marca ThermoScientific, modelo Nicolet
6700.

2.2.8.4. Teste de Intumescimento

Os testes de intumescimento e percentual de perda de massa in vitro
permitem verificar a perspectiva de degradacao, a qual esta relacionada ao grau de
hidratacdo do sistema e sdo importantes para verificar se 0 material apresenta
estabilidade estrutural durante o periodo de liberagdo do farmaco (VAN DEN
MOOTER et al., 1994).

As amostras foram pesadas inicialmente para determinacdo da massa
seca. Depois foram deixadas imersas em agua deionizada, a 37°C, por tempos pré-
determinados. O excesso de agua das membranas foi removido com um papel
absorvente e as amostras foram pesadas (SHANKER et al., 2009). A razdo de
intumescimento foi determinada pela equacao 2.1 abaixo;

Razao Intumescimento (%) = (Ws —Wd) / Wd x 100 (Eq 2.1)

onde Ws= massa da amostra umida e Wd= massa da amostra seca.

2.2.8.5. Percentual de Perda de Massa

A analise de percentual de desintegragcdo das membranas de polimero
mucoadesivo foi realizada, para verificar o tempo que as mesmas poderiam
permanecer integras executando seu papel de mucoadesivo. Para realizagdo destes

testes as amostras secas foram pesadas e depois submersas em solugcdo tampao
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fosfato 0,1M / pH=7,4. Em tempos pré-determinados as amostras foram secas a
60°C até massas constantes, e pesadas novamente. O percentual de perda de
massa foi calculado pela equacao 2.2, abaixo,

Perda massa (%) = 100% x (Wb-Wa)/Wb (Eq 2.2)

onde Wb=massa amostra seca antes da imersdo e Wb=massa da amostra seca
depois da imersao.

2.2.9. Testes de Liberacao do Farmaco

2.2.9.1. Quantificacao do Metronidazol

A quantificagdo do fa&rmaco metronidazol foi realizada através de medida
direta no UV-vis. Diluiu-se a aliquota de 1 ml, retirada da amostra de liberacao, com
mais 7 ml de solugao tampao fosfato 0,1M pH 7,4. Determinou-se a absorbancia na
regido do ultravioleta, em 321 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro UV Visivel
(mod 8453, Agilent), conforme método estabelecido na literatura por véarios autores
(PERIOLI et al.,2004; SHIFROVITCH et al., 2009; SHANKAR et al., 2010).

Para a construcédo da curva de calibragdo, as solucbes de metronidazol,
em concentragbes conhecidas, foram preparadas em solugdo tampéao fosfato 0,1M
pH 7,4. Foi construida uma curva na faixa de 1 a 20 pg/ml, para utilizagédo na
quantificacdo do farmaco nas aliquotas do teste de liberacdo. Para cada solucao, de
concentragao conhecida, foram retiradas trés amostras para leitura da absorbancia.

2.2.9.2. Teste de liberacao de Metronidazol (MTZ)

Amostras da membrana de nanofibras foram colocadas em tubos de
ensaio. Aliquotas de 10 ml de solugédo tampéo fosfato 0,1M pH7,4 foram adicionadas
em cada tubo, os quais foram deixados em estufa de cultura bacteriolégica (mod
410N, Nova Etica), com temperatura controlada a 37°C. Em periodos pré-
determinados, aliquotas de 1 ml da solugcao eram retiradas para andlise quantitativa
de metronidazol e substituidas por uma nova. Apés, construiu-se a curva do perfil
cinético de liberacdo, onde cada ponto representa a média de trés ensaios. O tempo
total do teste foi de 5horas.
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2.2.10. Analise Microbioldgica

Os testes para analise antimicrobiana das membranas de nanofibras de
Acetato de celulose, Alginato e Quitosana com metronidazol (10 e 20%) foram
realizados no Laboratério de Microbiologia do Instituto e Centro de Pesquisas Sao
Leopoldo Mandic (Campinas, Sao Paulo), com o qual mantemos colaboracéo.

As amostras foram esterilizadas com 6xido de etileno na empresa Acecil
(Campinas, Sao Paulo), e deixadas em repouso por 15 dias antes do inicio dos
testes.

Para as nanofibras com o farmaco Metronidazol, a atividade
antimicrobiana foi avaliada através da utilizacdo das bactérias anaerodbias
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Gram negativa, A.actinomycetemcomitans,
ATCC 33384, sorotipo c), isoladas e mantidas no laboratério de Microbiologia do
Instituto e Centro de Pesquisas Sao Leopoldo Mandic (Campinas-SP).

Estas cepas foram mantidas congeladas, para posterior ativacdo em meio
de cultura caldo BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, India), sendo mantidas em
estufa bacteriolégica, em condicbes de anaerobiose estrita para A.
actinomycetemcomitans usando Anaerogen Compact™ (Oxoid, Milao, Italia), ambas
mantidas por 24h a 37°C.

Foram obtidos caldos contendo uma densidade final de 15x10° células/ml,
correspondendo ao fator n.5 da escala de McFarland (Nefelobac, Escala
Nefelométrica de McFarland, Brasil), e plaqueadas uniformemente com auxilio de
alca Drigalski em Agar MH (Mueller Hinton). Apds isto, as membranas com
concentragdes de 10 e 20% de Metronidazol, bem como membranas sem farmaco
(teste branco) com aproximadamente 13 mm de diametro, foram colocadas com o
auxilio de uma pinga estéril em pontos equidistantes. As placas foram incubadas em
estufa de anaerobiose a 37°C por 48 horas para posterior interpretacao e leitura dos
resultados.

A avaliacao foi realizada, verificando-se a presenga ou auséncia dos halos de
inibicdo ao redor dos discos, contra um fundo preto. O didmetro do halo foi medido
com um paquimetro em mm, para posterior avaliagdo dos resultados. Os testes

foram realizados em triplicata. Para controle negativo foi utilizado membranas de
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cada polimero sema incorporacdo do farmaco e como controle positivo discos de
papel filtro embebidos em uma solucao aquosa de metronidazol.

2.2.11. Analise Citotoxicoldgica - Ensaio de Viabilidade Celular

2.2.11.1. Linhagens celulares

As linhagens celulares de fibroblastos humanos foram obtidas do Banco
de células do Laboratério de Cultivo de Células do "Instituto e Centro de Pesquisas
Sao Leopoldo Mandic", Campinas. Essas células foram isoladas previamente
através do cultivo primario de gengivas humanas, removidas de trés diferentes
pacientes, por meio da técnica de explant (MARTINEZ et al., 2004; FRESHNEY,
2005), Figura 2.6. Estas foram utilizadas para todos os experimentos descritos a

seguir, realizados em triplicata.

Figura 2.6. Fotomicrografia de fase de linhagem de fibroblastos gengivais humanos.
Aumento original de 100x.

2.2.11.2. Cultivo celular

Os fibroblastos foram cultivados em meio essencial minimo de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), composto de uma mistura de sais enriquecidos
com aminoacidos e outros componentes essenciais para o crescimento celular.

(Nutricell®, Campinas, SP, Brasil), suplementados com 10% de soro fetal Bovino
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(Cultilab®, Campinas, SP, Brasil) e 1% de solugao antibiética-antimicética (penicilina-
estreptomicina) (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA).

Todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar
para manutencao da esterilidade dos materiais e das substancias utilizadas para o
cultivo celular.

As células de fibroblastos humanos foram mantidas em estufa a 37°C, em
atmosfera Umida, contendo 95% de ar atmosférico e 5% de diéxido de carbono
(CO2). O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias e a progressao da cultura foi
avaliada por microscopia de fase, em culturas crescidas sobre poliestireno, que

serviu como controle.

2.2.11.3. Ensaio de viabilidade celular

Para a avaliacao de viabilidade celular, foi utilizado o método de exclusao
vital por azul de Trypan em 1, 2 e 3 dias, das culturas celulares plaqueadas sobre as
matrizes reabsorviveis.

O ensaio avalia a integridade da membrana celular com base no principio
de que as células vivas, viaveis, possuem membranas celulares integras que
blogueiam a entrada do corante Tripan Blue, ficando com aspecto translicido. O
contrario ocorre com as células mortas, ndo viaveis, que por apresentarem danos
em sua membrana permitem a incorporagdo deste corante e adquirem uma
coloracao purpura.

As suspensdes celulares foram obtidas através da tripsinizacdo dos
pocos, com tripsina 0,25% contendo EDTA 0,2g/L (Nutricell, Campinas, SP, Brasil), e
posteriormente inativadas com o proprio meio de cultura.

Apoés atingirem a subconfluéncia (efeito de recobrimento de células na
garrafa em torno de 70 %), as células foram enzimaticamente removidas das placas
e, 0 precipitado de células resultante da centrifugacéo foi ressuspenso em 1 mL de
meio. Foram retirados 10 pyL da suspensao de células e a estes se juntou 10 pL de
azul de Trypan, sendo que 1 pL desta solucéo foi colocado em um hemocitdmetro
(cdmara de Neubauer-Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA) e levado ao
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microscoépio de fase invertida (Nikon, Eclipse TS100) para a contagem e observacao

das células.

2.2.12.

O namero total de células presentes em cada poco em diferentes tempos

de analise foi obtido através da seguinte equacao matematica, Eq 2.3:

N° total de células = (N2 de células contadas X Vol. inicial X Diluicio X 10%) Eq 2.3

N? de quadrados usados para contagem

Teste de permeacao do Metronidazol em mucosa bucal suina
2.2.12.1. Quantificacao Metronidazol

O metronidazol foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiencia
(Detector de luz UV/VIS Thermo Electron Surveyor UV/VIS Plus Detector - San Jose,
CA, USA, acoplado a um amostrador automatico Thermo Fischer Scientific Model
Surveyor Autosampler Plus Lite — San Jose, CA, USA), seguindo metodologia da
"The United States Pharmacopeia" - USP 37-NF 32 (2014). A quantificacdo foi
realizada por HPLC nesta andlise devido a maior sensibilidade do método na
deteacdo do MTZ.

O metronidazol foi separado numa coluna C18 de fase inversa (5 um, 150
x 4,60 mm, Phenomenex). A fase mével consistia em metanol e solugéo de potassio
di-hidrogénio fosfato (1,36 g/I) na proporcao de 30:70, bombeado a 1 mL / min e um
volume de injeccdo de 10 ul. A detecgcao do metronidazol foi monitorizada em 315
nm. Uma curva de calibragdo foi construida a partir de uma solugcédo padrao,
preparada por dissolucdo de metronidazol em fase mdével, seguido por diluicdo em
trés solugdes de trabalho, (de 5, 50 e 100 ug / mL). Para cada concentragao injetou-
se 5 amostras em trés dias diferentes, a fim de se obter curvas de calibragéo, esses
resultados foram analisados por andlise de regressao linear da area de pico em
funcdo da concentracdo (r?=0,9999). O limite de deteccéo foi de 1,66 pg / ml, e o
limite de quantificagao foi de 5,52 ug / mL. A coleta de dados foi realizada utilizando
software ChromQuest 5.0 (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).
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O método foi validado em termos de especificidade, linearidade, precisao,
exatidao, limite de deteccao e limite de quantificacdo. A especificidade do método
analitico foi avaliado, com o objetivo de confirmar que nenhum componente da

mucosa oral suina iria interferir nas analises de metronidazol.

2.2.12.2. Preparacao do tecido para estudo permeacao

As cabegas de porco foram obtidas a partir de um matadouro local e
transportadas para o laboratério em tampao fosfato isoténico a pH 7,4. A preparacao
de tecido foi adaptada a partir de uma metodologia descrita anteriormente (FRANZ-
MONTAN et al., 2015). Dentro de 2 h de abate, as amostras da mucosa oral suina (a
partir da regido da bochecha) foram separadas da cabeca utilizando-se um bisturi e
lavadas com solugao salina, Fig. 2.7a e b. Mucosas com qualquer dano visual na
superficie foram descartadas. Mucosas intactas foram imersas em solugado salina a
65°C durante 60 s, e o epitélio foi cuidadosamente separado do tecido conjuntivo,
Figura 2.7 c e d. Foi relatado anteriormente que este procedimento nao influencia a
integridade do epitélio da mucosa oral (DIAZ DEL CONSUELO et al., 2005). Para
todos os experimentos foram utilizados somente epitélios frescos do mesmo animal.
Além disso, todas os experimentos foram conduzidas com a mucosa de pelo menos
trés animais diferentes. As mucosas foram submetidas a teste de medida de
resistividade para garantir sua integridade antes da utilizagdo, as mucosas eram
consideradas utilizadas somente se a resistividade em solugao tampao fosfato 0,1 M
pH7,4 fosse superior a 3 KgQ.cm?.

Figura 2.7. Sequencia do procedimento para preparacao da mucosa oral suina para teste
de permeagao.
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2.2.12.3. Experimento de permeacao

Estudos de permeacao foram conduzidos em células de difusdo de Franz
(Sistema Transdérmico mamual, Hanson Research Corporation), com 1,77 cm? de
area de permeagao e um compartimento receptor de 7,0 ml de volume. A mucosa foi
colocada sobre um filtro de celulose de 0,45 mm (tecido conjuntivo com o lado
voltado para o filiro de membrana), devido a sua fragilidade, evitando quaisquer
danos que poderiam alterar parametros de permeagéo, sem alterar o transporte de
metronidazol, Figura 2.8. As membranas de SA/PEO, QUIT/PEO e de CA revestidas
com SA/PEO e QUIT/PEO incorporadas com o farmaco foram colocadas em cima da
mucosa no compartimento doador. As camaras do receptor foram preenchidas com
solugcédo de saliva artificial degaseificada e agitadas magneticamente 400 rpm, a
37°C. Os experimentos de permeagao foram realizados em condigées nao oclusivas,
durante 5 h. Amostras de 300 pL foram periodicamente retiradas da fase receptora e
analisadas por HPLC, sendo substituidas com solugao receptora fresca, em volumes
iguais. O fluxo de farmaco foi calculado a partir da inclinagcao da parte linear da curva
(quantidades cumulativas de metronidazol transportadas através da mucosa, por
unidade de Area x Tempo). O time lag (intervalo de tempo) foi obtido a partir da
intercepgao com o eixo do tempo.

Figura 2.8. Célula de Franz utilizada no teste de permeacgéo (a), compartimento receptor (b)

e (c).area de permeacao com mucosa e membrana
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2.2.13. Ensaio in vitro de mucoadesao por mucina

Este ensaio foi realizado a partir do método colorimétrico Periodic Acid
Schiff MANTLE & ALEN, 1978). Uma solugcao do reagente de Schiff foi preparada a
partir da mistura de 30 mL do reagente Schiff com 6 mL de uma solugdo aquosa de
HCI 1 M. Foram entao adicionados 0,1 g de metabissulfito de sédio a cada 6 mL da
solucdo acima mencionada, e o resultante foi incubado em estufa a 37 °C, até
tornar-se sem coloracdo ou amarelo pdlido. A solucdo do reagente de acido
periddico foi preparada pela mistura de 10 yL de solucédo de acido periddico 50%
com 7 mL de solucao de &cido acético 7% (HE et al.,1998). Através da analise dos
valores de absorbancia correspondentes as concentragées conhecidas de mucina
em agua ultrapura, foi construida uma curva analitica em 550 nm que corresponde
ao comprimento de onda de maxima absorcao da mucina na regidao do visivel. Para
isso, foram preparadas solucdes de mucina com diferentes concentragdes: 0,25; 0,5;
0,75 e 1 mg/mL, e entao foram adicionados 0,2 mL do reagente de acido periddico
em cada uma das solugdes. Estas amostras foram incubadas a 37 °C por 2 horas
em banho com temperatura controlada. Ap6s este periodo, 0,2 mL do reagente de
Schiff foi adicionado a cada uma das solugdes em temperatura ambiente, e 30
minutos apos foi realizada a leitura em 550nm (RIBEIRO et al., 2014). O ensaio de
mucoadesdo das diferentes amostras de membranas foi feito pelo mesmo
procedimento, sendo que uma amostra de 10 mg das membranas foi dispersa nas
diferentes solu¢cdes de mucina e, ap0s a adicao dos reagentes pelo periodo de
incubacdo acima descrito, o sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo do

conteudo de mucina livre, estimado a partir da curva analitica da mucina.

2.2.14. Ensaio in vitro de tempo de mucoadesao

O tempo de mucoadesdo das membranas nanoestruturadas foi avaliado
utilizando mucosa bucal suina, utilizando metodologia descrita na literatura (ISHIDA
et al., 1982; CHUN et al., 2003, HAN et al., 1999, JAIN et al., 2008, DUCHENE et al.,
1988) com pequenas adaptacdes para reduzir tamanho da amostra e volume das
solucbes utilizadas. Neste estudo para manter-se as caracteristicas de tenséo de
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cisalhamento do teste de Han et al. (1999) realizou-se um scale-up para agitadores
seguindo metodologia de Geankoplis (1993). Calculou-se uma razéao de escala (RE),
considerando-se que o recipiente € um cilindro padrdao com mesmo diametro e

altura, utilizando-se as equacoes 2.4, 2.5 e 2.6, abaixo.
V=[ 1 D1 % 4] Eq2.4

Onde Dy=diametro do béquer e V=volume do béquer

RE =[V2/ V] Eq2.5
Onde Vi=volume do béquer 1 e Vo=volume do béquer 2

Com a razao de escala RE podemos calcular a velocidade de agitacao

necessaria para o novo volume de béquer utilizando a equacgéo 4.3.
N> = N¢[1/RE]" Eq 2.6

Onde Nji=velocidade do agitador no béquer 1 e No= velocidade do agitador no
béquer 2 e n=1 para liquidos.

Considerou-se um tamanho de barra magnética de 1/3 do diametro do
fundo do béquer.

Utilizando-se esta metodologia descrita, reduziu-se o volume de solugéo
de saliva artificial no béquer de 800 ml para 80 ml. Utilizou-se um béquer de 100 ml,
uma barra magnética de 1,5 cm e uma velocidade de agitagdo de 50 rpm ao invés
de 150 rpm como descrita na literatura.

A cabeca do porco foi obtido a partir de um matadouro local, conforme ja
citado anteriormente e transportados para o laboratério em tampao fosfato isotonico
a pH 7,4. Dentro de 2 h de abate, as amostras da mucosa oral suina (a partir da
regido da bochecha) foram separadas da cabeca utilizando um bisturi e as partes
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foram lavadas com solucdo salina, idem vistas na Fig. 2.7b no item 2.2.12.2.
Mucosas com qualquer dano visual na superficie foram descartadas. Reduziu-se a
espessura do pedaco de bochecha removendo-se tecido muscular para
aproximadamente 0,5 cm. As mucosas bucais suinas foram cortadas em formato
circular com diametro de 1,5 cm de didmetro e colou-se 6 mucosas em cada béquer
utilizando cola cianoacrilato (marca:Superbond®), Figura 2.9a. Fixaram-se as
membranas a serem testadas, com diametro de 1 cm de didmetro, nas mucosas
ligeiramente Umidas aplicando uma pequena pressdo com a ponta de uma espatula
larga. Colocou-se 15ul de solugdo saliva em cima da membrana ja aderida a
mucosa. Completou-se o béquer com a solugédo saliva artificial e colocou-se em
agitacdo em banho a 37°C, Figura 2.9b. O descolamento das membranas da
mucosa foi acompanhando por um maximo de 24 h. O tempo para a membrana se

separar da mucosa bucal suina foi registrado como o tempo de mucoadesao.

Figura 2.9. Montagem do experimento para determinagdo do Tempo de Mucoadesao (a)
montagem das mucosas bucais suinas no bequer, (b) banho maria com controle de agitagéo

e temperatura.

2.2.15. Ensaio in vitro de forca de mucoadesao

Testes de forca de Mucoadesao foram realizados utilizando um analisador
de textura, com uma célula de carga de 5 kg (TA-XT2i, Stable Micro Systems,
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Surrey, Reino Unido). O método utilizado baseou-se no trabalho de Tobyn et al.,
1997. A andlise de textura € uma ferramenta util e tem sido amplamente utilizada
como um meio valido para a caracterizacdo mecanica das formas de dosagem
farmacéuticas mucoadesivas (EOUANI et al., 2001, PARK et al., 2002). Mucosa oral
suina foi utilizada como a superficie de mucoadesao.

As cabecas de porco foram obtidas em um matadouro local (Frigorifico
Angelelli / Piracicaba) e transportados para o laboratério em tampéo fosfato
isotbnico, pH 7,4. Dentro de 2 h de abate, as amostras da mucosa oral suina (a
partir da regido da bochecha) foram separadas da cabegca com um bisturi, e as
partes foram lavadas com solucéo salina, idem vistas na Fig. 2.7 b do item 2.2.12.2.
Mucosas com qualquer dano visual na superficie foram descartadas. Reduziu-se a
espessura do pedagco de bochecha, removendo-se tecido muscular para
aproximadamente 0,5 cm.

A mucosa oral foi colocada no suporte do texturometro, voltada para cima,
e este foi colocado na base do analisador, Figura 2.10a. As membranas testadas
foram fixadas em suporte de aluminio, usando fita adesiva dupla-face de alta adeséo
(Fita adesiva dupla face Fixa Forte Scotch 3M), Figura 2.10b, e este fixado ao brago
moével do analisador de textura.

o [N

Figura 2.10. Montagem da mucosa oral suina no suporte para teste no texturémetro (a) e

montagem da membrana nanoestruturada no probe (b).
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A area de contato na mucosa foi umedecida com 15 ul de uma solucéo de
saliva artificial. Uma for¢ca de contato de 0,5 N foi mantida durante 120s, e ap0s este
periodo a sonda foi retirada da mucosa oral, numa taxa de 5 mm s-1. A forga de
descolamento de pico (N) e o trabalho de adesao (area sob a curva de forca /
distancia em mJ) foi registada no software Exponent (Stable Micro Systems) . A
montagem do equipamento esta ilustrada na Figura 2.11.

Figura 2.11. Montagem do experimento para determinagdo da Forca de Mucoadesédo no
analisador de textura.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO DAS MEMBRANAS NANOESTRUTURADAS

3.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Membranas de Alginato de sodio (SA) /Poli (6xido de etileno) -
(PEO)

3.1.1. Pré-testes para definicao dos parametros do DOE para
eletrofiacao SA/PEO.

Alguns testes iniciais foram realizados para melhor definicao dos
parametros que seriam utilizados para o DOE. As condicbes testadas foram
voltagem, distancia, concentracdo SA/PEO e vazado, que foram levadas aos
extremos verificando-se a fiabilidade da solucédo. As condi¢cdes testadas podem ser
verificadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Parametros Experimentais utilizados para eletrofiagao de nanofibras de SA/PEO

para pré-testes.

~ . . Concentracao
Vazao Potencial Distancia agulha-coletor
Amostra SA/PEO
(mL/h) (kV) (cm)
(%)
1A 0,5 15 20 4
2A 0,5 15 10 4
3A 1 20 10 4
4A 1 15 15 3
5A 1 20 15 3

Avaliando-se as imagens obtidas com a analise de MEV pode-se verificar
que foram obtidas melhores membranas com voltagens menores, com inicio de
formacao de fibras para as amostras 4A e 5A, como pode ser verificado nas Figuras
3.1ae 3.1b.
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Figura 3.1. Imagens de MEV com aumento de 7000 vezes para membrana eletrofiada no
pré-teste de eletrofiagdo de SA/PEQO, sendo (a) amostra 4A e (b) amostra 5A.

Com relagao as amostras 3A e 5A, Figuras 3.2a e 3.2b, respectivamente,
verifica-se um inicio de formacgao de fibras obtida com menores distancias, para a
amostra 5A. Nas Figuras 3.3a e 3.3Db, verifica-se o comparativo das amostras 1A e
2A em que se obtiveram melhores resultados com concentragdes maiores de
SA/PEO, Figura 3.3b. Apesar de um grande numero de contas, obteve-se
nanofibras.
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Figura 3.2. Imagens de MEV com aumento de 7000 vezes para membrana eletrofiada no
pré-teste de eletrofiagdo de SA/PEQ), sendo (a) amostra 3A e (b) amostra 5A.

Quando a vazéo de alimentacdo das solugdes poliméricas foi avaliada,
Figuras 3.4a e 3.4Db, verificou-se que nas condi¢des testadas a vazao nao influenciou
a formacao da nanofibras, quando se compara as imagens 1A e 4A, pois se obteve
membranas com aspectos semelhantes.
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Figura 3.3. Imagens de MEV com aumento de7000 vezes para membrana eletrofiada no
pré-teste de eletrofiagdo de SA/PEQ), sendo (a) amostra 1A e (b) amostra 2A.
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Figura 3.4. Imagens de MEV com aumento de 7000 vezes para membrana eletrofiada no
pré-teste de eletrofiagcdo de SA/PEQ), sendo (a) amostra 1A e (b) amostra 4A.

Com base nestes resultados obtidos no pré-teste, definiu-se os limites
dos parametros do DOE 1, isto é, distancia entre agulha e coletor de 15 e 20 cm,
voltagem aplicada de 10 e 15kV e concentracdo de SA/PEO de 3 e 4%, mantendo-
se a vazao constante em 1 ml/h. Maiores detalhes podem ser verificados no préximo

item.

3.1.2. Planejamento de Experimentos para preparacao das
membranas de Alginato/PEO.

Para otimizar as condi¢ces de obtencdo de membranas de SA/PEO, fez-

se um planejamento fatorial 2° (3 fatores em 2 niveis) utilizando-se o DOE (Design of

Experiments) para a avaliacdo dos multiplos fatores a serem contemplados neste
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tipo de trabalho. Como resposta, escolheu-se o0 aspecto da membrana
nanoestruturada, considerando-se como fatores a concentracdo do SA/PEO, a
voltagem aplicada e a distancia entre a ponta da agulha e o coletor. Tais fatores,
variados em dois niveis (alto e baixo) como indicado na Tabela 3.2, foram escolhidos
por serem faceis de controlar no processo de eletrofiagcdo. Utilizou-se o software
Minitab para andlise estatistica dos dados. No trabalho realizado o didmetro das
nanofibras n&o foi fator decisivo na escolha das melhores condi¢cdes de processo,
determinou-se apenas que as nanofibras de SA/PEO e de QUIT/PEO deveriam ter
diametros menores que 200 nm. No nosso ponto de vista a analise do aspecto da
membrana é fundamental neste trabalho pois o objetivo é obter nanofibras mais
homogéneas e livres de defeitos, reduzindo-se assim a variabilidade entre as
amostras garantindo uma liberacao de farmaco mais padronizada possivel.

3.1.2.1. Analise da Influéncia da Concentracao

A tabela 3.2 apresenta os resultados para o aspecto da membrana,
obtidos para cada um dos experimentos realizados, para obtencédo de nanofibras de
alginato/poli (oxido de etileno) (SA/PEO), variando-se a porcentagem de SA e de
PEO, o potencial aplicado e distancia da agulha ao coletor. A nota média para
aspecto da membrana foi obtida através da avaliacdo de 2 imagens de MEV, por
amostra, por trés pessoas independentes seguindo modelo apresentado no

Apéndice, onde as mesmas nao tiveram acesso as notas dos demais.

Tabela 3.2. Parametros experimentais utilizados para eletrofiagdo de nanofibras de SA/PEO
no DOE I.

. . Potencial Distancia agulha- Aspecto da membrana
Condicao % Alginato/PEO .
(kV) coletor (cm) (nota média)
1 3 15 15 6,0 £0,5
2 3 15 20 40+0,5
3 3 10 20 1,5+0,3
4 3 10 15 25+0,3
5 4 15 20 45+0,5
6 4 15 15 3,0£0,3
7 4 10 20 Nao fiou
8 4 10 15 Nao fiou
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Podemos observar que com voltagem de 10kV e concentracdo de 4%
SA/PEOQO (condicao 7 e 8) nao foi possivel obter-se nanofibras, provavelmente devido
a alta viscosidade da solucao na concentracdo de 4% SA/PEO, comparada com a
de 3%, como pode ser verificado na Tabela 3.3, além da maior condutividade na
solucdo de 4% SA/PEO.

Tabela 3.3. Resultados experimentais para analise da solugcdo de SA/PEO em Agua.

% Proporcao Viscosidade Condutividade Tenséao Superficial
SA/PEO  (SA:PEO) (cP) (mS) (mN/m)

3 50:50 1611117 2,340+0,001 55,0+0,8

4 50:50 3991450 3,197+0,001 54,0+0,1

Podemos observar nas Figuras 3.5(a - f) as imagens das membranas
obtidas em cada condi¢do do DOE descritas na Tabela 3.3.

Podemos observar na Figura 3.5 as imagens das membranas obtidas em
cada condicao do DOE I. Verifica-se uma grande variagdo no aspecto da membrana,
como retratado nas notas descritas na Tabela 3.2. Nota-se que nado foi possivel
obter nanofibras sem presenga de contas, porém verifica-se que na condigéo 1
(Fig.3.5a) ocorreu a formagado de fibras com maior consisténcia, diferente das
demais condi¢cbées. O diametro médio das nanofibras nesta condicao 1, onde foi
possivel a obtencdo de fibras, foi de 90 £ 30 nm, medida realizada utilizando o
software Image Tools. Dessa forma, ndo se obteve experimentos com resultados
satisfatorios, dentro do esperado, para uma nota minima para o valor de aspecto 7
da membrana.

Na Fig. 3.6 encontra-se o grafico de Pareto para os efeitos, que nos
mostra a significancia de cada fator (distdncia, voltagem e concentracdo) na
resposta obtida para nota da membrana. O gréafico de Pareto dos efeitos € usado
para comparar a magnitude relativa e a significancia estatistica dos efeitos principais
e suas interagdes. Os efeitos sao plotados em ordem decrescente do valor absoluto

e uma linha de referéncia é definida, utilizando um valor de a=0,05; ou seja, a
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probabilidade de se fazer um erro tipo | (quando se conclui que existe uma diferenca
que nao ha) e é referida como o nivel de significancia. Qualquer efeito que se
estende além desta linha de referéncia é significativo. Verificamos que o fator de
maior relevancia, e o uUnico significante, correspondeu a voltagem aplicada na

solucéo, cujo valor de Efeito foi maior que 2,823 (linha de referéncia).

LRAC/FEQ/UNICAWP | O F—— I
22-Jan-2013 | Mog- 10.00 K X 1 Probo- 108 ph

[ 2w 2un ENT v
L o | Mag= 0.0 K'x 1 Propee 10008
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Figura 3.5. Imagem de MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada de
SA/PEO nas condi¢cées definidas DOE | sendo (a) 3%SA/PEO, 15kV, 15 cm; (b)
3%SA/PEOQO, 15kV, 20 cm; (c) 3%SA/PEO, 10kV, 20 cm; (d) 3%SA/PEO, 10kV, 15 cm, (e)
4%SA/PEO, 15kV, 20 cm e (f) 4%SA/PEO, 15kV, 15 cm.

A Figura 3.7 representa o grafico dos efeitos principais para o aspecto da
membrana. O grafico de efeitos principais é utilizado para visualizar o efeito dos
fatores sobre a resposta, e comparar a magnitude relativa dos mesmos. Uma linha
de referéncia & desenhada na média geral. Verificando-se a linha que liga os niveis
dos fatores podemos visualizar os efeitos principais. Se a linha & horizontal (paralela
ao eixo x), ndo ha efeito principal presente; ou seja, a média de resposta ndo muda
dependendo do nivel de fator. Entretanto, se a linha ndo € horizontal, existe um
efeito principal presente e a média de resposta muda dependendo do nivel de fator.
Quanto maior a inclinagdo da linha, mais forte sera o efeito. Podemos observar que

uma maior inclinacdo das curvas pode ser verificada no quadrante da voltagem, que
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€ o fator determinante no aspecto da membrana e tem uma influencia muito maior
do que os demais fatores, como visto no grafico de Pareto (Fig. 3.6). Observa-se,
porém, que quando a voltagem aumenta, tem-se um aumento na nota da

membrana.

2,823
I

Fatores Name

A Concentragdo
CH B Disténcia

C Voltagem

AB

ABC -

Fatores

B

BC 4

AC 4

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0
Efeito

Figura 3.6. Gréafico de Pareto dos efeitos para aspecto das membranas nanoestruturadas
obtidas de solugdes de SA/PEO (50:50) em agua deionizada.

E evidente, comparando-se as imagens da Figura 3.5, que ocorreu uma
melhora significativa no aspecto da membrana com a formacao de fibras e reducao
no numero e no tamanho das contas, quando a voltagem foi de 10 para 15kV,
conforme as Figuras 3.5a e 3.5d. Assim, o melhor resultado obtido para o aspecto
da membrana foi com a concentracao de 3% SA/PEO (1:1) m/m, voltagem de 15 kV
e distancia de 15 cm. Os resultados obtidos mostram que n&o foi possivel obter uma
membrana livre de defeitos e com boa regularidade de didmetro das nanofibras,
como o desejado. Dessa forma, novos testes foram realizados com base nas
tendéncias verificadas na analise do DOE, utilizando-se voltagens maiores. Isso
permitiu um aumento no campo elétrico gerado, possibilitando que este supere a
tensédo superficial da solugdo. Como resultado, espera-se a diminuicdo no numero

de contas e defeitos na membrana.
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Figura 3.7. Gréfico dos efeitos principais para aspecto das membranas nanoestruturadas
obtidas de solucdes de SA/PEO (50:50) em agua deionizada.

Com base nestes resultados, realizou-se um novo DOE denominado DOE
Il para verificar o efeito de voltagens maiores nas solucdées de SA/PEO.

A Tabela 3.4 apresenta os resultados para o aspecto da membrana,
obtidos para cada um dos experimentos realizados, para obtencédo de nanofibras de
SA/PEOQ, variando-se a concentracao de SA/PEQO, o potencial aplicado e a distancia
da agulha ao coletor. A Tabela 3.5 apresenta os resultados obtidos para andlise das
solugbes de SA/PEO em agua.

Podemos observar nas Figs. 3.8(a - h) as imagens das membranas
obtidas em cada condi¢gdo do DOE Il. Podemos observar uma grande variagdo no
aspecto da membrana, como retratado nas notas descritas na Tabela 3.4. Verifica-
se que a membrana obtida na condicao 8, Fig. 3.8h, apresentou pouca presenca de
contas e poucos defeitos tipo conta que as demais condi¢ées, sendo a melhor
condicao desta rodada de DOE, com excelente formacédo das nanofibras e poucas
contas. O didmetro médio das nanofibras nesta condigdo, onde foi possivel a
obtencgéo de fibras, foi de 94+17 nm. Dessa forma, foram possiveis bons resultados
dentro desta rodada de experimentos, onde houve a formagdo de uma membrana

com nota minima acima de 7, como desejada, para o aspecto da membrana.
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Tabela 3.4. Parametros experimentais utilizados para eletrofiacdo de nanofibras de SA/PEO
no DOE II.

Potencial Distancia agulha- Aspecto da
Corrida % Alginato/PEO
(kV) coletor (cm) membrana (nota)
C1 3 15 15 6,0 £0,5
c2 3 15 20 4,0+0,5
C3 3 20 20 1,56+0,3
C4 3 20 15 2,004
C5 4 15 20 45+0,5
C6 4 20 20 7,0+0,3
c7 4 15 15 3,0+£0,3
C8 4 20 15 8,5+0,3

Tabela 3.5. Resultados experimentais para analise da solugdo de SA/PEO em Agua.

o6 SAIPEO Proporcao Viscosidade Condutividade Tenséao Superficial

(SA:PEO) (cP) (mS) (mN/m)
4 50:50 3991150 3,197+0,001 54,00,1
4 60:40 5262+60 3,803+0,001 53,310,2
4 70:30 6450175 4,500+0,001 54,040,3
4 80:20 6678175 5,140+0,001 54,040,3
4 90:10 6620+75 5,757+0,002 51,340,2
4 100:0 7643100 6,830+0,002 50,3+0,2

O gréafico de Pareto dos efeitos é usado para comparar a magnitude
relativa e a significancia estatistica dos efeitos principais, e suas interacdes.
Qualquer efeito que se estende além desta linha de referéncia é significativo, como
ja descrito anteriormente. Na Fig. 3.9 encontra-se o grafico de Pareto para os
efeitos, resultante do DOE II, que nos mostra a significancia de cada fator (distancia,
voltagem e concentracédo) na resposta obtida para nota da membrana. Verificamos
que o fator de maior relevancia, e o unico significante, correspondeu a interagédo
entre voltagem aplicada na solucéo e concentracdo de SA/PEOQ, cujo valor de Efeito
foi maior que 3,529 (linha de referéncia).

A Fig. 3.10 representa o grafico de interacdo dos efeitos principais para o
aspecto da membrana. O grafico de interagdes é utilizado para visualizar o efeito da

interacdo de dois fatores, sobre a resposta, e comparar a importancia relativa dos
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efeitos. Como ja comentado anteriormente, a indicacdo é dada pela inclinagcao das
duas linhas em cada quadrante. Se as linhas sado paralelas entre si, ndo ha
interagdo, o cruzamento entre as linhas significa algum tipo de interagdo. Quanto
maior a inclinacao da linha, mais forte sera o efeito.

Figura 3.8. Imagem MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada de
SA/PEO nas condigbes definidas DOE Il sendo (a) C1=3%SA/PEO, 15kV, 15cm; (b)
C2=3%SA/PEOQO, 15kV, 20cm; (c) C3=3%SA/PEO, 20kV, 20cm; (d) C4=3%SA/PEO, 20kV,
15cm; (e) Cb5=4%SA/PEO, 15kV, 20cm; (f) C6=4%SA/PEO, 20kV, 20cm; (g)
C7=4%SA/PEQ, 15kV, 15cm; e (h) C8=4%SA/PEO, 20kV, 15cm.

Podemos observar que uma maior inclinagdo das curvas e um
cruzamento entre as linhas, podem ser verificados no quadrante da concentragéo e
voltagem, que sdo os fatores determinantes na nota da membrana e tem uma
influencia muito maior do que os demais fatores, como visto no gréafico de Pareto
(Fig. 3.9). Observa-se, porém, que quando a concentracdo aumenta, tem-se um

aumento na nota da membrana.
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E evidente, comparando-se as imagens da Figura 3.8, que ocorreu uma
melhora significativa do aspecto da membrana com reducdo no numero € no
tamanho das contas, quando se aumentou a concentracdo de SA/PEO e o campo
elétrico (através da diminuigdo da distancia e aumento da voltagem aplicada).
Assim, o melhor resultado obtido para o aspecto da membrana foi com a
concentracao de 4% SA/PEO (m/m) voltagem de 20 kV e distancia de 15 cm. Os
resultados obtidos mostram que foi possivel obter uma membrana com poucos
defeitos e com boa regularidade de didametro das nanofibras, como o desejado.

3,529
I

Fatores Nome

A Concentragdo (SA/PEO)
B Voltagem

C Distancia

AB

ABC 4

Fatores
e}

AC -

0 1 2 3 4
Efeito

Figura 3.9. Gréafico de Pareto dos efeitos para aspecto das membranas nanoestruturadas

obtidas de solugdes de SA/PEO em agua deionizada.

Os resultados do DOE Il nos sugerem que podemos ter melhores
resultados se utilizarmos concentracées maiores de SA/PEQO na solugdo, mantendo-
se a distancia entre coletor e agulha, e voltagem fixada em 15 cm. Porém, néo foi
possivel testar esta hipdtese, pois se aumentando a concentracdo de SA/PEO de 4
para 5%, a viscosidade da solugcdo fica muito alta, ndo sendo possivel sua

eletrofiacao.
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Figura 3.10. Grafico de interagdes para aspecto das membranas nanoestruturadas obtidas
de solucdes de SA/PEO em &gua deionizada.

3.1.2.2. Efeito Umidade Relativa

Durante a realizacdo do DOE Il verificou-se uma forte influéncia da
umidade relativa na eletrofiacdo das membranas de SA/PEO. As eletrofiacoes
realizadas inicialmente para os testes dos DOEs nao foram realizadas em ambiente
com umidade controlada; ao contrario, a Umidade Relativa do ambiente variava de
30 a 58%, dependendo do clima na regidao de Campinas. Durante a analise de MEV
de uma das rodadas do experimento, verificou-se que todas as amostras
eletrofiadas em um dia especifico ndo apresentavam formacgédo de nanofibras. Foi
verificado também que condi¢des de fiagcdo ja testadas anteriormente com formagéo
de fibras, ndo foram reprodutivas. Este efeito é caracteristico, segundo Ramakrishna
et al. (2005), de polimeros hidrofilicos, quando a umidade do ambiente é muito alta
ou a distancia entre a agulha e o coletor € muito pequena. Variando a distancia entre
a agulha e o coletor, temos uma influéncia direta no tempo entre a saida da solucao
da ponta da agulha e seu depdsito. Se o0 tempo de percurso da solugéo até o coletor
for grande, teremos uma secagem melhor da fibra; porem, se este for curto, a
mesma poderd nao secar e se depositar ainda umida, gerando a fusédo das fibras
entre si. A umidade alta causa efeito semelhante, pois dificulta a evaporagdo do

solvente (no caso a propria agua) durante este percurso. Assim, para uma mesma
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distancia agulha-coletor podemos ter a fusdo das fibras para umidades relativas
maiores.

O trabalho de Bonino et al. (2012) relata que a umidade relativa do ar é
uma variavel que tem efeitos significativos sobre eletrofiacdo. A umidade tem sido
associada a criagao/supressao de defeitos na forma de contas, bem como a
formacgao de superficies porosas em fibras. No caso de polimeros soluveis em agua,
a reducdo da umidade ambiente aumenta a taxa de evaporacdo deste solvente,
fazendo com que o jato eletrofiado solidifiqgue a uma distancia mais préxima da fonte
(agulha). O jato solidificado ndo mantém o seu comportamento viscoelastico, nem a
sua capacidade de alongamento assim estdo sujeitas a instabilidades adicionais.
Portanto, as fibras sollUveis em agua que sao eletrofiadas em baixa umidade (< 20
%) podem ter didmetros maiores e menos defeitos de contas do que as eletrofiadas
em umidade relativa alta (> 40 %). Apesar das implicacbes sobre a morfologia da
fibra, poucos estudos de eletrofiagdo normalmente relatam o UR, muito menos as
condicoes experimentais de controle ambientais. Variagbes em ambientes de
laboratérios podem dificultar a reprodutibilidade dos resultados causados pelas
variacdes semana a semana, em diferentes partes do planeta.

Nas Figuras 3.11a e 3.11b pode-se verificar o efeito da umidade relativa
(UR) na eletrofiacao das solugdes de SA/PEO.
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Figura 3.11. Imagem MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada de
Alginato de sédio/Poli (6xido de etileno)(SA/PEO) 50:50 m/m utilizando-se como Agua como
solvente nas condi¢cdes de processamento de D = 15 cm, V = 20kV e R = 1mL/h com: (a)
UR<40%; (b) UR>50%.
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Apbs a observacao deste fato, iniciou-se um controle da UR durante o
processo de eletrofiacdo, colocando-se os equipamentos em uma capela fechada
junto com um desumidificador de ar, da marca Arsec mod 250 M3U, para controlar a
UR abaixo de 40% com base nos estudos de Bonino et al. (2012). Este valor de UR
foi estabelecido por testes comparativos realizados e dentro das limitacbes
apresentadas pelo tipo de controle de condicionamento ambiente utilizado. Todos os
testes do DOE apresentados foram realizados mantendo-se este controle. Seguiu-se
este procedimento para a preparacdo de todas as membranas realizadas por

eletrofiacao.

3.1.2.3. Efeito do tempo de preparo da solucao

Foram realizados testes para verificar se o tempo entre o preparo da
solugcdo e o momento da eletrofiacdo influenciava na qualidade da membrana obtida.
Em alguns polimeros naturais, o tempo entre o preparo da solugéo polimérica e sua
eletrofiacdo pode alterar as caracteristicas fisico-quimicas das mesmas, além da
possivel formagéo de fungos.

A eletrofiagdo de uma solugao de SA/PEO 50:50 em agua nas condicoes
de processamento de D = 15 cm, V = 20kV e R = 1mL/h foi realizada com uma
solugcédo recém-preparada e com solugdo preparada a 24 horas. As membranas
obtidas podem ser verificadas nas Figuras 3.12a e 3.12b.

Como pode ser observado na Figura 3.12, ndo houve perdas na
qualidade da membrana quando se utilizou solugdes preparadas 24 horas antes do
momento da eletrofiacdo. Dessa forma, definiu-se como padrdo a utilizagcdo de
solugbes de SA/PEO preparadas com no maximo 24 horas antes do processamento.
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Figura 3.12. Imagem MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada de
SA/PEO 50:50 m/m utilizando-se dgua como solvente nas condi¢cdes de processamento de
D =15cm, V =25kV e R = 1mL/h com: (a) fiacdo apds preparo; (b) fiagdo 24h apds preparo.

3.1.2.4. Anadlise da Influéncia da Adicao de um cossolvente

Quando avaliamos os resultados obtidos no DOE |Il, descritos
anteriormente, e a imagem da melhor membrana obtida, Figura 3.8h, verifica-se que
ha a possibilidade de melhora no aspecto da membrana e eliminagédo dos defeitos
(contas e irregularidades), que ainda persistem em pequena quantidade. Como as
condi¢cOes de processamento estavam limitadas (voltagem aplicada e concentragcéo
da solucao), ndo sendo possivel a exploragdo além dos limites estudados, a adigcao
de cossolventes organicos nestas solugdes foi estudada. O objetivo deste teste foi
melhorar a evaporagéo dos solventes e alterar as caracteristicas fisico-quimicas das
solugbes poliméricas, tentando explorar novos limites de processamento. Dois
cossolventes foram testados, ou seja, a acetona e o etanol, e os resultados obtidos

podem ser verificados no item seguinte.

(a) Adicao Acetona

Quando observamos as imagens das Figuras 3.13(a - c¢) podemos
observar que com a adi¢do de acetona a solugédo polimérica, nas mesmas condi¢coes

de processamento, obtiveram-se membranas com maior numero de defeitos.
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Figura 3.13. Imagem MEV, com aumento de 10.000 vezes, para membrana eletrofiada de
SA/PEO 50:50 m/m em solugao aquosa, nas condigdes de processamento de D = 10 cm, V
= 20kV e R = 1mL/h com adicdo de: (a) sem acetona; (b) 5% acetona; (c) 10% acetona.

Como se pode constatar na Tabela 3.6, os resultados obtidos na
caracterizacao destas solu¢cées com acetona mostraram um aumento significativo da
viscosidade, além de uma diminuicdo discreta da condutividade e da tensao
superficial.

Tabela 3.6. Resultados experimentais para andlise da solugdo de SA/PEO (50:50) em

acetona/agua.

. . . Tensao

Viscosidade Condutividade .
% SA/PEO % Acetona Superficial

(cP) (mS)

(mN/m)

0 3991150 3,197+0,001 54,00,1

5 579075 2,763+0,007 52,740,2

10 7063+100 2,497+0,001 52,00,1

Assim, pode-se atribuir o efeito observado, ao aumento da viscosidade
que dificultou o processamento. O campo elétrico, formado em fungdo da voltagem
aplicada e da distancia entre a agulha-coletor, ndo foi alto o suficiente para permitir o
fluxo da solugcdo para a formacdo de fibras uniformes. Além do aumento da
viscosidade, verifica-se a reducdo na condutividade da solugdo que dificulta a
formacdo das nanofibras devido a reducdo no numero de cargas disponiveis na
solucdo. A tensdo superficial diminuiu com a adicdo da acetona, 0 que deveria
facilitar a formacdo das nanofibras, porém, neste caso nao foi suficiente para

compensar o efeito dos outros dois parametros.
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(b) Adicao Etanol

Diferente dos resultados obtidos com a adicdo de acetona como
cossolvente, quando foi adicionado etanol na solucao aquosa de SA/PEO houve
uma melhora significativa no aspecto das nanofibras obtidas. Diferente dos
resultados obtidos com a adicdo de acetona como cossolvente, quando foi
adicionado etanol na solu¢cdo aquosa de SA/PEO houve uma melhora significativa
no aspecto das nanofibras obtidas. Nas Figuras 3.14a e 3.14b nota-se o grande
efeito da adicdo de 5% de etanol a solucao polimérica, quando as membranas sao
obtidas nas mesmas condi¢gbes de processamento.

Na Tabela 3.7 verificam-se os resultados obtidos na caracterizacao das
solugbes poliméricas, com adicdo de etanol. Observa-se um aumento discreto da

viscosidade e diminuigdo mais significativa na condutividade e na tens&o superficial.

ENT (M)=28.98 kV LRAC/FEQ/UNICAWP
1 Probe- 168 pA 22-Jan-2013

| dum ENT (M)-28.68 kv LRAC/FEQ/UNICAMP
| Mag- 18.80 K X 1 Probe- 188 pA 22-Jan-2013

Figura 3.14. Imagem de MEV, com aumento de 10.000 vezes, para membrana eletrofiada
de Alginato de sodio/Poli (6xido de etileno) (SA/PEO) 50:50 m/m em solugdo aquosa nas
condi¢des de processamento de D = 15 cm, V = 15kV e R = 1mL/h com adi¢éo: (a) sem
etanol; (b) 5% etanol.

Tabela 3.7. Resultados experimentais para andlise da solugcdo de SA/PEO (50:50) com

etanol.
% SA/PEO % Etanol Viscosidade Condutividade Tensao
(cP) (mS) Superficial
(mN/m)
0 3991450 3,197+0,001 54,0+0,1
5 5864160 2,470+0,001 52,7+0,6
7 5828160 2,457+0,001 51,0£0,3
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Em comparacdo com os resultados obtidos com a adicdo da acetona,
Tabela 3.6, o efeito nos parametros fisico-quimicos das solucdes, sdao semelhantes
com a adigao do etanol. Verifica-se um aumento da viscosidade, uma redugdo da
condutividade e da tensdo superficial.

Segundo a literatura os alginatos tém suas propriedades afetadas tanto
por fatores fisicos como quimicos. A quantidade de alginato dissolvido em agua é
limitada pela natureza fisica das solucdes, mais do que pela solubilidade do
composto em si (LEE et al., 2012). Aumentando-se a concentracdo do alginato, a
solucdo passa do estado de liquido viscoso a uma pasta espessa, ponto no qual se
torna muito dificil dispersar as moléculas restantes. A solubilizacao deste produto em
agua é dificil, se realizada na presengca de compostos que competem com as
moléculas de alginato pela agua necessaria para sua hidratagdo. Assim, a presenca
de acglcares, amido ou proteinas na agua reduz a propor¢cdao de hidratacao,
requerendo maior tempo de mistura. Esse efeito também é observado quando
utilizamos etanol ou outros solventes organicos, como a acetona, misturados & agua
pois estes também competem com as moléculas de alginato reduzindo a quantidade
de agua disponivel para sua hidratacdo (CATARINA REIS, 2007). O alginato
também é precipitado com o etanol em processos produtivos e de purificagao,
resultando em sais de alginato (GOMEZ et al., 2009). Segundo Shipa et al. (2003)
concentracbes elevadas de eletrdlitos na solucdo causam um aumento na
viscosidade até que a precipitagdo de sais de alginato ocorra.

Isso explica o aumento de viscosidade da solugdo observado quando
adicionamos os cossolventes testados, etanol e acetona.

A melhoria na qualidade das fibras formadas, com a redugéo dos defeitos
nos resultados obtidos com a adi¢cdo de etanol, explica-se pela constante dielétrica
do sistema de solvente utilizado. Segundo a literatura (RAMAKHRISNA et al., 2005)
quando maior a constante dielétrica do solvente em uma solugdo polimérica para
eletrofiacdo, menor a formagédo de contas, devido a melhora na solubilidade do
polimero no solvente. Observa-se também um aumento da instabilidade do jato
aumentando a area de deposicao da fibra reduzindo o didmetro das nanofibras. Para
os sistemas de solventes utilizados, temos como valores de constante dielétrica € =

75,8 para o sistema 95% agua / 5% etanol e valor de € = 75,6 para o sistema 95%
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agua / 5% acetona (VOLT et al., 2013). Dessa forma este pequeno aumento
observado na constante dielétrica do sistema de solvente foi suficiente para
melhorar aspecto da membrana reduzindo os defeitos em forma de contas.

A melhoria na qualidade das fibras formadas quando se adicionou etanol
pode também ser atribuida a acetona apresentar um ponto de ebulicdo menor que o
etanol. Dessa forma apresenta um processo de secagem da fibra entre a agulha e o
coletor mais rapido do que quando utilizado o etanol, j& que é mais volatil o que
pode ter contribuido negativamente para a formacao das fibras. Os valores obtidos
nos parametros de solucao com a adicao de 5% de etanol mostraram-se ideais para
obtencao de nanofibras com menor indice de defeitos como contas e irregularidades
de didmetro.

3.1.2.,5. Aumento da quantidade de Alginato na solucao
polimérica

Com base nos resultados obtidos com a adicdo de etanol como
cossolvente na solugéo polimérica de SA/PEOQ, decidiu-se estudar a possibilidade de
aumentar a quantidade de SA na proporg¢ao de polimeros.

O aumento desta proporgcao é desejado, pois garante membranas com
melhores propriedades mucoadesivas e com maior resisténcia a solubilizacdo em
agua, ja que é possivel a reticulacao do alginato, ao contrario do PEO que sera
lixiviado. Além da proporcao de 50:50 SA/PEOQ, proporgdes de 60:40, 70:30, 80:20,
90:10 e 100:0, com adicbes de 5 e 7% de etanol foram testadas. As imagens
comparativas dos testes realizados aparecem nas Figuras 3.15 a 3.19; e, na Tabela

3.8, os resultados da caracterizag&do das solugdes.

Figura 3.15. Imagem de MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada de
Alginato de sédio/Poli (6xido de etileno) (SA/PEO) 50:50 m/m utilizando-se como Agua como
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solvente nas condi¢cdes de processamento de D = 15 cm, V = 20kV e R = 1mL/h com: (a)
sem etanol; (b) 5% etanol; (c) 7% etanol.

EHT (M)=20.60 KV um:lrmnmmrl I 2 EHT (H)-29.60 kv LRAC/FEQ/UNICAMP
13

g~
1 Probe= 100 pA 8-Apr-20) Mag- 500 K X 1 Probo- 168 pa 15-Fab-2613

_Mag= 5.8 K X

Figura 3.16. Imagem de MEV, com aumento de 5000 vezes, para membrana eletrofiada de
Alginato de sédio/Poli (6xido de etileno) (SA/PEO) 60:40 m/m utilizando-se como Agua como
solvente nas condi¢des de processamento de D = 15 cm, V = 20kV e R = 1mL/h com: (a)
sem etanol; (b) 5% etanol.

B

80 kv g LRAC/FEQ/UNICANP - EHT (M)-28.00 kv LRAC/FEQ /UNICANP
e sprms | Prodo- 108 ph 15-Fob-2013

Figura 3.17. Imagem de MEV, com aumento de 5000 vezes, para membrana eletrofiada de
Alginato de sddio/Poli (6xido de etileno)(SA/PEO) 70:30 m/m utilizando-se como Agua como
solvente nas condi¢des de processamento de D = 15 cm, V = 25kV e R = 1mL/h com: (a)
sem etanol; (b) 5% etanol; (b) 7% etanol.

1 EHT (N)=20.08 KV LRAC/FEQ/UNICANP| | 240 —— EHT (M)-26.680 KU = LRAC/FEQ /UNICANP
Mag= 10,89 K X 1 Probe= 100 ph == B-Agll-zﬂi'i_l Hag= 18,60 K X I Probe- 100 pa 4-Mar-2013 |

Figura 3.18. Imagem de MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada de
Alginato de sédio/Poli (6xido de etileno)(SA/PEO) 80:20 m/m utilizando-se como Agua como
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solvente nas condi¢cdes de processamento de D = 15 cm, V = 25kV e R = 1mL/h com: (a)

sem etanol; (b) 7% etanol.

- — - .
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Figura 3.19. Imagem de MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada de

Alginato de sddio/Poli (6xido de etileno)(SA/PEO) 90:10 m/m utilizando-se como Agua como

solvente nas condi¢des de processamento de D = 15 cm, V = 25kV e R = 1mL/h com 7%

etanol.

Tabela 3.8. Resultados experimentais para andlise da solugao de SA/PEO com etanol.

Tensao
Proporcao Viscosidade Condutividade .
% SA/PEO % Etanol Superficial

(SA:PEO) (cP) (mS) (mN/m)

4 50:50 0 3991150 3,197+0,001 54,00,1
4 50:50 5 5864160 2,470+0,001 52,7+0,6
4 50:50 7 5828+60 2,457+0,001 51,0£0,3
4 60:40 0 5262160 3,803+0,001 53,3+0,2
4 60:40 5 7760100 3,29310,001 50,0+0,1
4 70:30 0 6450+75 4,500£0,001 54,0+0,3
4 70:30 5 7940100 4,133+0,001 50,740,2
4 70:30 7 8537100 3,443+0,001 50,8+0,1
4 80:20 0 6678+75 5,140£0,001 54,0+0,3
4 80:20 7 8980+100 4,100£0,001 50,3+0,2
4 90:10 0 6620175 5,757+0,002 51,340,2
4 90:10 7 8360+100 4,377+0,001 50,20,1

Em todas as proporcdes testadas foi possivel verificar que a adigdo de

etanol melhorou a qualidade da membrana de nanofibra eletrofiada. E interessante
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verificar que na proporgéo de 90:10 SA/PEO, ndo houve formagdo de membrana
sem a adicao de etanol, porém quando este foi acrescentado, ocorreu a formacao de
nanofibras mesmo que com muitas contas e irregularidades, Figura 3.19.

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que o etanol € um bom
cossolvente para eletrofiacdo de solugcdes de SA/PEO, auxiliando a formacao de
nanofibras com maior consisténcia, diminui a incidéncia de defeitos e melhora a
uniformidade no diametro das fibras.

Definiu-se como melhor membrana para continuidade dos testes a obtida
com solucao 4%SA/PEO na proporcao de 60:40 em solugdo aquosa com 5% etanol
eletrofiada com V=20kV, D=15 cm e R=1ml/h, Figura 3.16b.

3.1.2.6. Efeito 3D

As membranas de SA/PEO produzidas para a analise do DOE | e |l e para
os testes com cossolventes, descritos anteriormente, foram fiadas com
aproximadamente 1,5 a 2 ml de solucao; ou seja, no maximo 2 h de fiagao, devido a
vazao de solucao utilizada. Este procedimento € comum, visto que para analise por
MEV a espessura das membranas deve ser a menor possivel para evitar problemas
de foco da imagem.

Para continuidade dos estudos, ou seja, para reticulagdo das membranas
com CaCl; e testes de revestimento das membranas de acetato de celulose (CA), é
necessaria a producao de membranas eletrofiadas mais espessas. Para isso usou-
se aproximadamente 5 a 7 ml de solugdo e um tempo de duragdo do processo de
eletrofiacdo de 5 a 7 horas.

Quando se iniciou a eletrofiacdo das membranas reticuladas de SA/PEOQO,
observou-se a formagédo de uma estrutura 3D, com a formacéo de pequenos picos
de aproximadamente 2 mm no centro da membrana, que aumentavam com o
aumento do tempo de fiacdo chegando a até 1,5 cm apds 4 horas de fiagdo. Na
Figura 3.20 é possivel verificar o efeito observado nas membranas de SA apés 5
horas de fiacao.

Muitos autores buscam a formacao desta estrutura 3D em membranas de

nanofibras, que apresentam grandes vantagens quando a aplicagdo desejada é
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engenharia de tecidos. Como guia para auto-orientacado celular, para regeneracao
de nervos e reestruturacdo ossea, estudos demonstraram que o ‘scaffold’ 3D de
nanofibras podem melhorar a adesdo e espalhamento das células de forma
significativa, devido a nanotopografia superficial e a superficie interna aumentada da
estrutura (WANG et al., 2009; BADROSSAMAY et al., 2010; UTTAYARAT et al.,
2010; PARK et al. 2008; KIM et al., 2010; SHIM et al., 2010; CAl et al., 2012).

Figura 3.20. Imagem para membrana eletrofiada de SA/PEO 60:40 em solucdo 5% etanol
nas condi¢des de processamento de D = 15 cm, V = 20kV e R = 1mL/h apés 5 horas de
fiacdo com formagéao de estrutura 3D.

No caso deste trabalho, a formagdo deste tipo de estrutura ndo é
desejada, visto que a superficie da membrana se torna irregular e com grande
variacao de espessura. No nosso entendimento, isso pode prejudicar a cinética de
liberacdo da droga e dificultar a reprodutibilidade da acdo da mesma no organismo.
Entretanto, acredita-se que o efeito de mucoadesdo das membranas nao deve ser
prejudicado com esta estrutura 3D, ja que a mesma aumenta a area de contato com
a mucosa.

O trabalho de Bonino et al. (2012) explica a formagédo de estruturas 3D
em membranas eletrofiadas de misturas de SA/PEO. Ele demonstrou que essas
arquiteturas unicas crescem na superficie da placa plana do coletor, sem a
necessidade de qualquer modificacdo do aparelho de eletrofiacdo, e sdo auto-
suportadas quando o campo elétrico é removido. Este autor propds um mecanismo

para estas formacbes, baseado nas repulsdes fibra-fibra de cargas superficiais,
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sobre o alginato, carregadas negativamente. Ainda, segundo este mesmo autor,
estas formagdes em 3D podem ser observadas nas fibras produzidas com materiais
de elevada densidade de carga na superficie (isto é, um polieletrdlito), criando assim
forcas de repulsao entre fibras adjacentes.

O campo elétrico aplicado durante eletrofiacdo pode ter consequéncias
significativas sobre a distribuicdo dos componentes nas fibras formadas. A
circulacdo de uma espécie ibnica dentro de um campo elétrico de corrente continua
€ influenciada por uma série de forcas e uma macromolécula carregada
negativamente pode ser dirigida para a polaridade positiva da fonte do campo
elétrico. Durante a eletrofiacdo, as espécies carregadas negativamente podem ser
preferencialmente conduzidas para o cone de Taylor e para as superficies do jato
(SUN et al., 2008).

Acredita-se que a estrutura quimica do alginato, o qual contém grupos
carboxilicos que podem se dissociar em ions carregados negativamente, contribui
para as repulsbes de Coulomb entre fibras vizinhas. Como resultado, as fibras a
base de alginato sado repelidas por fibras vizinhas e criam a estrutura 3D na
membrana. No inicio da eletrofiacdo, quando as primeiras fibras sdo depositadas, as
cargas superficiais das fibras sdo neutralizadas pela placa coletora aterrada. A partir
do momento que a espessura da membrana aumenta, forma-se uma superficie
carregada, pois a placa coletora ndo consegue mais neutraliza-las. Dessa forma,
inicia-se o processo de repulsdo entre as cargas das fibras provocando a formacéo
dos picos.

Bonino et al. (2012) propdéem que a interacdo entre o campo elétrico
aplicado e a repulsdo entre espécies carregadas influenciam a dinamica de todo o
processo de eletrofiacdo, desde a agulha até a placa coletora. Quando a solugéo
polimérica passa através da agulha que estd ligada a fonte de tensao, espécies
carregadas negativamente sdo atraidas para o campo elétrico carregado
positivamente sobre as paredes da agulha, bem como as superficies exteriores do
cone de Taylor. Por sua vez, o alginato torna-se concentrado na superficie das
nanofibras resultantes, ao passo que PEO (neutro) permanece dentro do interior da
nanofibra. Nas Figuras 3.21a e 3.21b pode-se verificar esta teoria proposta por
Bonino et al. (2012).
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Figura 3.21. O mecanismo de formagao de estruturas 3D em nanofibras de SA/PEOQ: a)
Fibras contendo cadeias de alginato carregadas negativamente em suas superficies
exteriores; b) Durante eletrofiacdo o alginato é preferencialmente dirigido para a superficie
do cone de Taylor pela polaridade positiva da fonte do campo elétrico. PEO, um polimero
neutro, permanece predominantemente dentro do interior da fibra. (BONINO et al., 2012)

Além de condutividade ibnica da solugao, a umidade relativa do ar é outra
variavel que tem efeitos significativos sobre a eletrofiagdo, como ja citados
anteriormente. O controle da UR ambiente também pode ser usado para manipular a
formacdo de estruturas 3D em membranas eletrofiadas (BONINO et al.,, 2012).
Polieletrolitos que formam filmes podem ser hidratados pela agua, a partir de uma
atmosfera de ambiente umido, o que conduz a solvatacdo e uma maior mobilidade
dos ions (SUN et al., 2007). Assim, alterando a umidade do ambiente de
eletrofiacédo, alteramos a concentragdo de ions dissociados nas fibras, 0 que afeta
as repulsdes entre cargas nas mesmas e impulsiona a formagédo de estruturas 3D.
Umidades elevadas (> 40 %) faz com que o polieletrélito dissocie-se em grupos com
carga (R - COO -, Na +) , aumentando a sua densidade de carga. Como resultado,
as fibras podem ser reorientadas por repulsées de cargas, pelas fibras adjacentes
ou pelo campo elétrico, e podem levar a formacao de estrutura 3D.
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Bonino et al. (2012) verificaram que com umidade de aproximadamente
10 %, apenas uma pequena textura era visivel a olho nu, na superficie da esteira.
Com umidade na faixa de 20 %, estruturas 3D com aproximadamente 1 mm
didmetro ja podiam ser vistas ap6s 30 min de eletrofiacdo. Aumentando a umidade
relativa eles verificaram que quanto maior a umidade maior a estrutura 3D formada.
Com umidades relativas na faixa de 60 % a estrutura 3D ndo se formou apo6s 40
minutos de eletrofiacdo. A membrana formada apresentava fibras fortemente
compactadas, porém a imagem de MEV mostra um grande nimero de contas.

Como ja foi demonstrado no item 3.1.2.2. no nosso experimento nao
podemos trabalhar com umidades acima de 40%, uma vez que as fibras se fundem
antes de serem depositadas no coletor.

No ambiente disponivel em nosso laboratério, ndo conseguimos alcancar
umidades relativas abaixo de 28%, em funcédo das condicdes climaticas da regido de
Campinas. Dessa forma a condicao sugerida no trabalho citado nao foi possivel ser
testada. Verificou-se, porém, em testes realizados com umidades na faixa de 28%
em nossos experimentos, que a formacéo de estruturas 3D néo foi eliminada nem
reduzida.

Para este mesmo efeito 3D observado, Ramakrishna et al. (2005)
descrevem que, quando se utilizam coletores isolantes, pode-se obter acumulo de
cargas de mesmo polo responsaveis pela formagdo 3D na estrutura da membrana,
devido a forgas repulsivas entre as nanofibras. Eles comentam também que quando
se utilizam coletores condutores, como os utilizados neste trabalho, a partir do
momento que o depdsito de fibras no coletor aumenta e a espessura da membrana
se torna alta, um alto acumulo de cargas residuais ocorre na membrana,
aumentando o isolamento do condutor e ocasionando a mesma estrutura
tridimensional observada em coletores isolantes.

Quando Ramakrishna et al. (2005) utilizaram coletores porosos como
grades, as membranas apresentaram-se pouco densas, ou menos empacotadas,
que em superficies lisas. Segundo eles, tal fato pode ser atribuido a taxa de difuséo
do solvente e velocidade de evaporacédo do solvente residual na membrana. Neste
tipo de coletor, a evaporacao € mais rapida nas partes porosas e mais lenta na parte
lisa onde as fibras estdo mais compactas e, portanto, dificultam a saida do solvente.
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Ramakrishna et al. (2005) notaram a formacao de uma estrutura de colmeia neste
tipo de coletor, onde a densidade de empacotamento das fibras € menor nas regides
porosas e maior nas regioes lisas.

Liu et al. (2002) cita que membranas formadas em agua se apresentaram
mais densas, quando comparadas com as membranas obtidas em coletores
porosos. Esses pesquisadores ainda comentam que nas areas lisas dos coletores
porosos, o acumulo de solvente auxilia a compactagdo das fibras, durante o
processo mais lento de evaporacao. Surgem disso a diferenca de densidade do
material e as estruturas colmeia.

Acredita-se que esta seja a explicacdo para o efeito tridimensional
observado nas nossas membranas. Nos picos formados, as areas sao menos
densas e apresenta um acumulo menor de fibras, tal como no algodao doce, com
um fundo compacto (formacéao inicial homogénea da membrana). Supomos entao
que uma repulsdo entre as fibras ocorra nestas regides, devido a um aumento da
densidade de cargas na membrana neste ponto especifico. Provavelmente este é
ocasionado por um acumulo inicial maior de nanofibras neste ponto que na
membrana como um todo. Normalmente observa-se a formacao desta estrutura no
centro do coletor rotativo na diregdo da ponta da agulha. Apos o inicio da formacao
de pequenos acumulos de fibras, a probabilidade de deposi¢édo das fibras diminui,
por repulsdo de cargas, aumentando a porosidade da estrutura nesta regiao, o que
facilita a evaporagdo do solvente reduzindo a densidade de empacotamento. Nas
regides da membrana onde se observa mais compactagéo, a velocidade de difusdo
e evaporacado do solvente é mais lenta, permitindo uma dissipagdo melhor das
cargas e um empacotamento melhor como citado por Liu et al. (2002).

Dessa forma os picos seriam inicialmente formados por repulsdo de
cargas em pontos especificos onde o acumulo de fibras foi maior durante o inicio da
eletrofiagdo. Quando o processo de repulsdo de cargas inicia-se e a estrutura
porosa € formada, ela aumenta a difusdo e a velocidade de evaporag¢ao do solvente
gerando estruturas menos compactadas, com a formacao dos picos menos densos.
Os vales seriam as regides onde ocorre uma evaporacdo mais lenta do solvente,
nestes pontos tem-se uma dissipacdo melhor das cargas elétricas, favorecendo a
compactagéo das fibras tornando a membrana mais densa nesta regiéo.
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Muitos outros autores estudaram este efeito 3D em eletrofiacdo de outras
solugdes poliméricas com o objetivo de controlar e aumentar a formacao deste efeito
(LI et al., 2004; WANG et al., 2010; ZHANG et al., 2008; BLAKENEY et al., 2011;
WRIGHT et al., 2011; KIM et al., 2008; PHAM et al., 2006; GENTSCH et al., 2010).
Com o objetivo de entender este tipo de formacdo nas membranas de SA/PEO
desenvolvidas em nosso grupo, e reduzir ou eliminar estas estruturas, foram
realizados varios testes baseados nestes estudos publicados na literatura cientifica,
porém nenhum deles apresentou resultados positivos para eliminacdo do efeito
observado. Entre eles podemos citar:

e Utilizacao de Placas Paralelas

e Ajuste do cone de Taylor

e Teste para direcionamento da fiacao

e Teste usando isolante como coletor

e Adicao de nanocristais de celulose (também usado para reforgo)

Através do projeto FAPESP de Auxilio a Pesquisa, N°? 2013/04877-4, foi
possivel a aquisicdo de um coletor rotativo, marca INSTOR, com velocidade
controlada na faixa de 1600 a 5000 rpm. Foram realizados testes com este coletor
para verificar se a tragdo proporcionada na nanofibra, pela rotacdao do coletor,
melhoraria a compacta¢do da membrana eliminando o efeito 3D.

A solucdo de 4%SA/PEO 60:40, com 5% de etanol, foi eletrofiada
utilizando como condicbes de processo: voltagem(V)=25 kV, distancia agulha-
coletor(D)=15cm e vazao(R)=1 ml/h, variando-se a velocidade de rotacao do coletor.
Na Figura 3.22 tem-se as imagens de MEV das membranas obtidas, onde as setas
amarelas indicam a direcdo de alinhamento das nanofibras.

Observando as imagens da Figura 3.22, verifica-se que a 1600 rpm e
2500 rpm obtemos alinhamento parcial das nanofibras. Quando a velocidade de
rotacdo foi aumentada para 3500 rpm, pode se observar que o alinhamento das
fibras ocorreu e foi bem efetivo, com poucas fibras perpendiculares a direcao do
alinhamento. Quando se aumentou a velocidade para 4500 rpm, pouca diferenca

pode ser observada comparando-se com 3500 rpm.
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Figura 3.22. Imagens de MEV, com aumento de 5000 vezes, para membrana eletrofiada a
partir da solugdo de 4%SA/PEO 60:40 com 5% etanol, nas condigbes de processamento
com D =15cm, V = 20kV e R = 1mL/h e velocidades de rotagdo de (a)1600 rpm, (b) 2500
rpm, (c) 3500 rpm e (d) 4500 rpm.

Com base nesses resultados, definiu-se a velocidade de 2500 rpm para
continuidade dos testes. Trabalhos da literatura demonstram que um grande
alinhamento das nanofibras aumenta sua resisténcia a tracdo na diregcdo do
alinhamento, porém reduz sua resisténcia na direcdo perpendicular
(RAMAKRISHNA et al., 2005). No caso das membranas que estamos trabalhando,
precisamos manter sua resisténcia nos dois sentidos, ja que ela sera utilizada com
um ou como um "patch" para liberacdo de farmaco. Na membrana obtida com
velocidade de rotacdo de 2500 rpm, observou-se uma morfologia hibrida com
nanofibras alinhadas e também desordenadas, que mantém a estrutura da

membrana resistente nos dois sentidos.
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Prosseguindo as pesquisas, preparou-se uma membrana eletrofiando a
solucédo de 4%SA/PEO 60:40 com 5% de etanol, nas condicbes descritas acima,
com velocidade de 2500 rpm e por 4 horas de fiagdo. Na Figura 3.23 verifica-se a
membrana obtida e pode-se observar a auséncia completa dos picos caracteristicos
do efeito 3D.

Figura 3.23. Imagens para membrana eletrofiada de SA/PEO 60:40 em solugao 5% etanol
nas condi¢cdes de processamento de D = 15 cm, V = 20kV e R = 1mL/h e velocidade de
rotacéo de 2500 rpm, apds 4 horas fiagao (Dimensdes: 20x12 cm).

A membrana obtida apresentou-se completamente homogénea, bem
compactada e livre de defeitos macroscopicos. A tracdo exercida pelo coletor
rotativo foi suficiente para a melhor compactacdo das membranas, o que
provavelmente superou o efeito de repulsdo das cargas pela tragdo mecanica
exercida nas nanofibras.

Ap6s todos os testes realizados, a melhor solu¢cdo encontrada para
eliminagéo do efeito 3D foi o leve alinhamento das nanofibras.

Em todos os testes posteriores com as membranas de SA/PEO, serédo
utlizadas apenas membranas obtidas nas condi¢gdes de processamento: D = 15 cm,
V =20kV , R = 1mL/h, e velocidade de rotagdo de 2500 rpm, evitando o efeito 3D e
melhorando a compactagdo das membranas.
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3.1.3. Testes de reticulacao

A reticulacdo das membranas de alginato se fez necesséria devido a
solubilidade deste polimero em meio aquoso. E necessario que as membranas
permane¢cam sem dissolver na mucosa oral, por determinado tempo, para garantir a
liberagéo lenta do farmaco.

Para obter a melhor condi¢cao de reticulacdo de membranas de alginato,
foram realizados testes com diferentes condicbes de atomizacdo destas, com
solucdo de cloreto de calcio em etanol, seguindo procedimento descrito no item
2.2.3. Para otimizar as condigdes de reticulagdo das membranas de SA/PEO, fez-se
um planejamento fatorial 2° (3 fatores em 2 niveis), utilizando-se o DOE (Design of
Experiments) para a avaliagdo dos mdltiplos fatores a serem contemplados neste
tipo de trabalho. Como resposta, escolheu-se a perda de massa e a razado de
intumescimento, os quais foram realizados segundo itens 2.2.8.4 e 2.2.8.5. Tais
fatores, variados em dois niveis (alto e baixo) como indicado na Tabela 2.4, foram
escolhidos por serem indicadores do grau de reticulacdo do polimero. Utilizou-se o
software Minitab para analise estatistica dos dados.

Os testes de dissolugdo das membranas de alginato foram realizados
primeiramente em 4gua, e os valores de perda de massa e razao de intumescimento
foram medidos apds 5, 10 e 24 horas a 37°C, cujos resultados estdo apresentados
na Tabela 3.9.

Na Fig. 3.24 encontra-se o grafico de Pareto para os efeitos, que nos
mostra a significancia de cada fator (concentragdo calcio, pressdo e altura de
atomizacao), na resposta obtida para percentual de perda de massa da membrana,
em agua deionizada, a 37°C por 10 e 24 horas. O grafico de Pareto dos efeitos é
usado para comparar a magnitude relativa e a significancia estatistica dos efeitos
principais e suas interagdes. Os efeitos sdo graficados em ordem decrescente do
valor absoluto; e uma linha de referéncia é definida, utilizando um valor de a=0,05.
Isto é a probabilidade de se fazer um erro tipo | (quando se conclui que existe uma
diferenca que n&o ha) e é referida como o nivel de significancia. Qualquer efeito que
se estende além desta linha de referéncia € significativo.
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Tabela 3.9. Resultados obtidos para reticulagao das membranas de Alginato/PEO.

Apds 5h no acondicionamento
N2 Teste 1 2 3 4 5 6 7 8
Perda de massa (%) -67+18 -100+1 -68+17 -1,3+0,3 -38+9 -7,3+0,1 -35+40 -10+1
Intumescimento (%) 00 040 649 1546 12414 31439 348 949

Apés 10h no acondicionamento

Ne Teste 1 2 3 4 5 6 7 8
Perda de massa (%) -100+1 -100+x1 -2+3 -5,2+0,2 -5,6+0,4 -7,3+0,4 -7,9%0,6 -10%1
Intumescimento (%)  0+0 0+0 4219 8+1 15425 21+10 8+12 2343

Apé6s 24h no acondicionamento

N Teste 1 2 3 4 5 6 7 8
Perda de massa (%) -100x0 1000 -2,1+0,1 -4+2  -58+0,7 -6+1 -6,8+0,6 -5,9+0,3
Intumescimento (%) 00 00 2219 1215 415 303 1519 918

Verificamos que, os fatores de maior relevancia para os dois tempos de
dissolucdo, correspondeu a concentragdo de calcio na solugdo, a altura de
atomizacgao e a interacao entre eles, cujo valor de Efeito foi maior que 4,18 (linha de
referéncia) para dissolucao por 10 h, e 2,63 para 24 horas. Para os resultados com
5h de dissolucdo, e para resultados de Intumescimento em todos os tempos de
dissolugao, nenhum fator mostrou-se significativo no grafico de Pareto. Dessa forma,
nao obtivemos qualquer informacao da interacdo entre estes fatores e as variaveis
dentro dos niveis utilizados nos testes do DOE.

A Fig. 3.25 representa o gréfico de interacao dos efeitos principais para
percentual de perda de massa da membrana, em agua deionizada a 37°C, por 10
horas e 24 horas. O grafico de interagbes € utilizado para visualizar o efeito da
interacdo de dois fatores, sobre a resposta, e comparar a importancia relativa dos
efeitos, sendo que a indicacdo € dada pela inclinacdo das duas linhas em cada
quadrante. Se as linhas sdo paralelas entre si, ndo ha interagdo, o cruzamento entre
as linhas significa algum tipo de interagdo. Quanto maior a inclinagcao da linha, mais
forte seréa o efeito.
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Figura 3.24. Grafico de Pareto dos efeitos para perda de massa das membranas
nanoestruturadas, obtidas de solugdes de SA/PEO (60:40) em &gua deionizada a 37°C por:

(@) 10 horas e (b) 24 horas.

Podemos observar que uma maior inclinagdo das curvas e um

cruzamento entre as linhas podem ser verificados no quadrante da altura e

concentragao, que séo os fatores determinantes no percentual de perda de massa e

tem uma influencia muito maior do que os demais fatores, como visto no grafico de
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Pareto (Fig. 3.24). Observa-se, porém, que quando a concentracdo aumenta junto

com o0 aumento da altura, tem-se uma diminuicdo na perda de massa da membrana.
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Figura 3.25. Grafico de interagbes para perda de massa das membranas nanoestruturadas
obtidas de solu¢des de SA/PEO (60:40) em agua deionizada a 37°C por (a) 10 horas e (b)
24 horas.
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O gréfico de cubo é usado para mostrar a relagdo entre fatores e uma
resposta. Podemos verificar nos vértices do cubo as respostas, (% perda de massa)
para a combinacdo dos fatores (concentracdo de calcio, altura de atomizacéo,
pressdo de atomizacao) representados nas arestas que compdem cada vértice.
Assim, seguindo as arestas que nos levam aos fatores que compdéem o vértice,
podemos encontrar as condicdes que geraram esta resposta. Avaliando-se a Figura
3.26, verifica-se o ponto 6timo obtido dentro da rodada de experimentos,
correspondendo a uma porcentagem de perda de massa de 2,53% para 10h, e de
2,14% para 24 horas. Ambos os pontos de menor perda de massa correspondem a
mesma condicdo de reticulacdo, sendo o teste 3 da Tabela 2.4. Isto indicou uma
boa consisténcia nos resultados dos testes do DOE, e demonstram que a reticulagao
por atomizacdo das membranas de SA/PEQO é possivel e apresentam resultados
positivos. Considerando que as membranas testadas sao compostas de alginato,
PEO e cloreto de caélcio, e que apenas o alginato foi reticulado, as massas perdidas
sao referentes também a perda dos outros componentes e nao somente do alginato
nao reticulado. Levando em conta que s6 o PEO corresponde a 40% da massa total
da membrana, os resultados obtidos em quase todos os testes realizados sdo muito
representativos.

Com base nos resultados do DOE, somente baseado nas informacdes de
% de perda de massa, a melhor condicdo de reticulagdo € a que utiliza solu¢ao de
cloreto de calcio 10%, altura de atomizagdo de 8 cm e uma pressédo de atomizagéao
de 10 psi.

Para a aplicagdo proposta para as membranas mucoadesivas, uma
pequena perda de massa € essencial; porém, um baixo intumescimento também,
visto que ndo se deseja que o patch aumente de tamanho na cavidade oral do
paciente, o que causaria desconforto. Dessa forma, € preciso também avaliar os
resultados da razdo de intumescimento para definicdo final da melhor condi¢do de
reticulagdo. Avaliando os resultados da Tabela 3.9, para 24 h de dissolucao,
podemos verificar que tivemos 22% de intumescimento para a membrana, o que €

um resultado alto para a aplicagéo desejada.
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Figura 3.26. Grafico de Cubo para perda de massa das membranas nanoestruturadas
obtidas de solu¢bes de SA/PEO (60:40) em agua deionizada a 37°C por (a) 10 horas e (b)
24 horas.

Comparando este resultado com o teste 4, vemos que a perda de massa
foi de apenas 4%, ou apenas 1,86 % maior; porém, a razdo de intumescimento
apresentou-se 10% menor, muito significativa para a aplicagao final do material.
Dessa forma decidiu-se utilizar a condi¢do de reticulagédo do teste 4 do DOE, para
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continuidade dos trabalhos. Isso significa uma concentracédo da solugcéao de célcio de
10%, altura de atomizacdo de 8 cm e pressdo de atomizacao 15 psi. A escolha
destas condi¢cdes também esta alinhada aos resultados do DOE. Como visto pelo
grafico de interacao Figura 3.25a e 3.25b, para uma mesma condi¢do de altura de
atomizacao e de concentracéo de calcio, a variacao da pressao de atomizacao nao
altera os resultados de porcentagem de perda de massa.

Na Figura 3.27 podemos observar as imagens de MEV para a membrana
de SA/PEO reticulada na melhor condicao obtida, teste 4, antes e ap6s a reticulacéao
e apods 24 h de dissolugdo em agua a 37°C. Verifica-se a formagao de um filme de
CaCl; depositado sobre a superficie da membrana de nanofibras, Figura 3.27b.

U

87 e '’ §1

LRAC/FEQ/UNICAWP | 21 1P pa LRAC/FEQ
15-Fab-2013 Mag= 5.88 K X EHT (M)-26.08 kV _ UNICAMP

Zpm EHT (M)-28.88 kv
Mag- 5.68 K X 1 Probo- 1868 pA

4
EHT-28 .88 KV AMOSTRA_4 LRAC/FEQ
Hag- 5.88 K X I Probe= 168 pa Wp= 25 nn Detector= SE1 UNICAHP

Figura 3.27. Imagem de MEV, com aumento de 5000 vezes, para membrana eletrofiada de
SA/PEO 60:40 m/m em solugdo 5% etanol (a) antes reticulacdo, (b) apés atomizacdo com
solucéo saturada de CaCl, nas condi¢des do teste 4, (c) apds 24 horas em solu¢do aquosa.
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Na Figura 3.28 podemos verificar a membrana obtida no teste 6, ap6s a
reticulacdo e ap6s 5h de dissolucdo em agua a 37°C. Neste teste obtivemos uma
perda de massa de 7,34%, em apenas 5h de dissolucdo. Podemos observar na
imagem, apds as 5h, comparativa com a inicial, que as nanofibras estdo perdendo
sua estrutura e formando uma rede de fibras coladas entre si, em um grau maior do

que observamos na Figura 3.27c, para a condicao 4 ap6s 24h de dissolugao.
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Figura 3.28. Imagem de MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada de
SA/PEO 60:40 m/m em solugdo 5% etanol (a) apés atomizagdo com solucdo saturada de
CaCl; nas condigdes do teste 6, (c) apds 5 horas em solugéo aquosa.

Os mesmos testes do DOE realizados em agua, foram feitos em solugao
tampé&o fosfato 0,1 M pH7,4 e em solucdo de saliva artificial. Em todas as condi¢es
testadas, a % perda de massa foi total. Dessa forma uma reticulagdo complementar
€ necessaria para garantir a estrutura necessaria das membranas.

Segundo alguns autores, (BHATTARAI et al., 2007, PANDEY et al., 2005;
ANDERSEN et al., 2012) e citado na revisao bibliografica, a reticulagdo de
nanofibras a base de alginato com ions metalicos bivalentes, tais como Ca*, Ba," ou
Sry" |, é via interagdo eletrostatica de dois grupos carboxilicos em diferentes cadeias
de alginato, em que a molécula polimérica perde a sua liberdade de movimento com
a formacgéo de uma estrutura de rede. A estrutura de alginato reticulado é estavel em
agua na faixa de temperatura de 0-100 -C. Quando colocado em solugbes de
simulacdo de fluidos corporais, que contém ions salinos, a dissolucao do
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aglomerado de nanofibras ocorre, como resultado da permuta de ions presentes na
solucdo com ions de Ca** ligados a carboxilas das cadeias de alginato. Durante este
processo o alginato perde sua reticulagao, dissolvendo-se no meio.

Segundo trabalho de Bhattarai et al. (2006), num meio de cultura celular,
a perda de reticulacdo ibnica do alginato é menos problematica, porque a
concentracao de sal ibnico no meio de cultura de células in vitro € mantida em um
nivel mais baixo do que em tampdes SBF e PBS. No meio de cultura celular a troca
de ions é baixa, e a estrutura das nanofibras pode sobreviver um tempo maior,
segundo os autores.

Outra metodologia para reticulacdo de alginato citada na literatura.
(REDDY et al., 2010), é a utilizacao de éacido citrico. O acido citrico, um produto
metabdlico e ndo téxico ao organismo, pode reagir com os monémeros contendo
grupamentos hidroxila em condi¢cdes brandas, tendo-se mostrado util para
reticulagéo de celulose, amido, seda e alginato.

No trabalho de Reddy, N. & Yang, Y. Q. (2010) foi reportada a reticulacao
de amido, com adicdo de 5% de acido citrico na solucdo polimérica e posterior
aquecimento dos filmes formados a 165°C. Este processo aumentou a resisténcia a
tracao e a estabilidade térmica de peliculas de amido, e diminuiu a perda de massa
apos a dissolugdo em agua em 35%. Este método pode ser utilizado em outros
polissacarideos, com bons resultados.

Stone et al. (2013), utilizou esta metodologia para reticulagcdo de
membranas de nanofibras de Alginato/PVA. Foi adicionado também 5% de acido
citrico na solugdo polimérica, com base na massa total de polimeros. Apds a
eletrofiagdo, as membranas foram aquecidas a 140°C por 2 horas para completa
cura. Os resultados obtidos apresentaram uma membrana com maior estabilidade
térmica, menor dissolugdo em agua e em solucdo de simulagao de fluido corporal
(SBF).

Na nossa membrana, em particular, a cura por altas temperaturas néao
pode ser aplicada, pois isso poderia prejudicar a atividade do Metronidazol
incorporado. Conforme indicacées do fornecedor (Sigma) e da Farmacopéia
Briténica (2011), o farmaco metronidazol deve ser armazenado na faixa de 2 a 8°C,
e tem um ponto de fusédo na faixa de 159-161°C. Uma caracterizagdo termoanalitica
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de comprimidos contendo Metronidazol, feita por Rodrigues et al. (2008), mostrou
que as formulacbes apresentaram fusdo na faixa de 151-157°C, menor do que o
farmaco puro, mas préxima o suficiente para comprometer sua atividade. Assim,
existe a necessidade de optar-se por uma metodologia de reticulacao mais branda.

Com base na avaliacao bibliogréafica realizada, uma nova metodologia de
reticulacdo complementar foi testada, utilizando a complexacao de polieletrélitos em
temperatura ambiente. O alginato € um polianion e, como ja citado anteriormente,
pode se complexar com um polication, como a Quitosana. O complexo polieletrdlito
formado apresenta melhora no percentual de perda de massa, como desejado.
Dessa forma, como citado no item 2.2.4.3 foi realizada a atomizacdo de uma solucéao
de quitosana, com concentragdes variadas, nas membranas de SA/PEO, com e sem
reticulagao idbnica com CaCly,

Os resultados obtidos para % de perda de massa e % intumescimento no
pré-teste podem ser verificados nas Tabelas 3.10 e 3.11. Os pré-testes ndo foram
realizados em triplicata e apenas em solucdo tampao fosfato e solucdo de saliva
artificial. Estas se mostraram criticas nos testes iniciais, ap6s 4 e 10 horas de
incubacgao. A Figura 3.29 mostra as membranas obtidas em cada tipo de reticulagéo.
As que foram submetidas apenas a atomizacdo com quitosana apresentaram-se
transparentes, em relacdo as que foram atomizadas com CaCl, e Quitosana. Isso
mostra claramente que a reticulagao inicial com CaCl; ajuda a manter a estrutura da

membrana.

Figura 3.29 Imagem das membranas de SA/PEQO apdés reticulagdo por atomizagao com: (a)
Quitosana, (b) CaCl, e Quitosana.
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Tabela 3.10. Resultados obtidos nos testes de perda de massa e intumescimento das

amostras de SA/PEO reticuladas, apds 4 h de incubacado em solucao tampao Fosfato e em

solucao saliva artificial.

Solucao Tampao

Solucao Saliva

Grupo Amostra

%

% Perda de

%

% Perda de

Intumescimento massa Intumescimento massa
A SA1,5 26,7 83,3 682,8 69,0
A SA25 248,5 74,2 317,2 81,0
A SA3,5 3824 67,6 677,1 514
A SA4,5 70,2 94,7 344,6 76,8
B SACA1,5 358,1 69,5 764,4 53,8
B SACA2,5 439,0 41,5 1006,5 455
B SACA3,5 517,2 50,5 1261,7 33,9
B SACA4,5 821,8 41,8 815,1 47,9

SA= Alginato/Quitosana

SACA = Alginato/CaCly/Quitosana

Podemos notar que os melhores resultados foram obtidos com as

amostras do grupo B duplamente reticuladas por atomizacdo com CaCl, e com

Quitosana. Observou-se que neste grupo todas as amostras tiveram menores %

perda de massa. Nas imagens das Figuras 3.30 e 3.31, para 4 e 10 horas de

incubacgao, respectivamente, podemos observar as amostras em cada teste apds

secagem. Verificamos que as membranas com a dupla reticulagao (identificadas

com CA inicial nas imagens) apresentaram-se integras e planas em relacdo as

demais, e visualmente pode-se verificar a menor perda de massa. As amostras

apenas reticuladas com atomizacdo de Quitosana se enrolaram e perderam a

estrutura.
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Tabela 3.11. Resultados dos testes de perda de massa das amostras SA/PEOQ reticuladas,

apds 10 h de incubagao em solugao tampéao Fosfato e Saliva Artificial.

Solucoées
Tampao Saliva
Grupo Amostra % Perda de massa % Perda de massa
A SA15 58,8 65,5
A SA 25 84,0 70,4
A SA 35 81,0 73,8
A SA45 91,7 841
B SACA 1,5 77,3 53,8
B SACA 2,5 59,0 44.8
B SACA 3,5 51,5 33,9
B SACA 4,5 68,6 344

Nas Figuras 3.32 a e b e 3.33 a e b, podemos verificar a imagem de MEV

da membrana de SA/PEO, apos a reticulagdo por atomizacdo com Quitosana, e

apos a reticulagdo por atomizagdo com CaCl, e posterior atomizagdo com

Quitosana, respectivamente. Verifica-se que um filme bem fino foi formado, sobre a

membrana, e que a estrutura da nanofibra n&o foi danificada.
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Figura 3.30. Imagens das membranas de SA/PEO ap6s incubagéo por 4 h em: (a) solugao
tampao Fosfato e (b) solugdo saliva artificial, reticuladas por atomizagado com Quitosana (1)
e com CaCl; e Quitosana (2).

Como conclusédo, o pré-teste de reticulacdo realizado mostrou que as
membranas de SA/PEO com reticulagdo dupla, por atomizacdo de CaCl, e de
Quitosana, apresentaram melhores resultados. Com base nestas observacdes,
realizou-se um teste completo, em ftriplicata, somente com as amostras que
apresentaram melhores resultados. Apéds 4, 10 e 24 horas os resultados de perda
de massa e intumescimento foram avaliados, cujos resultados e desvios se
encontram na Tabela 3.12. Ressalta-se que alguns desvios sdo bem altos devido a
dificuldade de manipulacdo das membranas Umidas que sado muito sensiveis a

manipulagao.
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Figura 3.31. Imagens das membranas de SA/PEO ap6s incubacéo por 10 h em: (a) solugao
tampao Fosfato e (b) solugdo saliva artificial, reticuladas por atomizagao com Quitosana (1)
e com CaCl, e Quitosana(2).

EHT=28 .88 KV LRAC/FEQ 2pn EHT=261 68 KU

LRAC /FEQ
Hag= 288 K X 1 Probe= 186 pa = 25 nm 3 E UNTCAMP Mag= 18.98 K X 1 Proba= 168 phA

Wn= 25 mm Detector= SE1 UNICANP

Figura 3.32. Imagens de MEV das membranas de SA/PEO apés reticulacao por atomizagéo
com Quitosana: (a) nanofibras ndo danificadas e (b) filme fino sobre a membrana de
SA/PEO.
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EHT=20.89 kV LRAC/FEQ 2pm EHT=28.88 kU LRAC /FEQ
Hag= 18.98 K X 1 Proba= 188 phA Wn= 25 mm Datector= SE1 UNTCANP Mag= 5.88 K X 1 Probe= 188 pA Wp- 25 mm Detector= SE1 UNITCAMP

Figura 3.33. Imagens de MEV das membranas de SA/PEO apds reticulagdo com (a)
atomizagao de CacCl,, e (b) posterior atomizacdo de Quitosana.

Nota-se que o melhor valor obtido, para perda de massa em solugdo de
saliva, e a melhor simulagdo para a aplicagéo desejada, foram para atomizagdo com
a solugcao de Quitosana 3,5%. Os valores estdo abaixo de 41%, como desejado,
visto que temos um total de 40% de PEO na membrana, que é soluvel em agua e
né&o foi reticulado.

Na Figura 3.34 vemos a imagem de MEV da membrana de SA/PEO, apés
a 24 horas de incubagcdo em solugcado tampao saliva artificial. Verificamos, nesta
figura, uma membrana com reticulacdo dupla e as nanofibras que nao se
dissolveram neste periodo; isto €, permaneceram intactas no interior da membrana,
recobertas pela camada atomizada da soluc¢ao de 3,5% de quitosana.

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que a reticulacao das
membranas de nanofibras SA/PEO pelo método de atomizacao a seco foi bem-

sucedida e sera, portanto, utilizada nas membranas para continuidade dos testes.



134

Tabela 3.12. Resultados obtidos para testes de perda de massa e Intumescimento para
amostras de SA/PEO reticuladas, ap6s 4, 10 e 24h de incubacédo, em solucdo tampao

Fosfato e em solucao saliva artificial.

Solucado Tampao Solucéo Saliva
Concentracao
Tempo solucéao % % Perda de . % Perda de
Dissolucao Quitosana Intumescimento massa °_ massa
Intumescimento
(%)
4 15 933 £ 307 49 £ 15 1082 + 291 47 +9
4 25 838 £ 95 512 936 + 71 45 + 1
4 35 997 + 87 43t 4 881 + 230 41 x5
10 15 532 + 195 54 +1 537 £ 147 46 £ 2
10 25 890 + 158 43+6 519+ 170 45 1
10 35 714 £33 52 + 1 889 + 320 372
o4 15 840 38 53 + 1 935 + 248 433
o4 25 730 £ 183 54 + 1 671 £ 153 45+ 4
o4 35 717 + 38 47+ 6 866 + 10 35+2

EHT=2@ .86 kV LRAC /FEQ
Mag= 18.88 K X I Probe= 188 pa WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Figura 3.34. Imagem de MEV da membrana de SA/PEQO ap0és reticulagdo por atomizagcéao
com solucédo de CaCl, e solugcado de Quitosana 3,5%, apds incubacao por 24h em solucao

saliva artificial.
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3.1.4. Incorporacao do farmaco Metronidazol em membranas de
Alginato/PEO

Utilizou-se a membrana obtida com uma solugdo de 2%SA/2%PEO
(60:40) para a incorporacdao do farmaco metronidazol, utilizando as condi¢cdes de
processamento de V=25 kV, D=15 cm e R=1ml/h, com velocidade de rotacdo de
2500 rpm, a melhor obtida nos testes anteriores. A reticulagcao também foi realizada
utilizando-se a melhor condigdo obtida, como descrito nos itens 2.2.3. A imagem de
MEV desta membrana final obtida para continuidade dos testes pode ser observada
na Figura 3.35a. O didmetro médio das nanofibras obtidas foi de 132+47 nm como
verificada a distribuicdo dos diametros no histograma da Figura 3.35b.

Mean 132,44
12 StDev 47,23
N 50

4
24
oL [

50 100 150 200 250 300
Diametro das nanofibras (nm)

Frequencia

I Probe= 180 pA W= 25 mn Detector= SE1 UNICAHP

Figura 3.35. Membrana de nanofibras de SA/PEO eletrofiada nas condi¢cdes de processo de
V=25 kV, D=15 cm e R=1ml/h com adicdao de 10% de Metronidazol, sendo (a) imagem
obtida por MEV com aumento de 10.000 e (b) histograma para didmetro das nanofibras.

Esta membrana foi a escolhida para se realizar todos os testes de
liberacdo controlada, a qual resultou de estudos prévios para a determinacdo das
melhores condi¢des de obtencao das nanofibras.

3.2. Membranas de Quitosana/PEO
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3.2.1. Preparacao das membranas

As membranas de Quitosana (QUIT) /Poli (6xido de etileno) - (PEO) foram
produzidas inicialmente na proporcao de 50:50 de uma solucao 5% QUIT e 4% PEO.
Foram utilizados como parametros de processo os melhores resultados obtidos na
eletrofiacdo da solugdo de SA/PEO; isto €, V=20 kV, D= 15 cm e R=1ml/h. Estes
parametros foram escolhidos para serem testados na eletrofiacdo coaxial das
solucdes de QUIT/PEO e SA/PEO em conjunto, com a expectativa de se conseguir
fiar ambas as solugdes nas mesmas condi¢cdes de processo. Na Figura 3.36a pode-
se verificar a imagem de MEV para a membrana obtida nestas condicbes de
processamento. Observa-se que a membrana teve uma boa formagdo com
nanofibras com didmetro uniforme na faixa de 159+42nm e sem defeitos, como
formagao de contas.

Devido ao bom resultado obtido, resolveu-se aumentar as proporgdes de
quitosana na solucao, eletrofiando nas mesmas condi¢cées de processo, e verificar o
efeito sobre o aspecto da membrana. Foram testadas proporcdes de 60:40, 70:30,
80:20, 90:10 e 100:0. A proporcao 100:0 equivale a eletrofiagdo da solugao pura de
5%QUIT. Nas Figuras 3.36(a - e) verifica-se a imagem de MEV para as membranas
obtidas em cada uma destas proporgoes.

Quando foi utilizada a propor¢ao 100:0 da solugdo 5%QUIT/4%PEO, nao
foi possivel a obtencdo de fibras depositadas no coletor. Para todas as outras
proporcdes foi possivel a obtencdo de fibras. Nas proporgdes de 80:20 e 90:10 foi
necessario um aumento da voltagem aplicada de 20 para 25 kV para que ocorresse
a formacgao das nanofibras. Apenas na proporcao de 90:10 ocorreu o aparecimento
de defeitos na membrana, com a presencga de contas.

Na Tabela 3.13 verificam-se os resultados da caracterizagdo das solugdes
poliméricas testadas. Ocorreu uma diminuicdo da viscosidade da solucao e um
aumento da condutividade, com o aumento da proporcao de Quitosana na solugéo
polimérica.

Observando-se os resultados obtidos, observados na Figura 3.36 e na
Tabela 3.13, escolheu-se a membrana obtida com solucdo 5%QUIT/4%PEO na
propor¢cao 70:30 para continuidade dos testes de reticulagdo e para o recobrimento
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da membrana de acetato de celulose com farmaco metronidazol. Esta escolha foi
feita com base no aspecto da membrana obtida e nas condi¢cdes de processamento,
que sao iguais aos da membrana de SA/PEO.
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Figura 3.36. Imagens de MEV, com aumento de 10000 vezes, para membrana eletrofiada
de Quitosana/Poli (6xido de etileno) (QUIT/PEO) nas condi¢des de processamento de D =
15cm,V=20kVe R=1mL/hem (a), (b)e (c)eD=15cm,V =25kV e R = 1mL/h em (d) e
(e) nas seguintes proporcdes de QUIT/PEO m/m: (a) 50:50; (b) 60:40; (c) 70:30; (d) 80:20
(e) 90:10.

As membranas para testes de proporcdo QUIT/PEO foram eletrofiadas
por aproximadamente 1:30 h. Quando se iniciou os testes com aumento do tempo
de eletrofiagdo de 5 para 7 horas, semelhante ao ocorrido com a eletrofiagdo de
membranas de SA/PEQO, alguns problemas foram observados. As membranas nao
apresentavam um acumulo abundante de fibras no coletor, mesmo apds 5 horas de
fiacdo; ao contrario, elas apresentavam-se finas e frageis, ndo sendo possivel a sua
retirada do papel aluminio para testes posteriores. Mesmo para um tempo maior de
eletrofiagdo, as membranas ndo apresentaram um aumento da espessura. Também
se observou o0 aparecimento de gotas macroscépicas.

Como a viscosidade desta solugdo estava muito baixa, na faixa de 1223
cP, decidiu-se aumentar a quantidade de polimero na solugcdo, aumentando-se
assim a quantidade de cadeias poliméricas, faciltando o emaranhamento e

provavelmente obtendo-se uma membrana com melhor formacgéao.
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Tabela 3.13. Resultados experimentais para andlise da solugdo de QUIT/PEOQ.

Proporcao Viscosidade Condutividade Tensao Superficial
% QUIT % PEO

(QUIT:PEO) (cP) (mS) (mN/m)
5 4 50:50 1265413 3,317+0,001 52,340,6
5 4 60:40 1281+15 4,323+0,001 53,310,2
5 4 70:30 1223+15 4,377+0,001 52,7+0,2
5 4 80:20 1164+15 4,893+0,001 53,00,1
5 4 90:10 80619 5,357+0,002 51,7+0,4
5 4 100:0 61218 5,767+0,002 583,710,2
6 4,8 70:30 2406130 5,033+0,003 51,840,1
7 5,6 70:30 5173160 5,277+0,001 53,30,1

Mantendo-se a propor¢gdo de QUIT/PEO na solugdo polimérica,
aumentou-se a quantidade de quitosana para 6 e 7% na solugdo. Na Tabela 3.13
verifica-se que quando a quantidade de quitosana na solu¢do aumentou de 5 para
6%, houve aumento na viscosidade e na condutividade da solucdo. Quando se
aumentou a concentracdo de Quitosana para 7%, ocorreu um aumento na
viscosidade e um aumento na condutividade da solucdo. Com o aumento da
concentragdo de polimero na solugdo temos um maior nimero de cadeias
poliméricas disponiveis, o que facilita o processo de formagcdo de fibras pelo
emaranhamento das cadeias, quando a solucéo é tracionada em diregéo ao coletor.

A membrana obtida com a solugéo de 6%QUIT/4,8%PEO apresentou-se
mais espessa e com melhor aspecto que as demais. Quando se aumentou a
Quitosana para 7%, houve a formacdo da estrutura 3D, também observada na
membrana de SA/PEO, e a membrana resultante também se aparentou fragil e com
deposito de muitas gotas macroscépicas.

Com a utilizacdo da solucdo de 6%QUIT/4,8%PEO foi necessario um
aumento da voltagem aplicada de 20 para 25 kV, mantendo-se D=15 cm e R=1ml/h.
Para a solucéo de 7%QUIT/5,6%PEOQO, as condi¢cdes de processo utilizadas foram de
V=25 kV, D=15 cm e R=0,5ml/h.

Com base nestes resultados, escolheu-se a membrana obtida com
6%QUIT/4,8%PEO (70:30) e eletrofiada com V=25 kV, D=15 cm e R=1ml/h, para
continuidade dos testes
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Com base nos bons resultados obtidos com a membrana de SA/PEO em
coletor rotativo, resolveu-se utiliza-lo também na obtengcdo da membrana de
QUIT/PEO. Na figura 3.37 pode-se verificar a imagem da membrana obtida, nas
mesmas condicbes de processamento, porém com velocidade de rotacao de 2500

rpm.
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Figura 3.37. Imagens para membrana de 6%QUIT/4,8%PEO (70:30) eletrofiada com V=25

kV, D=15 cm e R=1ml/h e velocidade de rotagdo de 2500 rpm (a) aspecto (Dimensdes:
20x12 cm) e (b) MEV com aumento de 10000x.

Com o alinhamento das nanofibras de QUIT/PEO, conseguiu-se obter
uma espessura de membrana possivel de ser descolada do papel aluminio e de se
trabalhar com o material. As nanofibras se depositam preferencialmente em uma
faixa de aproximadamente 8 cm no cilindro coletor, e ndo em toda a extensao,
devido a formacao de um cone de Taylor de pequeno didmetro na saida da agulha.
Na imagem de MEV, figura 3.37b verifica-se que as nanofibras ficaram muito
alinhadas com a velocidade de 2500 rpm, e apenas poucas fibras estdo na direcéo

perpendicular a direcdo do alinhamento.

3.2.2. Testes de reticulacao

Para obter a melhor condicdo de reticulagdo da membrana de QUIT/PEQO,
foram realizados testes conforme descrito no item 2.2.4.3.
A reticulacao da quitosana com glutaraldeido ocorre através da formacao

de ligagbes imina (C=N), onde o nitrogénio se conecta a um grupamento alquila ou
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arila, mas a nenhum atomo de hidrogénio (H), numa reagdo conhecida como base
de Shiff, conforme mostra a Figura 3.38. Quanto menor o grau de acetilacdo da
quitosana mais favoravel a reticulagdo, porque os grupamentos amino livres no
carbono 2 da quitosana reagem com o0s grupamentos carbonila do glutaraldeido
(VONDRAN et al., 2008). O mecanismo preciso dareacdo e a estrutura dos
compostos quimicos formados nao foram estudados em detalhes. Normalmente, trés

estruturas distintas sdo sugeridas:

. Ocorre a formacdo de apenas uma base de Schiff, com um grupamento
aldeido do glutaraldeido, enquanto o outro grupamento aldeido fica livre e é
comumente usado para uma reacao subsequente;

. Ocorre reticulacdo com apenas uma molécula de glutaraldeido e duas
unidades de quitosana, resultando na formacdo de duas bases de Schiff,
envolvendo ambos os grupamentos aldeido.

. A reticulacdo ndo € formada com apenas uma molécula de glutaraldeido,
mas com oligbmeros resultantes da polimerizacao de
glutaraldeidos; consequentemente, o tamanho da reticulacdo entre cadeias sera
maior (Vondran et al., 2008).

H

H;
c N

N 2
C C C
H H, H

Figura 3.38. Resultado da reagao entre quitosana e o glutaraldeido formando ligagao imina
(C=N) conhecida como base de Schiff

As amostras reticuladas por 1, 5 e 10 horas, em vapor de glutaraldeido,
ficaram incubadas em agua destilada a 37°C por 10 e 24 horas. Na Tabela 3.14
encontram-se os valores obtidos para % Intumescimento e para % perda de massa,
das amostras reticuladas. Os sinais negativos indicam perda de massa e o0s
positivos indicam ganho de massa. Esse ganho de massa provém do aumento da
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umidade relativa do ar, quando a membrana foi pesada pela primeira e pela segunda
vez, apos a dissolugao parcial devido a hidrofilicidade do polimero.

Tabela 3.14. Dados obtidos na dissolugao da membrana de QUIT/PEO em agua a 37°C:

Incubacéo - 10h Incubacéo - 24h
Tempo de Intumescimento Perda de massa Intumescimento Perda de massa
reticulacao (h) % % % %
0 316112 -3,4+0,3 266+15 1,9+0,4
1 208, +16 1,6+0,8 400+21 -8,8+0,7
5 13348 1,7+0,2 166+10 0+0
10 12410 -9,4+0,9 17612 102

A perda de massa foi evidente quando conseguiu superar 0 aumento da
umidade relativa do ar. Tal perda é devido a presenca de PEO, componente
polimérico que nao é reticulado com vapor de glutaraldeido e que esta presente em
uma concentracao de 30% em massa na membrana.

Na Figura 3.39, podemos verificar as imagens obtidas por MEV, da
estrutura da membrana apos a dissolugdo parcial em solugdo aquosa por 10 e 24
horas, onde nota-se que a estrutura da nanofibra permaneceu intacta no caso da
membrana reticulada por 5h em vapor glutaraldeido.

Uma condigdo 6tima seria aquela em que a membrana nao perdesse
massa e que intumescesse pouco, pois o dispositivo de liberagdo na cavidade oral
ndo pode causar incomodo ao usuario, além de garantir a entrega de todo farmaco
contido nela, pelo tempo necessario. Sendo assim, com menor absor¢cédo de agua e
sem perda de massa, a condigdo que melhor satisfaz nossa busca é a obtida com
5h de reticulacdo, que atendeu o desejado tanto em 10 quanto em 24 h de
incubacgao.

Apés a escolha da melhor condicdo em agua, os testes foram realizados
em solucédo de saliva e solugdo tampao. Os resultados obtidos encontram-se nas
Tabelas 3.15 e 3.16.
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Figura 3.39. Microscopia eletrénica de varredura, aumento de 10000 vezes. Membranas de
quitosana eletrofiadas, apo6s dissolugao parcial em agua a 37°C (a) 10h - membrana nao
reticulada, (b)10 h - membrana reticulada por 5h em vapor de glutaraldeido, (a) 24h -
membrana nao reticulada (b)24 h membrana reticulada por 5h em vapor de glutaraldeido.

Tabela 3.15. Dados obtidos na dissolu¢do parcial por 10 horas da membrana de
QUIT/PEO em solucao tampao fosfato e em solugéo saliva artificial a 37°C:

Solucao Tampao Fosfato Solucao Saliva Artificial
Tempo de Intumescimento Perda de massa Intumescimento Perda de massa
reticulacao (h) % % % %
0 170,0 -5,45 157,43 0,68

5 265,68 9,46 262,37 -7,89
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Tabela 3.16. Dados obtidos na dissolucdo por 24 horas da membrana de QUIT/PEO em
solucédo tampao fosfato e em solucéo saliva artificial a 37°C:

Solucao Tampao Fosfato Solucéo Saliva Artificial
Tempo de Intumescimento Perda de massa Intumescimento Perda de massa
reticulacao (h) % % % %
0 9,08 -0,92 6,74 -6,07
5 206,67 21,67 240,0 -3,33

Novamente temos que 0s sinais negativos indicam perda de massa e os
sinais positivos indicam ganho de massa. O ganho de massa provém da agua
absorvida pela amostra (umidade do ar) e também pelo acumulo dos sais da solugéo
na membrana, apos secagem. A perda de massa foi evidente devido a dissolugao de
PEO na solugdo, uma vez que esse polimero ndo é reticulado no processo; porém
os valores sao bem significativos, visto que o percentual deste em massa na
membrana é de 30%. A membrana reticulada tem melhor poder de absor¢cao de
agua, pois € mais porosa devido a preservagao da estrutura da nanofibra, mantendo
os poros interfibras, além da grande area superficial. Sem reticulagao ocorre a perda
da estrutura porosa da nanofibra, reduzindo assim a area de absor¢do de agua,
como observamos na Figura 3.40.

; - = 3 = =
r‘mﬂ ! 1 EHT-20 .09 3. LAAC (FEQ
‘I_MS. ie.ee K X 1 Prota- 188 ph e 25 nn Dotector - SE1 UNICAHP

B, G
A A S S e\ (B |
LI NN S FANYANA S Cwnail
2n EHT -2 .08 W Solwcao_ 1.1 LRAC{FEQ

LH:;~ lR. ae K X 1 Prota- 188 ph - 25 nn Dotectors SE1 UNICAKP

Figura 3.40. Microscopia eletrénica de varredura, aumento de 10000 vezes. Membranas de
QUIT/PEO eletrofiadas ap6s 24 horas de dissolugao a 37°C (a) imersa em solugao tampao
(b) imersa em solugéo de saliva.



144

Na Figura 3.40 podemos verificar as microscopias das membranas de
QUIT/PEO, com 5h de reticulagdo em glutaraldeido e incubadas em solucdes
tampé&o e de saliva artificial, por 24 horas. Verifica-se que, em ambos 0s casos, a
estrutura da membrana se mantém integra, preservando sua estrutura.

Com base nos resultados obtidos com a reticulacdo das membranas de
QUIT/PEO, concluiu-se que as membranas podem ser utilizadas com e sem

reticulacao, dependendo da aplicacao e do tempo de dissolucédo desejado.

3.2.3. Efeito troca de lote da Quitosana Sigma

Durante os trabalhos foi necessaria a troca de lote da Quitosana da marca
Sigma utilizada. Os trabalhos iniciais foram realizados com um frasco de quitosana
de baixo peso molecular da Sigma, lote MKBG3334V (COD 448869). Quando houve
a necessidade da aquisicdo de um novo frasco do material, um novo lote foi
recebido da Sigma, lote SLBH1773V (COD 448869), com caracteristicas muito
diferente do lote anterior. Pelo laudo de analise do produto fornecido pelo
fornecedor, podemos verificar que apesar dos dois produtos estarem dentro da faixa
de viscosidade especificada ( 20 a 300 cps, solucdo a 1% com 1% acido acético) , o
primeiro lote tem valores proximos ao limite inferior (35 cps) e o segundo lote
proximo ao limite superior (235 cps). Essa mudancga na faixa de massa molar alterou
completamente as caracteristicas da solu¢do a ser eletrofiada, ndo sendo possivel
mais a obtencdo das membranas nos parametros de solugdo e processo definidos
anteriormente. Na Figura 3.41 temos o comparativo das imagens das membranas,
obtidas nas mesmas caracteristicas de solugdo e parametros de processo com 0s
dois lotes.

Devido a estas alteracdes, foi necessaria a retomada do desenvolvimento
das membranas de QUIT/PEO novamente, estabelecendo novas condicbes de
solucédo e de processo para obtermos novamente membranas aptas a continuidade
dos trabalhos.

Varias concentragdes de solucao foram testadas e suas caracteristicas
analisadas, para tentar-se obter os bons resultados da solugdo desenvolvida
anteriormente. Na Tabela 3.17 estdo os resultados de viscosidade, condutividade e
tenséo superficial de todas as solucdes testadas.



145

=

Figura 3.41. Imagens para membranas eletrofiadas de QUIT/PEO solugéao
6%QUIT/4,8%PEO, V=25 kV, D=15 cm e R=1ml/h, com velocidade de rotacdo de 2500 rpm
, sendo: (a) lote antigo MKBG3334V, (b) lote novo SLBH1773V e (c) lote novo SLBH1773V
apés alteracdo com solugéo 4,5%QUIT/3,6%PEO, V=25 kV, D=10 cm e R=1ml/h
(Dimensdes: 20x12 cm).

Comparando-se os resultados da Tabela 3.17, verificamos que a
viscosidade da solucao de 6%QUIT/4,8%PEO do lote antigo era de 4130cP, e com o
lote novo mudou para 15990 cP. Este grande aumento da viscosidade justifica a ndo
reprodutibilidade nos resultados obtidos. Na mesma Tabela verifica-se que a solugao
preparada com o novo lote, que se aproximou aos valores da solugdo ideal com o
lote antigo, foi a de 4,5%QUIT/3,6%PEO. Com base nestes resultados, preparou-se
uma nova membrana com esta solucdo e eletrofiou-se, ajustando parametros de
processo onde foi possivel obter bons resultados, como mostra a imagem da
membrana obtida, na Figura 3.41 c.

Tabela 3.17. Resultados experimentais para andlise da solugéo de QUIT/PEOQO, novo lote.

. . . . Tensao

QUIT PEO Proporgao Lote Viscosidade Condutividade .
. Superficial

% % (QUIT:PEO)  Quitosana (cP) (mS)

(mN/m)
5 60:40 MKBG3334V 1281+ 15 4,323 + 0,001 53,3+0,2
5 70:30 MKBG3334V 1223+ 15 4,377 + 0,001 52,7+0,2
6 4,8 60:40 MKBG3334V 4130+ 50 4,63 + 0,002 53,0 £ 0,3
5 4 60:40 SLBH1773V 6780 + 17 3,10 £ 0,05 47,3+0,6
6 4,8 60:40 SLBH1773V 15990 + 30 5,28 £ 0,04 55,7+ 0,6
4 3,2 60:40 SLBH1773V 2563 + 4 4,18 £ 0,04 54,3 +0,6
4 3,2 70:30 SLBH1773V 2963 + 8 4,81 £0,05 52,3+0,6
4 4,8 60:40 SLBH1773V 5058 + 17 3,40 £0,10 54,3+ 0,6
4,5 3,6 60:40 SLBH1773V 4114 + 4 4,38 + 0,06 51,2+0,3
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Verifica-se que a membrana apresentou boa distribuicdo de nanofibras no
coletor, com poucos defeitos macroscédpicos como gotas. Dessa forma esta nova
configuracao de solucdo e parametro de processo ira ser utilizada nos préximos
testes com o novo lote de quitosana.

Com este trabalho definiu-se que os parametros indicativos para
eletrofiacdo da Quitosana, devem ser ajustadas pelas caracteristicas da solucao
polimérica, assim quando um novo lote for adquirido este ajuste sera necessério
para a eletrofiacdo das membranas.

3.2.4. Incorporacao do farmaco Metronidazol em membranas de
Quitosana/PEO

Utilizou-se a membrana obtida com uma solugao de 4,5%QUIT/3,6%PEO

(60:40) para a incorporacdao de 10 e 20% do farmaco metronidazol, utilizando as

condicoes de processamento de V=25 kV, D=10 cm e R=1ml/h, com velocidade de

rotacdo de 2500 rpm, a melhor obtida nos testes anteriores. A imagem de MEV

desta membrana pode ser observada na Figura 3.42a, sendo esta a membrana

utilizada para a continuidade dos testes. O diametro médio obtido para as nanofibras

foi de 98+£39 nm, e a distribuicdo do didmetro pode ser visto no histograma da Figura
3.42b.

Mean 98,2
StDev 39,57
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Figura 3.42. Membrana de nanofibras de QUIT/PEOQO eletrofiada nas condigbes de processo
de V=25 kV, D=10 cm e R=1ml/h com adi¢cdo de 10% de Metronidazol, sendo (a) imagem
obtida por MEV com aumento de 10.000 e (b) histograma para diametro das nanofibras.
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Esta membrana foi a escolhida para se realizar todos os testes de
liberacdo controlada, a qual resultou de estudos prévios para a determinacédo das
melhores condi¢cdes de obtencédo das nanofibras.

3.3. Preparacao das Membranas Revestidas de Acetato de Celulose

3.3.1. Nanofibras de Acetato de Celulose com Metronidazol

As membranas foram obtidas com a solucéo polimérica de 15% de CA em
DMAc/Acetona/Agua, nas condicdes de processo conforme trabalhos anteriores
publicados em Nista et al. (2012a; 2013), apenas adicionando-se 10% de farmaco
na solugcdo polimérica. As membranas obtidas podem ser visualizadas na Figura
3.43a, e com 20% na Figura 3.43b. Uma boa formagdo das membranas foi
conseguida, cujos didmetros se apresentaram na faixa de 353+164nm, com adigao
de 10% de MTZ, Figura 3.43b.

Mean 353,8
StDev 164,8
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Figura 3.43. Membrana eletrofiada de CA nas condi¢des de processamento de D = 10 cm,
V =15kV e R = 1mL/h com 10% metronidazol, sendo (a) Imagens de MEV, com aumento de

5000 vezes (b) Histograma do diametro das nanofibras.

3.3.2. Revestimento da Membrana com Nanofibras de
Quitosana/PEO

Através dos trabalhos realizados anteriormente e descritos em Nista et al.
(2012a; 2013), verificou-se que a membrana de nanofibra de Acetato de Celulose

apresenta-se muito versétil a incorporacdo de principios ativos sem alterar a
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estrutura da nanofibra ou as condi¢cdes de processamento durante a eletrofiagcdo. A
membrana é bem resistente a manipulacdo e adequacédo ao tamanho desejado do
dispositivo de liberacdo. Dessa forma planejou-se a elaboracdo destes dispositivos
revestidos para liberacdo bucal, com o objetivo de unir a flexibilidade de
incorporacdo de principios ativos na membrana de CA com a caracteristica de
mucoadesao obtida pelo revestimento com as nanofibras de polimero mucoadesivo.
Para o recobrimento da membrana de Acetato de celulose, contendo o farmaco
Metronidazol, com a membrana mucoadesiva de quitosana, conforme dispositivo de
liberac&o proposto no trabalho, duas configuragdes de recobrimento foram testadas,
conforme descrito no item 2.2.5.3.

Primeiramente fiou-se uma membrana de QUIT/PEO, por 3 horas. Sobre
a membrana obtida foi eletrofiada uma segunda camada com solucéo de acetato de
celulose com 10%MTZ e 20%MTZ, também por 3 horas. Finalmente uma nova
camada de QUIT/PEO foi eletrofiada por mais 3 horas. Entre as camadas deixaram-
se as membranas secarem por 1 dia.

Quando foi realizada a retirada da membrana do papel aluminio para
testes de liberacdo do farmaco, observou-se que a camada superior de quitosana
nédo estava aderida fortemente a membrana de acetato de celulose, e que com uma
pequena tragcao ela se separava. Porém, a membrana inferior mantinha-se aderida,
n&o sendo possivel separa-la da membrana de CA. Na Figura 3.44a nota-se o efeito
observado. Quando esta membrana foi colocada em solugdo tampdo, a camada
superficial de quitosana separou-se completamente das demais camadas, Figura
3.44b, a camada inferior por sua vez, manteve-se aderida a de CA.

Este efeito provavelmente ocorreu devido ao isolamento do coletor pela
espessura das camadas anteriores; dessa forma, a ultima camada de quitosana nao
interage com a camada de CA como ocorre com a camada inicial. Para tentar
contornar este problema e melhorar a adesédo entre a 22 e a 3% camada, foi
adicionado uma camada intermediaria da solu¢cao de quitosana atomizada criando
uma camada muito fina de quitosana sobre a camada de CA. Esta camada se adere
bem a camada de CA por se conectar aos poros da nanofibra, como pode ser
verificada na Figura 3.45a. Assim, € de se esperar que quando uma préxima
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camada de quitosana for eletrofiada, o contato ocorrera apenas entre nanofibras de

quitosana e, assim, obter-se-a uma melhor adesao.

Figura 3.44. Imagens para membrana eletrofiada de Acetato de celulose-20%MTZ
recoberta com membrana QUIT/PEO, 12 Configuragdo: (a) membrana seca, (b) membrana

em solucédo tampéao a 37°C por 4 horas.

Prosseguindo com as pesquisas, desenvolveu-se a configuracao Il para

recobrimento, processada da seguinte forma:

12 camada — nanofibra QUIT/PEO
22 camada — nanofibra CA + MTZ
32 camada — pulverizagao de solugao 4,5%QUIT/3,6%PEOQO por atomizacgao
42 camada — nanofibra QUIT/PEO

Figura 3.45. Imagens para membrana eletrofiada de Acetato de celulose-20%MTZ
recoberta com membrana QUIT/PEO, 22 Configuracdo, sendo: (a) MEV da membrana CA
apds atomizacado com solucao de quitosana (b) membrana seca (c) membrana em solugao

tampéo a 37°C por 1 semana.
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Nesta Configuracao Il de recobrimento foi observada uma grande melhora
na adesao entre as camadas, Figura 3.45a e 3.45b. Com a amostra seca nao foi
possivel separar as camadas e, em solucdo tampao, somente apdés 3 dias foi
possivel observar-se um descolamento inicial dessas camadas.

Na Figura 3.46 temos a imagem de MEV para a membrana recoberta,
vista lateral. E possivel notar cada membrana que compde as camadas, e a

separacao entre as camadas de QUIT/PEO e Acetato de Celulose.

Acetato de
Celulose

QUIT/PEO

EHT=20.00 kV LRAC/FEQ
I Probe= 100 pA WD= 23 nn Detector= SE1 UNICAMP

Figura 3.46. Imagem de MEV para membrana eletrofiada de Acetato de celulose-20%MTZ
recoberta com membrana QUIT/PEQ, 22 Configuracao: vista lateral.

Observa-se pela Figura 3.46, que as camadas externas de QUIT/PEO séo
bem mais compactas que a camada interna, de acetato de celulose, e que nao se
nota um bom entrelagamento entre as fibras, na interface, que garanta uma forte
unido entre as camadas. Assim, a delaminacdo da membrana de acetato de
celulose, sob tracéo, pode reduzir a resisténcia a adesao do dispositivo final.

Assim, pode-se afirmar que a camada adicional de solugcado atomizada de
QUIT/PEO melhorou a adesao entre as camadas de nanofibras, porém ndo se pode
afirmar que o problema foi solucionado antes de estudarmos a performance do

dispositivo pelos resultados dos testes de forca de mucoadeséo.
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3.3.3. Revestimento da Membrana com Nanofibras de
Alginato/PEO

Para o recobrimento da membrana de Acetato de celulose, contendo o
farmaco Metronidazol, com a membrana mucoadesiva de alginato, conforme
dispositivo de liberacdo proposto no trabalho, duas configuracbes de recobrimento
foram testadas, conforme descrito no item 2.2.5.4.

Primeiramente fiou-se uma membrana de SA/PEO, por 3 horas. Sobre a
membrana obtida foi eletrofiada uma segunda camada com solucao de acetato de
celulose com 10%MTZ e 20%MTZ, também por 3 horas. Finalmente uma nova
camada de SA/PEOQ foi eletrofiada por mais 3 horas. Entre as camadas deixaram-se
as membranas secarem por 1 dia. Na membrana recoberta com membrana SA/PEO,
observou-se uma boa formagao e boa distribuicdo. A delaminacao entre as camadas
da membrana de CA revestida de Quitosana, nao foi observada nesta membrana.

Esta membrana foi reticulada, seguindo os passos descritos no item 2.2.3,
da mesma forma que a membrana de SA/PEO. A atomizagdo com CaCl; e
posteriormente com solucdo de quitosana ajudou a unificacdo entre as camadas,
porém como ja foi descrito para a membrana revestida de Quitosana, ndo se pode
afirmar que ndo teremos delaminagdo antes de estudarmos a performance do

dispositivo pelos resultados dos testes de forca de mucoadesao.

3.4. Preparacao das Membranas de nanofibras coaxiais de
Alginato/PEO-Quitosana/PEO

O avanco dos conhecimentos em eletrofiacdo, para obtencdo de
nanofibras core-shell carreadoras de agentes bioativos soluveis em agua, bem como
o dominio sobre o tempo de liberagcdo destes bioativos com a garantia de sua
integridade, tem se constituido num enorme desafio. A utilizacdo de uma fieira
composta de dois capilares coaxiais tem sido explorada na eletrofiacdo simultanea
de duas solugbes de polimeros diferentes, para obtencdo de membranas
nanoestruturadas tipo core-shell (SARVI et al.,, 2014). Esta técnica tem sido
amplamente estudada no controle de estruturas secundarias de fibras, no

encapsulamento de farmaco ou agentes biol6gicos em nanofibras, na preparacéo de
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nanofibras a partir de materiais que nao possuem propriedades de formacédo de
filamento, e na adicdo de liquidos funcionais no interior das nanofibras que
constituem a matriz carreadora. (YU et al., 2012)

A utilizacdo de sistema coaxial para formacao de polieletrdlitos entre
quitosana e alginato tem grandes vantagens. Além de se evitar uma etapa adicional
de reticulacdo do biopolimero e alteracées na morfologia das fibras, ndo necessita
de solventes téxicos ou de temperaturas elevadas, que sao frequentemente
prejudiciais para as células e os fatores bioativos incorporados. (YU et al., 2012)

As membranas de nanofibras coaxiais de SA/QUIT foram produzidas
utilizando-se um acessorio, conforme ja descrito no item 2.2.6. A solucao de SA foi
utilizada no interior da nanofibra (“core”), e a solugédo de quitosana no exterior da
fibra (“shelf).

Varias condicbes de processo foram testadas para a obtencdo das
membranas de nanofibras coaxiais de SA/PEO e QUIT/PEO, SA (2,4%)/PEO (1,6%)
1:1 (w/w) - como core, e CHI(5%)/PEO(4%) - 70:30(w/w) - como shell. Em varias
condicbes nao foi possivel obter nanofibras, devido a formagdo do gel entre
quitosana e o alginato na ponta da agulha coaxial antes do inicio da formacao do
jato, o que impedia a formagdo de nanofibras. A melhor membrana de nanofibras
coaxiais de SA/QUIT/PEO foi a obtida nas condicdes de eletrofiagdo de V =27 kV, D
=10 cm e R = 0,4mL/h, conforme a imagem de MEV da Figura 3.47a. O diametro
meédio das nanofibras obtidas foi de 102+41nm, conforme verificado no histograma
da Figura 3.47b.

Para esta membrana foram obtidas nanofibras com diametro na faixa de
102+41nm. Mesmo explorando-se todos os limites possiveis de processamento em
nosso equipamento, ndo foi possivel a obtencdo de membranas livres de contas, o
que nao influencia na qualidade da membrana formada. Como observado em todas
as membranas preparadas anteriormente, sem a utilizagdo do coletor rotativo, apds
4 horas de fiacdo observa-se um depoésito abundante de nanofibras. Uma

caracterizacao completa foi realizada para confirmacéo dos resultados desejados.
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Figura 3.47. Membrana de nanofibras de SA/PEO-QUIT/PEO eletrofiada nas condigdes de
processo de V=27 kV, D=10 cm e R=0,4ml/h, sendo (a) imagem obtida por MEV com

aumento de 10.000 e (b) histograma para diametro das nanofibras.

Os resultados apresentados na Figura 3.48 foram realizados no
Laboratério Nacional LNNano, possibilitando uma exploracdo completa da
membrana.

e,

Figura 3.48. Imagem de MET, para membrana eletrofiada de SA/QUIT/PEO nas condi¢des
de processamento de D =10cm, V = 27kV e R = 0,4mL/h.

Verifica-se na Figura 3.48a a formacdo da estrutura coaxial formada,
detectada na andlise de MET por diferenca de massa onde o didmetro externo da
nanofibra € de 111 nm e o diametro interno de 18 nm. Também na Figura 3.48b
nota-se que a formagdo da estrutura coaxial ndo estd uniforme em toda a

membrana. Indicando que a formacao de fibras homogéneas do complexo anidnico
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também ocorreu entre o alginato e a quitosana, demonstrando a necessidade de
otimizar os parametros envolvidos no processo.

A espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) também foi refeita e empregada para confirmar a presenca dos
grupamentos funcionais nas amostras de alginato e quitosana, responsaveis pela
interacdo ibnica entre os grupamentos funcionais do alginato (-COOH) e da
quitosana (-NH>). A Figura 3.49 apresenta os espectros das membranas de SA/PEO
e de QUIT/PEO, bem como da membrana de nanofibras coaxiais de SA/PEO-
QUIT/PEO.

No espectro de FT-IR da quitosana observa-se uma banda a 1653cm’
referente a vibracdo do grupo amina primaria, um a 1595 cm” referente ao
estiramento do grupo amino secundaria. A banda a 1380 cm™ referente a
deformagdo -CH; e a absorgdo a 1160 cm™ referente as estiramento das pontes C-
O-C. Para o espectro do alginato uma banda tipica a 1621 cm™ referente a vibragdo
do grupo C=0 e a 1416 cm’' referentes a estiramento simétrico e assimétrico dos
picos do grupo salino carboxilado. A banda préximo a 1320 cm™' do estiramento C-O,
a 1130 cm™ do estiramento C-C, a 1090 cm™' do estiramento C-O, a 1020 cm™' do
estiramento C-O-C e a 950 cm™” do estiramento C-O (ABRUZZO et al., 2013;
SMITHA et al. , 2005).

A reacado dos grupamentos carboxilicos do alginato com os grupamentos
de amina da quitosana, formando um complexo anibnico, ja € conhecida (GEORGE
et al., 2006). Como resultado, mudancas sé&o esperadas nas faixas de absorgéo
destes grupamentos apds a complexacao. Como se pode observar, o pico do &cido
carboxilico, perto de 1621 cm-1 (CRUZ et al., 2004), e o pico da amina, perto de
1653 cm-1 (COSTA JR et al. , 2008) deslocou significativamente para 1609cm-1.

Li et al.,, 2012 encontraram resultados semelhantes em um estudo da
interacdo entre o alginato e quitosana, com as mudangas nas bandas de absorgcéo
dos grupos carboxilicos e amida. Eles relataram que o pico caracteristico do
quitosana em 1653 cm'corresponde a uma mudanca de absorcédo do grupo amida,
em 1609 cm™; no entanto, o pico em 1595 cm™ do grupo-NH2 nao foi observado, o
que pode ser o resultado da formacdo do NH*". Estes resultados também foram
obtidos em nosso estudo e validados pelo estudo realizado por Li et al. (2012).
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Gazori et al. (2009), obervaram resultados semelhantes em um estudo da
interacdo entre o alginato e a quitosana, onde encontraram mudancas na faixa de
absorg¢édo dos grupamentos 4cidos carboxilicos e amida. As interagdes eletrostaticas
entre os grupamentos carboxilicos do alginato e os grupamentos de amina da

quitosana também ja foram descritas por Wang et al., (2001) e Ribeiro et al. (2005).
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Figura 3.49. Espectroscopia de infravermelho para membrana coaxial eletrofiada de
SA/QUIT/PEO nas condi¢des de processamento de D = 10 cm, V = 27kV e R = 0,4mL/h
(linha azul), e para Alginato/PEO(linha vermelha), Quitosana/PEO (linha verde) e PEO(linha

marrom).

Quando a estrutura coaxial é formada o complexo anidénico se forma na
interface entre a quitosana e o alginato. Nas nanofibras onde a estrutura néo é
formada o complexo aniénico se forma de forma homogénea e dessa forma néo
podemos verificar a diferenca de fase dentro da nanofibra.

Os resultados obtidos na andlise de FTIR em nossos estudos confirmam
a formacéao do complexo aniénico entre o Alginato e o PEO na nanofibra coaxial, e

séo respaldados pela literatura citada.
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A andlise de DRX foi realizada para verificar se ocorreu uma diferenca de
cristalinidade, quando se compara as membranas individuais de SA/PEO e de
QUIT/PEO com a membrana de SA/PEO-QUIT/PEO. A Figura 3.50 mostra os
difratogramas obtidos para cada membrana respectivamente.
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Figura 3.50. Difragdo de Raio-X para as amostras de QUIT/PEO, SA/PEO e SA/PEO-
QUIT/PEO.

Para o nanofibra de SA/PEO observou-se picos em 26=17,2°/19,2°/23,3°,
para as nanofibras de QUIT/PEO observaram-se picos em 20=17,2°/19,3°/23,5°, e
para as nanofibras coaxiais observaram-se picos em 206=17,1°/19,3°/23,3°. Sendo
assim todas as membranas apresentaram tres picos préximos a 20= 17°, 26= 19° e
20= 23°, porém a intensidade dos picos variou entre as amostras. Segundo a
literatura (PARK et al.,2010; NASIR et al.,2005), os picos em 20= 19° e 26= 23° sao
referentes ao PEO. Tanto o alginato quanto a quitosana apresentam picos em 26=
20, porém com intensidades muito baixas o0 que acaba sendo sobrepostos pelo pico
do PEO (HU et al.,2005; PARKRAVAN et al.,2012). As andlises de DRX encontradas
na literatura para nanofibras de SA/PEO e QUIT/PEO também apresentam os
mesmos picos encontrados nesse trabalho com diferentes intensidades dependendo
da propor¢cédo SA e QUIT com o PEO (PARK et al.,2010; NASIR et al.,2005; HU et
al.,2005; PARKRAVAN et al.,2012). Acredita-se que o pico a 20=17° é referente a
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interacao entre a quitosana com o alginato, conforme descreveu Nasir et al. (2005),
que observou o0 aparecimento de um pico na faixa de 26=15° quando preparou
compostos de quitosana/PEQO. Acredita-se que o mesmo tenha ocorrido nas
nanofibras preparadas.

A membrana de SA/PEO apresentou-se como a mais cristalina e a
QUIT/PEO como a de menor cristalinidade. Verifica-se que a membrana do
complexo aniénico apresenta uma cristalinidade intermediaria quando comparada
com as membranas de SA/PEO e de QUIT/PEO individuais, confirmando também a
formagdo de uma membrana com uma estrutura polimérica molecular diferente. E
evidente que a cristalinidade do complexo i6nico tem um valor intermédio entre a
quitosana e o alginato, o qual pode ser atribuido a reorganizacao das estruturas da
cadeia das misturas binarias, ou seja, QUIT / PEO e SA / PEO, segundo Abruzzo et
al. (2013).

A Figura 3.51 mostra as curvas de DSC ilustram as membranas
individuais de SA/PEO e QUIT/PEO e a membrana do complexo anidnico
SA/QUIT/PEO. Verifica-se em todas as curvas um pico endotérmico préximo a 60°C,
referente a fusdo do PEO presente em todas as membranas, conforme citado por
alguns autores (NETO et al., 2005; CAYKARA et al., 2005). Para a membrana de
QUIT/PEOQ este pico apresenta-se pouco intenso e duplo em ~48 e 52°C; enquanto
que para as membranas de SA/PEO e de SA/QUIT/PEO aparecem picos Unicos em
~ 59°C e 57°C, respectivamente.

Verifica-se na curva para a membrana de QUIT/PEO, um pico
endotérmico a ~110°C e um exotérmico a ~290°C. Para a membrana de SA/PEO
observa-se um pico endotérmico a ~102°C e um exotérmico a ~248°C. Os picos
endotérmicos, proximos de 100°C, sao normalmente correlacionados com perda de
agua de associacdo dos grupos hidroxilicos dos polimeros. No caso dos picos
exotérmicos, estes correspondem a degradagdo de Alginato, cujos valores séo
alterados em comparacdo com os polimeros sozinhos (SA >220 °C; CHI >300 °C;
PEO >240 °C) (NETO et al., 2005; CAYKARA et al., 2005). Como observado, a
temperatura de degradagéo de cada mistura de polimero néo foi significativamente
afetada pela presenca de um componente sobre o outro, comparando-se com 0s

valores de degradacéao dos componentes isoladamente.
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O deslocamento dos picos endotérmicos e exotérmicos dos componentes
pode também indicar a formacdo do complexo ibnico de quitosano-alginato, que
envolve a formacao de novas ligacbes quimicas por complexacao de polieletrélitos,
como observado por outros autores (RIBEIRO et al., 2005; SMITHA et al. , 2005).

Centralizando nossa discussdo no resultado da andlise térmica obtida
para a membrana SA/PEO-QUIT/PEQO, notam-se no termograma de DSC da Figura
2.60 trés picos, um primeiro pico endotérmico que aparece em ~57°C caracteristico
da fusdo do PEO, como ja citado. Atribui-se seu deslocamento para valores
menores, encontrados para PEO puro, devido as interacbes com a quitosana e o
alginato. Para as membranas de QUI/PEO, observam-se dois pequenos picos nesta
regido, o que indica a formagcdo de duas estruturas cristalinas diferentes. Em todas
as curvas nota-se um pico endotérmico ao redor de 100°C, devido a perda de agua
desses materiais. As variagdes deste valor para cada sistema podem ser atribuidas
as diferentes interacdes entre os polimeros e a agua.

Finalmente, o terceiro pico do termograma para a membrana de SA/PEO-
QUIT/PEO corresponde a degradacao exotérmica dos polimeros em ~289°C, cujo
valor tende para aquele obtido para a membrana SA/PEO. Deste modo pode-se
afirmar que a presenca de quitosana n&o altera significativamente a temperatura de
degradacao deste sistema. Entretanto, pode-se assumir que a presenga do alginato
diminuiu significativamente a temperatura de degradacdo do sistema
Quitosana/PEO.

O deslocamento dos picos tanto endotérmico quanto o exotérmico, pode
também indicar a formagcao do complexo aniénico Alginato-Quitosana, envolvendo a
formacdo de novas ligagbes quimicas pela complexacado dos polieletrolitos, como
observado por outros autores (RIBEIRO et al., 2005; SMITHA et al. , 2005).

O termograma de TGA da membrana de SA/QUIT/PEO, Figura 3.52,
apresenta duas regides de perda de massa. A primeira refere-se ao Alginato (~ 220
°C); enquanto a segunda (entre 360-415 °C) é relacionada ao PEO presente em
todas as membranas, conforme Caykara et al. (2005). A diferenca entre eles esta
relacionada as diferentes quantidades presente deste polimero em cada membrana.
Nos trabalhos de Caykara et al. (2005) eles demonstram que o PEO apresenta uma
estabilidade térmica superior ao do alginato, e que nas blendas entre estes
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polimeros temos dois picos distintos de degradacao térmica, sendo o primeiro
referente a degradagéo do alginato na faixa de 225 a 250°C e outro na faixa de 359
a 391°C referente ao PEO.
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Figura 3.51. Termogramas DSC para membranas de nanofibras de SA/PEO, QUIT/PEO
e SA/PEO-QUIT/PEOQ.

A cristalinidade e o grau de acetilacao da quitosana também influenciam
sua temperatura maxima de degradacao, conforme Nam et al. (2010). Em seus
trabalhos foi verificado que com o aumento do grau de acetilacdo da quitosana a
temperatura maxima de degradacao diminui. O grau de acetilacdo da Quitosana
utilizada neste trabalho foi cerca de 85% e sua temperatura maxima de degradacgéao
foi registrada em 257°C, sendo menor que o valor encontrado por Nam et al. (2010)
de 272,8°C. Esta diferenca provavelmente deve-se a incorporagdo do PEO que
alterou o grau de cristalinidade das nanofibras.

A membrana de quitosana pura mostra também um pico exotérmico a 307
° C, que pode ser atribuido a sua decomposicdo. No caso de QUIT / PEO os picos
exotérmicos de decomposicdo sdo deslocados para 218 ° C. Isso indica que a

adicao de PEO reduz a estabilidade térmica da membrana de quitosana.
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Figura 3.52. Termogramas TGA para membranas de nanofibras de SA/PEO, QUIT/PEO
e SA/QUIT/PEO.

Podemos verificar na primeira regiao de perda de massa que temos
temperaturas iniciais diferentes para cada membrana; isto é, para a membrana de
para SA/PEO a perda de massa se inicia proximo de 208°C. Para as membranas de
QUIT/PEO e de SA/PEO-QUIT/PEO, o inicio da perda se da em torno de 238°C e
192°C, respectivamente. Comparando-se os valores obtidos para o inicio da
degradagcao das trés membranas, nota-se que QUIT/PEO apresenta uma melhor
estabilidade térmica, seguida da membrana de SA/PEO e da SA/PEO-QUIT/PEO.

A mudanca para uma temperatura mais baixa na degradacéo térmica do
complexo iénico, de acordo Abruzzo et al. (2013), indica uma reorganizacdo das
cadeias de quitosana e de alginato, devido a sua complexacdo. Estes autores
também detectaram, como em nosso estudo, duas fases distintas de degradacgéao
térmica; um para alginato e outro para a quitosana, com apenas uma etapa para o
complexo de alginato-quitosana. Esta ultima mostra uma estabilidade térmica menor
que as demais. A mudanca para uma temperatura mais baixa na degradacao
térmica do complexo ibnico indica que houve um rearranjo estrutural das cadeias da
quitosana e do alginato devido a complexacdo. Este mesmo comportamento
também foi observado por Abruzzo et al. (2013), que detectaram dois picos de
degradacao distintos de alginato e de quitosana, separadamente, e apenas um pico
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quando ocorre uma complexacdo entre os dois polimeros como observado em
nosso trabalho.

Apesar do sucesso na obtencdo as membranas do complexo ibnico entre
a SA/PEO-QUIT/PEO, as membranas apos 4 horas de fiacdo apresentam a
estrutura 3D, ndo desejada para a aplicacao final do produto a ser desenvolvido,
como citado no inicio.

Produziu-se uma amostra para a analise de MET, Figura 3.53, nas
mesmas condicoes de processamento, porém utilizando o coletor rotativo em uma
velocidade de 2500 rpm. Apés exploracdo completa da amostra, ndo foi detectada
estrutura coaxial, indicando uma nanofibra mais homogénea do complexo aniénico
SA/PEO-QUIT/PEO.
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Figura 3.53. Imagem de MET, para membrana eletrofiada de SA/PEO-QUIT/PEO nas
condic¢des de processamento de D =10 cm, V = 27kV, R = 0,4mL/h e rotagdo 2500 rpm.

Os resultados de perda de massa e taxas de intumescimento para
membranas de nanofibras coaxiais de SA/PEO-QUIT/PEO sao apresentados na
Tabela 3.18. Independente do tempo foi observado o mesmo grau de perda de peso
apos 4, 10 e 24 h de incubacdo em agua e atribuida apenas a presenca de PEO
(peso 40%) que foi atingido por este solvente. No que diz respeito a taxa de

intumescimento, aumentou com o tempo e atingiu o valor de 75% em 24 horas,
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como evidenciado na Tabela 3.18. Isto era esperado com base na natureza
altamente hidrofilica do complexo. Uma vez que as membranas mantiveram a sua
integridade durante os experimentos, estudos de perda de peso, que podem
assegurar que o policomplexo de quitosana e alginato é muito estavel e funcionam

como uma ligagdo cruzada entre cadeias de polimero.

Tabela 3.18. Perda de massa e intumescimento para membranas SA/PEO-QUIT/PEO

Tempo Incubacao (h) Perda de massa (%) Intumescimento (%)
4 532 242
10 58+3 41 £ 1
24 57 £1 75 +1

O resultado da morfologia da membrana de SA/PEO-QUIT/PEQO obtidas
por MEV, Figura 3.54, revelaram que apds 24 h de incubagdo, a estrutura das
nanofibras foi mantida como desejado.

aa LRAC/FEQ
Mag- 18.00 K X I Probe= 108 pa WD= 25 mn Detector= SE1 UNICAMP

Figura 3.54. Imagens microscopia eletrénica de varredura (MEV), aumento 10.000 vezes,
das nanofibras coaxiais eletrofiadas de SA/PEO-QUIT/PEO apéds 24 horas de incubagao em

agua

Este resultado € muito promissor, uma vez que sugerem que estas
membranas mucoadesivas podem ser utilizadas como sistema de entrega

controlada de farmaco para administrag&o tdpica oral.
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Nao se obteve uma membrana homogénea apta a utilizacao final deste
material conforme proposto inicialmente. Muito tempo e esforco devem ser aplicados
a finalizagao deste material, 0 que nao foi possivel dentro do cronograma proposto.

3.5. CONCLUSOES

As membranas de nanofibras de Alginato de sodio (SA) / Poli(éxido de
etileno) - (PEO), de Quitosana (QUIT)/PEO e de Acetato de Celulose (CA)
revestidas com SA/PEO e QUIT/PEQO, viaveis para utilizagdo no sistema de
liberacdo bucal do farmaco proposto, foram desenvolvidas. Todas as nanofibras
preparadas nao apresentaram defeitos como contas e apresentaram uma
distribuicdo homogénea do diametro. Foi possivel a obtengdo de membranas com
todos os polimeros com uma boa espessura e uma boa resisténcia mecéanica
durante a manipulagéo.

Excelentes resultados foram obtidos para reticulacdo ibnica das
membranas de nanofibras de SA/PEO e de CA revestida com SA/PEO, pela técnica
desenvolvida a seco por atomizacao de CaCl, e posterior atomizacao com solucao
de quitosana. Os resultados de intumescimento e perda de massa em agua, solugéao
tamp&o e em solucdo de saliva artificial, mostraram a eficacia da técnica de
reticulacdo desenvolvida.

A reticulacdo das membranas de nanofibras de QUIT/PEO com vapores
de glutaraldeido foi realizada com sucesso, apresentando excelentes resultados nos
testes de intumescimento e perda de massa em agua, solugcao tampéao fosfato e
solucgao saliva artificial.

A incorporagéo do farmaco Metronidazol nas membranas de nanofibras de
CA, SA/PEO, QUI/PEO também foi bem-sucedida, com adicdo de concentragdes de
10 e 20% m/m do farmaco. As membranas obtidas apresentaram uma boa formacgéo
e as nanofibras sdo uniformes e livres de defeitos, tais como contas.

Verificou-se que a mistura do polianion alginato e do polication quitosana
forma um complexo idnico espontaneo, devido a reticulagdo ibnica entre as cadeias,
0 que pode ser usado para obter nanofibras com estrutura coaxial (core-shell). As

membranas de nanofibras do complexo ibnico foram obtidas com sucesso, usando-
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se duas misturas; uma de 4%SA/ PEO 60: 40 (w/ w) em solucédo aquosa de etanol a
5%, como core; e outra de 5%QUIT/4%PEO, 70:30 (w / w), como shell. As técnicas
de caracterizacao, ou seja, MEV, MET, DSC, TGA, FTIR e DRX sugerem fortemente
a formagdo de uma estrutura molecular diferente nas membranas, onde a
complexacao de quitosana e alginato ocorreu, de acordo com outros estudos na
literatura. As imagens de microscopia eletrébnica de transmissao revelaram que a
estrutura coaxial (core-shell) foi obtida, mas apenas parcialmente. A fragilidade da
membrana obtida fez com que esta fosse excluida da continuidade deste trabalho
como nanofibra para revestimento das membranas de nanofibras de CA, como havia

sido proposto no inicio do trabalho.
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CAPITULO 4
LIBERACAO DO FARMACO METRONIDAZOL

4.1. Testes Microbioldgicos

Para confirmar a acdo do farmaco na membrana e garantir que o
processo de eletrofiacdo ndo inibiu a eficacia do mesmo, foi realizado um teste
micobiolégico utilizando-se uma bactéria anaerdbica, Gram negativa (A.
actinomycetemcomitans) sensivel ao farmaco Metronidazol, sendo uma das
bactérias anaerdbicas presente nas bolsas periodontais causadoras da periodontite
(LINS et al., 2011).

Os resultados obtidos para a inibicdo do crescimento das bactérias
podem ser verificados na Tabela 4.1. Verifica-se um aumento no diametro do halo
de inibicdo com o aumento da concentracdo de Metronidazol na membrana, como
desejado. Nota-se que a membrana de QUIT/PEO nao reticulada apresentou um
halo de inibicdo menor que a membrana reticulada com vapor de glutaraldeido. No
teste realizado de citotoxidade, item 2.2.11, verificou-se que as membranas
reticuladas apresentaram resultados de citotoxidade, o que pode ter contribuido para
o maior halo de inibicdo formado.

Com base nos resultados obtidos, verifica-se que tanto as membranas de
CA quanto as de SA/PEO e as de QUIT/PEOQO, incorporadas com o farmaco
Metronidazol, apresentaram a acao antibacteriana esperada, com a formacao do
halo de inibicdo. O processo de eletrofiagdo nédo influenciou na forma de atuagéo do
farmaco, ja que o mesmo se manteve eficaz apds ter sido submetido a altas

voltagens utilizadas no processo.
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Tabela 4.1. Tamanho do halo de inibicdo de A. Actinomycetemcomitans nos testes
microbioldgicos, em fungédo da concentracdo de farmaco MTZ incorporado nas membranas
de nanofibras.

Tamanho médio do Halo de Inibicao (cm)

Quantidade Farmaco na membrana 10% 20%
Membrana QUIT/PEO reticulado 2,1+0,2 3,2°+0,3
Membrana QUIT/PEO 1,72+ 0,1 2,74 +0,1
Membrana SA/PEO 3,3°%0,2 4,0°+0,2
Membrana CA 5,09+ 0,1 5,89+ 0,1
Controle Negativo 0°4+0 0°°+0
Controle Positivo 5,1°+0,1 5,5°+0,2

ANOVA Test. As mesmas letras indicam que ndo ocorreu diferenga estatistica significativa entre os
diferentes tipos de membrana. (p<0,001)

4.2. Testes Citotoxicolégicos — Ensaios de Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo teste de exclusdo do
corante Trypan Blue. Neste teste, uma suspensdo de células & simplesmente
misturada com corante e seguidamente examinada visualmente para se observar se
estdo, ou ndo, coradas. Além disso, pode-se determinar o numero de células viaveis,

presentes nesta suspensao de células.

4.2.1. Membranas de Quitosana/PEO

As Figuras 4.1 e 4.2 ilustram os resultados de biocompatibilidade,
medidos pelo crescimento celular no teste de exclusdo com corante vital Trypan
Blue. Foram testadas as membranas de nanofibras de Quit/PEO, com e sem
reticulacéo, e com 0(zero), 10 e 20% MTZ.
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Figura 4.1. Resultados de crescimento celular para cultura de células de Fibroblasto
Gengival Humano, apo6s 24, 48 e 72 horas de incubagdo das membranas de Quitosana,
conforme determinado pelo teste de exclusdo com corante vital Trypan Blue. Viabilidade
celular em poliestireno (Controle). As barras de erro representam o desvio-padrao. (Non
Parametric ANOVA Test. CONTROLE ?; QUIT 0% MTZ & QUIT 10% MTZ?, QUIT 20% MTZ
4 As mesmas letras indicam que ndo ocorreu diferenga estatistica significativa entre os

diferentes tipos de membrana (p<0,05)).

Na Figura 4.1 tem-se uma comparag¢do do teste citotdxicologico para
membranas de QUIT/PEO sem reticulagdo, onde notamos que tanto a membrana
com 0% MTZ, quanto aquela com 10 %, apresentam um percentual de crescimento
celular proximo ao controle. Porém, quando aumentamos a concentracdo do
farmaco para 20%, a membrana apresentou resultados de crescimento celular
inferiores, mostrando um pequeno grau de toxidade do farmaco, acima de
determinadas concentracdes. Este resultado nos indicam que altas concentracoes
do farmaco em questao podem ser toxicas a celula. Esses resultados sugerem que
devemos utilizar concentragdes inferiores a 20% de MTZ nos testes in vitro e in vivo
com os sistemas aqui estudados.

A Figura 4.2 exibe o comparativo do teste citotoxicolégico para

membranas de QUIT/PEO reticuladas. Pode-se verificar que as membranas com
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0(zero), 10 e 20% de MTZ apresentam crescimento celular inferior ao controle, apds
24 horas, mostrando um grau de toxidade para as células superior as membranas
nao reticuladas observadas na Figura 4.1. Este resultado sugere que a reticulagao
realizada com vapores de glutaraldeido, para a membrana de quitosana, torna o
material toéxico para as células. Portanto, as membranas de quitosana reticuladas
com glutaraldeido ndo devem ser utilizadas nos testes in vitro e in vivo, devido a sua

toxicidade.
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Figura 4.2. Resultados de crescimento celular para cultura de células de Fibroblasto
Gengival Humano, apos 24, 48 e 72 horas de incubacdo, conforme determinado pelo teste
de exclusdo com corante vital Trypan Blue. Viabilidade celular em poliestireno (Controle). As
barras de erro representam o desvio-padrdo. (Non Parametric ANOVA Test. CONTROLE ?%;
QUIT 0% MTZ ?; QUIT 10% MTZ ?, QUIT 20% MTZ 2 As mesmas letras indicam que néo
ocorreu diferenca estatistica significativa entre os diferentes tipos de membrana (p<0,05)).

O glutaraldeido € um dialdeido, usado como desinfetante e esterilizante,
possui grande espectro de atividade contra bactérias, gram-positivas e negativas,

esporos bacterianos, fungos e virus. Ele é usado, principalmente, como esterilizante
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e desinfetante de equipamento médico-cirlrgicos que nao podem ser submetidos a
métodos fisicos de esterilizagdo. E extremamente empregado para desinfeccdo
rigorosa de endoscoépios de fibra ética, para equipamento de anestesia gasosa,
artigos metalicos e equipamentos de aspiracdao. A caracteristica positiva mais
evidente € o amplo espectro de acdao que permite a utilizacdo segura para os
pacientes independentemente do tipo de patologia e tipo de microrganismo
possivelmente associado a contaminacao do material. A atividade biocida e inibitoria
do glutaraldeido é devida a alquilacdo dos grupos sulfidrila, hidroxila e amino
encontrados nos microorganismos, alterando os acidos nucléicos e a sintese de
proteinas. O mecanismo de acdo do glutaraldeido envolve uma associacao forte
com as camadas tanto externas quanto internas das células bacterianas, também
inibe a germinacdo dos esporos bacterianos e posterior desenvolvimento
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Os resultados deste estudo demonstraram um percentual de células
viaveis, nas membranas de Quitosana sem reticulagcdo, com adicdo de O(zero) ou
10% MTZ, quase igual ao do grupo controle (poliestireno). Pode-se dizer, portanto,

que estas membranas de nanofibras sdo biocompativeis.

4.2.2. Membranas de Acetato de Celulose

A Figura 4.3 ilustra os resultados de biocompatibilidade obtidos com o
teste de exclusdo, usando o corante vital Trypan Blue. Foram testadas as
membranas de nanofibras de acetato de celulose com 0%, 10% e 20% MTZ.

Podemos verificar que as membranas com 0% e 10% de MTZ
apresentaram um percentual de células viaveis celular proximo ao controle. Porém,
quando aumentamos a concentragdo do farmaco para 20% na membrana, como ja
foi comentado anteriormente para a membrana de Quitosana/PEQO, os resultados de
crescimento celular foram inferiores ao controle, mostrando um pequeno grau de
toxidade para as células. Assim, este resultado corrobora aqueles obtidos para
membranas de QUIT/PEO, também com 20% de MTZ, confirmando que

concentragdes superiores a 20% do farmaco podem ser téxicas as celulas. Esse
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resultado limita em até 20% a concentracdo de MTZ permitida para a realizacao dos

testes in vitro e in vivo para membranas.
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Figura 4.3. Resultados de crescimento celular para cultura de células de Fibroblasto
Gengival Humano apds 24, 48 e 72 horas de incubagéo, conforme determinado pelo teste
de exclusdo com corante vital Trypan Blue. Viabilidade celular em poliestireno (Controle).
(Non Parametric ANOVA Test. CONTROLE ?; CA 0% MTZ ?; CA 10% MTZ?, CA 20% MTZ".
As mesmas letras indicam que nao ocorreu diferenga estatistica significativa entre os

diferentes tipos de membrana (p<0,05)).

Os resultados deste estudo demonstraram que estas membranas de

nanofibras sao biocompativeis quando adicionadas de 10% MTZ.

4.2.3. Membranas de Nanofibras de Alginato/PEO

A Figura 4.4 ilustra os resultados de biocompatibilidade obtidos com o
teste de exclusdo, usando o corante vital Trypan Blue. Foram testadas as
membranas de nanofibras de SA/PEOQ reticuladas com 0%, 10% e 20% MTZ.
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Figura 4.4. Resultados de crescimento celular para cultura de células de Fibroblasto
Gengival Humano, apos 24, 48 e 72 horas de incubagéo, conforme determinado pelo teste
de exclusdo com corante vital Trypan Blue. Viabilidade celular em poliestireno (Controle). As
barras de erro representam o desvio-padrao. (Non Parametric ANOVA Test. CONTROLE ?;
Alginato 0% MTZ ?; Alginato 10% MTZ?, Alginato 20% MTZ . As mesmas letras indicam que
nao ocorreu diferenca estatistica significativa entre os diferentes tipos de membrana
(p<0,05)).

Podemos verificar que a membrana com 0% e 10% de MTZ apresentou
um crescimento celular proximo ou superior ao controle. Porém, quando
aumentamos a concentracdo do farmaco para 20% na membrana, como ja foi
comentado anteriormente para a membrana de Quitosana /PEOe de Acetato de
celulose, os resultados de crescimento celular s&o inferiores, mostrando um
pequeno grau de toxidade a células. Assim, este resultado corrobora aqueles
obtidos anteriormente, confirmando que concentragdes superiores a 20% do
farmaco podem ser tdxicas a celula, o que direciona a realizacado dos testes in vitro

e in vivo para membranas com no maximo 10% de MTZ.

4.3. Teste de Liberacao do farmaco metronidazol
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4.3.1. Construcao da Curva de Calibracao

Antes do inicio do teste de liberacdo controlada, foi necessario o
desenvolvimento de um método de analise para determinacdo quantitativa do
farmaco Metronidazol. Reproduziu-se um método ja estabelecido na literatura por
varios autores (PERIOLI et al.,2004; SHIFROVITCH et al., 2009; SHANKAR et al.,
2010).

A analise baseia-se em uma medida direta através de determinacao da
absorbancia em UV Vis em 321nm, conforme ja citado anteriormente.

A curva de calibragdo obtida, Figura 4.5, mostra uma relagéo linear da
concentracdo do Metronidazol com a absorbancia, na faixa de 1 a 20 ug/ml. A

equacao da reta obtida pode ser descrita como (equagéo 4.1):

[MTZ] = 0,0538 * Abs - 0,0132 (Eq 4.1)

Onde :

[MTZ] = Concentracédo de Metronidazol (%)
Abs= Absorbancia

y=0,0538x-0,0132
R?=0,9989

0 5 10 15 20
Metronidazol (pg/mL)

Figura 4.5. Curva de Calibracdo obtida por UV-vis para o Metronidazol em solugdo tampao
fosfato 0,1 M pH 7 ,4.
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Esta equacdo obtida foi utilizada para a determinacdo quantitativa do
farmaco, no teste de liberagdo das membranas de nanofibras, como sera visto nos
préximos itens. O valor de R? obtido de 0,9989 para esta curva nos indica que a
equacao pode ser utilizada com confiabilidade, no teste de liberacdo de MTZ, dentro
desta faixa de concentragéo.

4.3.2. Teste de Liberacao do farmaco Metronidazol

Para o teste de liberacdo do farmaco metronidazol nas membranas
nanoestruturadas, utilizou-se as membranas obtidas nas melhores condicbes de
cada polimero e ja citadas anteriormente. Testou-se a liberacdo em membranas
incorporadas com 10 % do farmaco (m/m com base polimero). Esta dosagem foi a
escolhida visto que, quando carregamos a membrana com 20% de farmaco ela sera
toxica para as células (Vide item 4.2).

Foi realizado um teste de liberacdo comparativo entre as membranas de
nanofibras. As curvas de liberagdo obtidas para este caso podem ser vistas na
Figura 4.6.

100
90
— 80
£ I
S __{____{
g p3pp-+-i-E-t-
2 50
w R B — k= o === == ——)
a AR -EF- A -x-&
40 -
30
20
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)
—— Quitosana — ® —Alginato — & — CArevestida SA —&— CArevestida QUIT

Figura 4.6. Curvas de percentual de MTZ liberado por membranas nanoestruturadas com
10% de Metronidazol.
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Pode-se observar nas Figuras 4.6 que houve diferenga no perfil de
liberac&o entre as membranas de nanofibras eletrofiadas. Em todos os casos pode-
se notar um efeito burst, que varia dependendo do material da membrana testada.

Esse efeito € motivado pela liberacdo do farmaco existente na superficie
do sistema matricial, o qual ndo encontra resisténcia para migrar para o ambiente ao
redor, incentivado pela sua alta solubilidade em &gua.

Observando-se a Figura 4.6 vemos que as membranas de Quitosana e de
CA revestida com Quitosana foram responsaveis pelos maiores efeitos burst, com
70% e 67% de liberagdo nos primeiros 15 minutos do teste com valores de 364 e
390 pg/ml respectivamente. Podemos observar também que a membrana de CA
recoberta com Quitosana apresentou uma liberacdo ligeiramente mais lenta
inicialmente. Essa diferenca pode ser atribuida ao recobrimento da membrana, que
funcionou como uma barreira para a difusdo do farmaco. Como ja citado no item 3.3
a membrana de CA revestida de Quitosana apresentou delaminacdo das camadas.
Durante o teste de liberacdo observou-se que a agitacdo separou a camada de
recobrimento que revestia a membrana de CA com farmaco. Essa delaminagéo é o
motivo das curvas de Quitosana e de CA revestida com Quitosana serem muito
parecidas. A barreira ndo atuou no controle da liberagdo do farmaco, como
esperado, durante todo o processo de liberagdo. As maiores liberagcées obtidas com
a membrana de CA revestida com Quitosana se devem, provavelmente, a matriz
hidrofébica de acetato de celulose que contem o farmaco hidrofilico, o que acelera a
liberacdo deste para o meio aquoso. As matrizes de quitosana e de alginato sao
hidrofilicas e, dessa forma, retém um pouco mais o farmaco no seu interior pela
afinidade com este devido a mesma polaridade.

Para as membranas de Alginato e de CA revestida de Alginato, obteve-
se o0 menor efeito burst; isto &, de 54% (406 pg/ml) e 40% (565 pg/ml),
respectivamente. Da mesma forma que observado para as membranas de
Quitosana, a membrana de CA revestida com Alginato apresentou uma curva de
liberacdo mais lenta que a do Alginato. Neste caso, em que n&o ocorreu a
delaminagdo das camadas, o recobrimento retardou a liberacdo do farmaco e

apresentou a liberagdo mais lenta e com menor efeito burst.
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Podemos concluir que as membranas de Quitosana, Alginato e CA
recoberta com Alginato podem ser utilizadas para liberacdo de MTZ com sucesso.
Dependendo da aplicacdo, podemos modular a membrana para o fim desejado,
quanto ao seu tempo de dissolucéao e quanto a quantidade de liberacéo do farmaco.

4.3.3. Teste de Permeacao do Metronidazol em mucosa oral suina

Os testes de liberacdo de MTZ apresentados no item anterior apenas
indica a capacidade do farmaco ser liberado da matriz polimérica para um meio
simulando fluido corporal. Para garantirmos que o farmaco que este farmaco entrara
em contato com a corrente sanguinea e dessa forma inicie seu processo de agao é
necessario o estudo de permeagcao do mesmo em mucosa oral, descrito neste item.

Nos estudos de permeagao realizados in vitro, a separagao de epitélio a
partir de tecido conjuntivo € o primeiro passo na obtengcdo de uma membrana
adequada para montagem do ensaio em células de difusdo tradicionais. Esta
separacao é geralmente realizada por um processo de separacao por calor, descrita
no item 2.2.12.2, e nao acarreta qualquer efeito significante na morfologia e
permeabilidade do epitélio oral (DIAZ DEL CONSUELO et al., 2005; KULKARNI et
al., 2010, 2011).

A permeabilidade de MTZ nos tecidos frescos foi estudada para cada tipo
de matriz e os resultados comparados, a fim de determinar a influéncia das
diferentes matrizes nanoestruturadas no processo de permeacdao do farmaco. A
Figura 4.7 ilustra o perfil obtido para permeagédo de MTZ através da mucosa oral
(epitélio n&o queratinizado) sob condi¢ées de dosagem infinita.

Verifica-se que as duas membranas de CA revestidas apresentaram perfil
e valores semelhantes, com permeagdo mais lenta que as membranas nao
revestidas.

Como observado na curva de liberagcdo do item 4.3.2, e ja discutido
anteriormente, o revestimento da membrana atua como uma barreira fisica. Assim,
tem-se um maior controle da liberacao do farmaco para o meio.

Devido a forma de montagem do dispositivo no teste de permeacgéao, a
membrana de CA revestida de Quitosana ndo apresentou a delaminacdo das
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camadas e, desta forma, podemos verificar que o perfil de liberacao é coerente com

os resultados esperados.
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Figura 4.7. Perfil de liberacdo de MTZ pela mucosa oral suina, obtida com aplicacdo das
membranas nanoestruturadas carregadas com 10% de MTZ, sob condi¢cdes de dosagem

infinita (média + desvio, n=6).

O fluxo em estado estacionario (Jss), 0 time lag e a quantidade total
permeada em 5h (Q°") foram calculados na regido linear do grafico da quantidade
acumulada de MTZ, transportado através do epitélio, em funcdo do tempo. Os
intervalos lineares foram tipicamente entre 0,25 e 5 h, e os valores do coeficiente de
regressao para as curvas individuais ultrapassou 0,98. Os valores sdo apresentados
na Tabela 4.2.

A estatistica realizada seguiu uma andlise para os valores de Fluxo e
uma analise One-way Analysis of Variance (ANOVA paramétrica) para time lag e
Q"

O fluxo (Jss) representa a velocidade com que o farmaco MTZ atravessa a
barreira. Para as membranas testadas, os maiores valores de fluxo foram obtidos
para a membrana de Alginato que apresenta diferenca estatisticamente significativa
em relacdo as membranas de CA revestidas de Quitosana. Os resultados séo
coerentes com o perfil de permeacao obtido, Figura 4.7, onde os menores valores de
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Jss sao encontrados para as membranas revestidas e 0s maiores para as

membranas puras (Quitosana e Alginato).

Tabela 4.2. Valores médios de fluxo estado estacionario (Jss), time lag e quantidade total
liberada em 5h (Q°") para permeacéo através da mucosa oral suina de MTZ encapsulado

em membranas nanoestruturadas (n=6).

Fluxo Time lag Qsn
Jss (nglem™.h™) (h) (ng/cm?®)
Membranas Média Média Média
QUIT/PEO 41,95 + 19,72 0,34+ 0,19 274,39%° + 88,15
CA REVESTIDA X
23,39% + 6,99 0,74°+0,32 179,282 + 58,98
QUIT/PEO
SA/PEO 50,04°+ 9,11 0,48+ 0,17 311,85°+ 40,29
CA REVESTIDA . . .
28,74%° + 5 46 0,79°+ 0,20 216,54 + 46,44

SA/PEO

ANOVA / Kruskal-Wallis Test. As mesmas letras indicam que ndo ocorreu diferenca estatistica

significativa entre os diferentes tipos de membrana. Cada parametro foi avaliado separadamente.
(Para Fluxo: CA revestida Quitosana x Alginato p<0,01; CA revestida Alginato x Alginato p<0,05)

O time lag é o tempo em que o farmaco demora a comegar a permeacgao.
Para as membranas testadas, a de Quitosana apresentou valores menores e as
membranas revestidas um tempo maior de permeagao.

Os valores de Qs, mostram que a membrana de Alginato e a de Quitosana
séo as que liberaram uma maior quantidade do farmaco no periodo de 5h.

Todos os resultados encontrados s@o condizentes com o esperado. As
membranas revestidas apresentaram um menor fluxo, um maior time lag e uma
menor quantidade de farmaco liberado em 5h. Como j& comentado anteriormente, o
revestimento age como uma barreira fisica adicional durante a liberagdo do farmaco
da matriz polimérica nanoestruturada. Esses resultados corroboram com os obtidos
no teste de liberagcdo do farmaco em solucéo de saliva artificial sem barreira epitelial
(Vide item 4.3.2).

Podemos comparar os resultados obtidos de permeacédo do farmaco no

dispositivo desenvolvido, com resultados obtidos para administracédo oral do farmaco
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MTZ. No trabalho de Pahkla et al. (2005) com uma administragcao oral de 1500
mg/dia de MTZ em forma de comprimidos, foi encontrado uma concentracdo média
de 14,33 pg/ml no plasma, 15,15 pg/ml na saliva e 12,86 ug/ml no sulco gengival em
10 pacientes estudados. J& no trabalho de Bergamashi et al. (2013), com uma
administracao oral de 750 mg/dia de MTZ também na forma de comprimidos, foram
encontrados valores médios de 11,3 pg/ml em plasma e 11,8 yg/ml em saliva em 13
pacientes voluntarios. Para as amostras estudadas, verificamos uma faixa de
permeacdo de 179 a 311 pg/cm? em 5 horas, ou seja aproximadamente 35,8 a 62,2
ng/cm?® em 1 hora, com uma dosagem total inicial na faixa de 510 a 874 ng/cm®.
Dessa forma podemos afirmar que a dosagem in situ do farmaco MTZ é muito mais
eficiente e rapida para inicio da acdo do farmaco no sitio ativo. Conseguimos obter
uma dosagem local (comparavel a saliva ou plasma) aproximadamente 3 vezes
maior que a encontrada (35,8 pg comparada a 11,8 pg) com uma dosagem
aproximadamente 1500 vezes menor que a administrada oralmente ( 500 pg
comparado a 750 mg/dia) via comprimidos de MTZ, em apenas 1 hora apés a
administracdo. Isso mostra a vantagem do sistema proposto, reduzindo a dosagem
administrada e dessa forma reduzindo os efeitos colaterais ao paciente como havia

sido proposto.

4.4. CONCLUSOES

Nos testes microbiolégicos com as membranas de CA, SA/PEO, QUI/PEO
com e sem reticulacao, e com incorporagédo do farmaco metronidazol, a presenca de
um halo de inibicdo frente a bactéria anaerdbica A. actinomycetemcomitans, foi
observado. Esses resultados indicam que o farmaco nédo perdeu sua agao ao ser
submetido ao processo de eletrofiacdo, mantendo-se ativo contra a bactéria
anaerdbica testada, presente em bolsas periodontais.

Nos testes citotoxicoldgicos realizados, as membranas de QUIT/PEO
reticuladas com vapor de glutaraldeido apresentaram leve grau de toxidade, bem
como as membranas com concentragbes maiores de MTZ (20%). As demais



179

membranas testadas apresentaram resultados positivos, quanto a viabilidade
celular, mostrando-se biocompativeis.

Nos testes de liberacdo do farmaco metronidazol, realizados nas
membranas de nanofibras de SA/PEO, e de CA revestida de SA/PEO, obteve-se o
menor efeito burst, em relacado as membranas de nanofibras de QUIT/PEO e de CA
revestidas com QUIT/PEO. As membranas de CA, revestidas de SA/PEO,
apresentaram uma reducdo no efeito burst de 14% em relacdo a membrana de
SA/PEOQO, provavelmente devido a barreira fisica causada pela camada adicional de
nanofibras. As membranas de SA/PEO e de CA revestidas com SA/PEO
apresentaram os melhores resultados de liberacao do farmaco.

O teste de permeacado do farmaco Metronidazol (utilizado como uma
droga modelo) em epitélio oral fresco de suinos foi realizado, a fim de se verificar a
funcdo de barreira da membrana carregada com o farmaco. No perfil de liberagao
notou-se que as duas membranas de CA revestidas apresentaram perfil e valores
semelhantes, com permeacdo mais lenta que as membranas néo revestidas. As
membranas revestidas também apresentaram um menor Fluxo, um maior Time Lag
e uma menor quantidade de farmaco liberado em 5h. Assim, foi confirmado que o
revestimento agiu de fato como uma barreira fisica adicional a liberagédo de MTZ das
matrizes poliméricas nanoestruturadas estudadas. Esses resultados corroboram com
os obtidos no teste de liberacdo do farmaco em solucdo de saliva artificial sem
barreira epitelial. Nos testes de permeacdo com os dispositivos desenvolvidos, foi
possivel obter com uma dosagem de MTZ aproximadamente 1500 vezes menor que
a administrada oralmente, uma dosagem in situ do farmaco (comparavel a saliva ou
plasma) aproximadamente 3 vezes maior, em apenas 1 hora apds a administracao.
Isso mostra a vantagem do sistema proposto reduzindo a dosagem administrada e,
dessa forma, reduzindo os efeitos colaterais ao paciente como havia sido
proposto.Todas as membranas apresentaram resultados excelentes nos testes de
permeacdo comparados com a dosagem oral convencional, porém as membranas

de CA revestidas apresentaram uma liberagao mais lenta que as néao revestidas.
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CAPITULO 5
CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS MUCOADESIVOS OBTIDOS
POR ELETROFIACAO

5.1. Testes de Mucoadesao

Dois tipos de teste de mucoadesdo foram realizados: teste dindmico e
estatico. A analise de mucoadesao por adsor¢ao de Mucina é considerado um teste
estatico ja que a amostra fica em repouso durante o ensaio. Os testes de tempo e
forca de Mucoadesdo podem ser considerados dindmicos visto que uma forca é
aplicada em cada caso, cisalhamento e tracdo respectivamente, com o objetivo de
simular as condigbes reais da cavidade bucal onde o material seré aplicado.

5.1.1. Mucoadesao por adsorcao de mucina

O teste de mucoadesdo para comparacao entre as membranas de
nanofibras desenvolvidas foi baseado num método colorimétrico de Schiff (PAS),
utilizando acido periédico (MANTLE E ALLEN, 1978). Assim, determinou-se a
concentragdo de mucina livre, para os estudos da adsorcdo de mucina nas
membranas obtidas com eletrofiagdo de solugdes de polimeros mucoadesivos. Uma
curva de calibragdo padrao para quantificacao de mucina foi construida, e o valor de
mucina livre foi calculado a partir dela, pela leitura de absorbancia no UV-Vis em 550
nm. (HE et al., 1998). Primeiramente colocaram-se as amostras em contato com
solugbes de concentragdo conhecida de mucina. Apés 1 hora de incubacao, estas
foram retiradas e a quantidade livre de mucina na solucao residual foi calculada pela
diferenca entre os valores inicial e final. Este método baseia-se na interagdo da
mucina com o material mucoadesivo; a mucina aderida na amostra € quantificada
pela diferenca entre a quantidade inicial e a quantidade livre no final (sobra).

Na Figura 5.1 estdo os resultados comparativos de mucoadesdo, por
adsorcdo de mucina, entre as membranas de nanofibras mucoadesivas

desenvolvidas. Pode-se observar que todas as membranas tém a capacidade de
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adsorver a mucina, o que é atribuido a interacao entre esta e a amostra, devido a

ocorréncia de mucoadesao.

80,00 -

70,00 -

60,00

~ 50,00 -

40,00 - W Quitosana/PEQ

O CArevestida SA

Adsorgao (%

30,00 OAlginate/PEO

M CArevestida Quitosana

0,25 0,375 0,5 1
Concentragdo de Mucina (mg/mL)

Figura 5.1. Resultados comparativos de mucoadesdo, por adsorcdao de mucina, entre
membranas eletrofiadas. (ANOVA Test. QUIT/PEO? SA/PEQ®; CA revestida QUIT®®, CA revestida

SA°. As mesmas letras indicam que ndo ocorreu diferenca estatistica significativa entre os diferentes
tipos de membrana (p<0,05)).

Foi demonstrado no trabalho de He et al. (1998) que a quantidade de
mucina adsorvida em microesferas de quitosana aumenta quando aumenta a
concentragdo da mucina, o que também foi observado em nosso estudo.

Verificamos que a membrana de nanofibras de QUIT/PEO foi a que
apresentou melhor performance de mucoadesédo, com uma faixa de adsorgao de 28
a 75% entre as varias concentracoes iniciais de mucina.

As membranas de nanofibra de acetato de celulose recobertas com
nanofibras de QUIT/PEO também apresentaram bons resultados, na faixa de

adsorcao de 26 a 62%, entre as varias concentracdes iniciais de mucina.
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A faixa de adsorcdo de mucina pelas membranas de CA revestida de
QUIT (20 - 59%) e pelas membranas de SA/PEO (13 - 62%) foram as mais baixas, o
que significa menor grau de mucoadesao, em comparacao as demais.

Tanto a membrana de CA revestida com SA como a de SA/PEO séao
reticuladas, o que diminui a flexibilidade das cadeias e a disponibilidade de grupos
de ligacado com a mucina nestas cadeias polimérica.

Segundo Figueiras et al. (2007), a flexibilidade € um dos parametros
importantes no mecanismo de interpenetracao e de entrelacamento das cadeias. Os
polimeros altamente solUveis em agua e com funcionalidade maior que 2 adquirem a
capacidade de formar ligagdes cruzadas e, consequentemente, sofrem uma
diminuicdo da mobilidade individual de suas cadeias poliméricas. Com isso, a
quantidade de grupamentos quimicos disponiveis para adsorcao ira diminuir com
uma quantidade crescente do grau de reticulagdo, diminuindo também a forca
mucoadesiva (FIGUEIRAS et al., 2007).

Neste teste, o melhor resultado foi obtido pela membrana de nanofibras de
QUIT/PEO que provavelmente deve-se a forte interagcao dos grupos livres ( NH3") da
quitosana catiébnica com a mucina anionica pois o elevado niumero de moléculas de
acido sialico e agucar presentes na estrutura da mucina, coferem a mesma uma
acentuada carga negativa. Consequentemente, a interacado eletrostatica com as
cargas presentes na mucina pode favorecer a absor¢ao dessas particulas através do
muco e aumentar sua internalizagdo pelas células epiteliais, as quais também sao
carregadas negativamente. A forte interacdo eletrostatica entre os dois grupos, além
da grande area de superficie da membrana devido as nanofibras, promoveu uma
membrana com mucoadesao superior aos materiais encontrados na literatura até o

momento.
5.1.2. Tempo de Mucoadesao
A Tabela 5.1 exibe o tempo médio de mucoadesao para as membranas

nanoestruturadas mucoadesivas. Verifica-se que as membranas de SA/PEO e de
CA revestidas com SA/PEO apresentaram o maior tempo de mucoadesao, dentre os
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outros grupos, mantendo-se fixas a mucosa durante as 24 horas de
acompanhamento do teste, Figura 5.2.

Diferentemente dos resultados observados no teste de mucoadesao por
adsorcdo de mucina, vistos anteriormente, as membranas de QUIT/PEO e de CA
revestidas com QUIT/PEO apresentaram os menores tempos de mucoadesao. Isto
provavelmente ocorreu pela caracteristica do teste, j& que neste a solucao de saliva
artificial ndo continha mucina, que € o componente principal no teste anterior.

Dessa forma, como citamos anteriormente, a mucina tem um papel
fundamental nas ligacdes com a quitosana devido a caracteristica catibnica da
quitosana e anibnica da mucina. Nao podemos afirmar neste caso, que esta é a
razdo fundamental para a diferenga entre os resultados visto que a natureza do teste
é totalmente diferente. No teste em questdo (Tempo de Mucoadeséo) tem-se uma
forca de cisalhamento aplicada a membrana favorecendo seu descolamento, ao

contrario do teste anterior que é estatico.

Tabela 5.1. Valores médios para Tempo de Mucoadesdo (n=6) para membranas

nanoestruturadas.
Membrana Tempo Mucoadesao (h)
QUIT/PEO 9,5+10,6°
CA Revestida QUIT 6,1+2,0°
SA/PEO 24+0°
CA Revestida SA 2410°

ANOVA / Kruskal-Wallis Test. As mesmas letras indicam que ndo ocorreu diferenca estatistica
significativa entre os diferentes tipos de membrana. P<0,0001

Os resultados de tempo de Mucoadesao entre as membranas de SA/PEO
revestida com SA apresentaram diferenga estatisticamente significativa comparada
com as membranas de QUIT/PEO revestida com QUIT.

Durante o teste, o comportamento das membranas também foi
monitorado. A membrana de CA revestida com QUIT apresentou o descolamento
das camadas ja citado anteriormente, diferente da membrana de CA revestida com

SA que se manteve integra até as 24 h de observacdo. A membrana de SA/PEO
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apresentou um intumescimento observavel, porém permaneceu intacta e foi possivel

seu descolamento da mucosa apds 24 horas do teste, Figura 5.2.

Figura 5.2. Membranas aderidas a mucosa oral suina ao final do teste de Tempo de
Mucoadeséao (ap6s 24 h em banho 37°C e em agitacdo 50 rpm) sendo (a) membrana de CA
revestida de SA, (b) membrana de SA/PEO e (c) imagem mostrando descolamento forgado
da membrana de SA/PEO com espatula.

Com base nestes resultados verifica-se que as membranas de SA e a
revestida com SA sdo as que mais resistirdo aos movimentos da saliva dentro da
cavidade oral, permanecendo mais tempo aderidas a mucosa.

5.1.3. Forca de Mucoadesao

Os resultados para forca de destacamento e trabalho de Mucoadesao
podem ser consultados na Tabela 5.2.

A estatistica realizada seguiu uma analise Kruskal-Wallis Test
(Nonparametric ANOVA). Os resultados de forca de destacamento néao
apresentaram diferenga significativa entre as membranas. Para os resultados de
trabalho de Mucoadesdo, foi observada uma diferenca significativa entre as
membranas de SA e de CA revestida com QUIT.

A forca de destacamento, pico maximo da curva de Forga x tempo, €
considerada dependente da formacdo de ligacbes de hidrogénio entre os
grupamentos funcionais do adesivo e o muco (PARK et al., 2002). Dessa forma
propbe-se que a membrana de SA/PEO apresenta um potencial de ligagdo de

hidrogénio um pouco superior as demais membranas.
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Os valores para trabalho de mucoades&do também sao ligeiramente
maiores para as membranas de SA/PEO, o que sugere que ha outras ligacbes
quimicas que também sao responsaveis por esse mecanismo. Ponchel et al., 1987,
sugerem que o trabalho de aderéncia também é dependente da interpenetracao das
cadeias para o muco. O grau de interpenetracdo é maior em concentracdes mais
elevadas de polimero mucoadesivo na formulacdo, devido ao aumento do
intumescimento do polimero. Isto resulta num aumento do entrelagamento fisico
responsavel por uma curva mais ampla forgca / distancia e, portanto, pelo aumento
dos valores de trabalho de aderéncia. Como ja citado anteriormente no teste de
tempo de Mucoadesédo, verificou-se visivelmente um maior intumescimento da
membrana de SA/PEO em relagdo as demais membranas apds as 24 h do teste. Os
resultados obtidos apresentam um desvio grande, o que pode ser justificado pela
variagcao inerente entre as amostras de membranas de nanofibras devido a sua
estrutura multicamadas, como visto no Cap 3 deste trabalho. Esta estrutura
multicamadas formada pela deposicdo continua da nanofibras secas no coletor,
seguindo movimento helicoidal aleatério, contribui para pouca compactacao entre as

camadas e alta variabilidade, causando grande variagao entre as amostras do teste.

Tabela 5.2. Valores médios para Forga de destacamento e Trabalho de Mucoadesao (n=6)

para membranas nanoestruturadas.

Trabalho Mucoadesao

Forca destacamento (N) (N.mm)
QUIT/PEO 0,2610,16% 0,93+0,63%
CA Revestida QUIT 0,11+0,02° 0,21+0,04°
SA/PEO 0,28+0,22° 0,96+0,54°
CA Revestida SA 0,10+0,03% 0,23+0,08%

ANOVA / Kruskal-Wallis Test. As mesmas letras indicam que ndo ocorreu diferenca estatistica
significativa entre os diferentes tipos de membrana. Cada parametro foi avaliado separadamente.
P<0,05

Durante o teste, o comportamento das membranas também foi
monitorado. As membranas de CA revestidas, tanto com SA quanto com QUIT,

apresentaram descolamento das camadas durante o ensaio. Este descolamento néo
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foi em 100% das amostras, mas ocorreu numa frequéncia significativa. A Figura 5.3
mostra parte da membrana de CA revestida com QUIT que ficou aderida a mucosa,
apos a finalizagao do teste de tracao.

Figura 5.3. Parte superior da membranas de CA revestida com QUIT ainda aderidas a
mucosa oral suina ao final do teste de Forca de destacamento e Trabalho de Mucoadesao.

Este resultado ja era esperado apds as observagdes do comportamento
das membranas revestidas, nos testes anteriores. Apesar do trabalho realizado com
0 objetivo de aumentar a coesdo entre as camadas de diferentes polimeros
eletrofiados layer-by-layer, eles n&o apresentaram o efeito desejado, quando a forga
é realizada no sentido da deposi¢do das camadas no coletor durante a eletrofiagao.

Salientamos que, quando o dispositivo for utilizado na cavidade oral
durante o processo de liberacdo do farmaco, a forca presente sera a de
cisalhamento, simulada no teste de tempo de Mucoadesdo. A forgca de
destacamento somente sera realizada sobre o dispositivo no momento da sua
retirada.

Considerando que as duas forcas (cisalhamento e destacamento) séo
importantes para a performance do produto, caso haja o desenvolvimento comercial
do mesmo, a membrana de SA/PEO apresentou os melhores resultados.

Podemos comparar os resultados obtidos com valores encontrados na
literatura, para forga de destacamento em teste de mucoadesdo. No trabalho de
Bernkop-Schnirch et al. (2001), foram encontrados resultados de 75 mN para forga
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maxima de destacamento, para discos de alginato preparados por compressao; e no
trabalho de Roldo et al. (2004), resultados de 0,1mN para forca maxima de
destacamento para discos de quitosana, de baixa massa molar, também preparados
por compressao. Estes resultados comparados com os obtidos de 280 mN, para as
nanofibras de SA/PEO e de 260 mN para as nanofibras de QUIT/PEO, mostram que
como proposto no trabalho, as membranas de nanofibras apresentam performance
de mucoadesao superior aos dispositivos encontrados na literatura preparados por

outras técnicas.

5.2. Conclusoes

Excelentes resultados foram obtidos, tornando possivel uma avaliacao
comparativa do poder de adesdao das membranas estudadas. Os melhores
resultados foram obtidos com as membranas puras (sem revestimento) e revestidas
de QUIT/PEO, provavelmente devido a forte interacdo dos grupos livres (NH3") da
quitosana catibnica com a mucina aniénica. O teste de tempo de Mucoadesao
mostrou melhores resultados para as membranas puras (sem revestimento) e
revestidas de SA/PEOQ. Neste teste, a forca de cisalhamento aplicada a membrana
aderida na mucosa oral suina simula os movimentos da saliva na cavidade oral. No
teste de Forca de Destacamento e Trabalho de Mucoadesdo, as membranas sem
revestimento de SA/PEO e QUIT/PEO foram as que exibiram melhor performance.
Neste teste uma forca de tracado na direcdo da deposicédo das fibras € aplicada na
membrana simulando a forga realizada para retirada do dispositivo na cavidade
bucal. As membranas revestidas apresentaram fragilidade entre as camadas, o0 que
interfere nos resultados de a adeséo, pois as camadas se separam entre si antes da
camada adesiva se soltar da mucosa, portanto, ndo sdo recomendadas.
Salientamos que as os resultados de forca de mucoadesao encontrados nos testes
realizados para as nanofibras mucoadesivas desenvolvidas apresentaram
performance de mucoadesao superior aos dispositivos encontrados na literatura

preparados por outras técnicas.
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CAPITULO 6

CONCLUSAO GERAL

Com base em todos os resultados obtidos a membrana de nanofibra mais
adequada para aplicacdo proposta em doencas periodontais € a de SA/PEO da
seguinte forma:

e Solucéao polimérica de 4% SA/PEQO (60:40) com 5% etanol

e Condicdes de processo de eletrofiacdo V=20kV, D=15 cm, v=1ml/h,
R=2500 rpm

e Com adicao de 10% MTZ

e Reticulada por atomizacdo com solucdo 10% CaCl, e solugcao 3,5%
quitosana.

Elas apresentaram nanofibras homogéneas e livres de defeitos,
membranas bem formadas, formacao do perfil de liberacdo do farmaco adequado
com e sem barreira epitelial, resultados positivos quanto a testes microbiolégicos,
sao biocompativeis pelos resultados nos testes citotoxicol6gicos e apresentaram as
melhores performances de Tempo e Forga de mucoadesdo, superando o0s
resultados das demais membranas.

A membrana de nanofibras de SA/PEO final obtidas neste trabalho
apresenta-se eficaz como agente liberador de Metronidazol, podendo ser utilizada
como possivel dispositivo para auxiliar no tratamento de doencgas periodontais como
proposto. Esta membrana com 10% MTZ com uma dosagem aproximadamente
1500 vezes menor que a administrada oralmente (via comprimido) alcangaram uma
dosagem in situ do farmaco (comparavel a saliva ou plasma) aproximadamente 3
vezes maior em apenas 1 hora apds a administracdo. Isso mostra a vantagem do
sistema proposto reduzindo a dosagem administrada e dessa forma reduzindo os
efeitos colaterais ao paciente como havia sido proposto.

Enfatiza-se que o metronidazol foi utilizado como droga modelo e que a

incorporacdo de outro farmaco € possivel, estendendo as possibilidades de
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utilizacao do dispositivo para liberacao de qualquer outra droga via mucosa bucal,
sendo necessarios apenas testes especificos para cada farmaco.

As outras trés membranas finais desenvolvidas também podem ser
utilizadas como dispositivos liberadores de Metronidazol. Elas podem ser utilizadas
em diferentes tipos de aplicacdo, pois cada uma apresenta uma caracteristica
propria, bem explorada durante o trabalho. As membranas de SA/PEO e QUIT/PEO
sao bioabsorviveis, podendo ser submetidas as aplicacdes intra e extracorpéreas.
Devido a natureza nao bioabsorvivel do Acetato de Celulose, as membranas
contendo esse material ndo poderdao ser utilizadas em aplicagdes intracorporeas.
Varias concentracdes do farmaco nas quatro membranas podem ser moduladas ja

que a adicdo do mesmo nao alterou as caracteristicas das nanofibras.
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SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

A continuacao destas pesquisas visa:

. Obter nanofibras coaxiais de SA/QUIT/PEO, com o objetivo de
controlar a barreira de difusdao da droga em mucosas diferentes.

o Incorporar o farmaco MTZ no “core” da nanofibra coaxial, realizar
testes de liberagdo e permeacdo deste farmaco e comparar com o0s
resultados obtidos neste trabalho.

o Realizar testes in vivo, induzindo a formagdo da periodontite em

camundongos e avaliar a agao da membrana desenvolvida.
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