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Resumo. O objetivo desse trabalho foi produzir e caracterizar filmes de alginato em mono e bicamada, com
diferentes graus de reticulacdo, para investigar seu potencial na absor¢do e liberacdo controlada de
sinvastatina, a fim de ser utilizado como curativo. Os filmes foram caracterizados pelo peso, espessura, pH da
surperficie, teor de umidade, Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Pelos resultados obtidos foi possivel observar que apés o
processo de reticulagdo os filmes ficaram mais rigidos e mais fortes, embora menos elasticos. Foi possivel obter
filmes com boa reprodutividade e com potencial para aplicacdo como curativos, em fungdo na mudanca da
estrutura morfoldgica das camadas, causada pela reticulacao.
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1. INTRODUCAO

O alginato ¢ um polissacarideo produzido basicamente por duas fontes: sintese por
bactérias ou extracdo de algas marinhas marrons, geralmente, das espécies Laminaria
hyperborea, Ascophyllum nodosun e Macrocystis pryifera. As diferentes fontes de extracéo
podem divergir nas proporc¢des dos acidos manurénico (M) e gulurénico (G). Essa razdo M/G
influencia diretamente nas caracteristicas fisico-quimicas de gelificacdo, propriedades anti-
inflamatdrias e na liberacdo e encapsulacdo de moléculas alvo. O alginato por ser
biocompativel, inerte, facilmente disponivel e possuir um baixo custo, tem sido utilizado na
area de biomateriais (Ghosal, et al., 2019) e ja comercialmente para producdo de curativos
(Curatec, Algikura, Kaltostat, Biatain, Suprasorb entre outros).

Visando melhorar as propriedades desses curativos tem-se buscado a adi¢do de farmacos
de modo a produzir matrizes bioativas. A sinvastatina € uma estatina que atua inibindo a
hidroximetilglutaril coenzima A  redutase, sendo comumente utilizado como agentes
hipocolesterolémicos em doencas cardiovasculares. Recentemente, seus efeitos terapéuticos
de atividade anti-inflamatoria, anti-trombogenica, antioxidante e funcdo restauradora, tem
sido estudada, revelando-se assim um promissor farmaco para o tratamento dérmico (AL-
GHOUL et al., 2014; YASASVINI et al., 2017).

Os curativos bioativos modernos (matrizes com propriedades bioldgicas e liberacéo
controlada de farmacos) devem ser capazes de atuar na manutencdo das condigdes desejadas
para cicatrizacdo (alta umidade e remocdo do exsudato) sem a necessidade de trocas
constantes (que causam dores e desconforto) (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015).

Atualmente a maioria desses curativos sdo produtos em monocamadas (WANG et al.,
2017). Porém curativos na forma de filmes em multicamadas podem ser bastante
interessantes, pela possibilidade de modulacéo da liberagdo do farmaco, devido as barreiras
fisicas formadas pelas cadeias poliméricas de cada camada, modificando sua estrutura
morfologica e alterando a taxa de difusdo dos farmacos através do curativo (THU;
ZULFAKAR, 2012).
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Dessa forma o objetivo do trabalho foi produzir e caracterizar filmes de alginato em
monocamadas e bicamadas, investigando seu potencial na absorcéo e liberacdo controlada de
sinvastatina, para ser utilizado como curativo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Para producdo dos filmes foi utilizado alginato de sodio (1347, lote 90874, Dindmica) e
como agentes plastificante e reticulante foram utilizados, respectivamente, glicerol (V000123,
lote DCBD2144V, Sigma-Aldrich) e CaCl,.2H,O (C8103, lote DCBC6675V, Sigma-
Aldrich).

2.2 Preparacao dos filmes
Preparacdo do filme tipo monocamada

Para a producdo do filme em monocamada misturou-se uma solucdo 5% (m/v) de
alginato e 0,5% (v/v) de glicerol até a completa homogeneizacéo, em seguida realizou-se uma
prévia reticulacdo com adicdo gradativa de 20mg de CaCl,.2H20 por 30 min a 900 rpm. 25 ¢
dessa solucdo foram transferidas para placa de Petri (9 cm de diametro) e colocada em uma
estufa a 40 °C por 10 h (primeira secagem), formando o filme. Em seguida, o filme em
monocamada foi reticulado por imersédo durante 20 min em uma solugéo aquosa de 4 % (m/v)
de CaCl,.2H>0, lavado para retirada dos ions célcio ndo reticulado e seco por 24 h a
temperatura ambiente (segunda secagem).

Preparacao do filme tipo bicamada

Para a producdo do filme tipo bicamada foi realizado inicialmente o mesmo
procedimento do filme em monocamada. Em seguida adicionou-se sobre o filme seco 25 g de
uma solucdo 5% (m/v) de alginato e 0,5% (v/v) de glicerol pré-reticulado pela adicdo
gradativa de 40mg de CaCl».2H,0, formando uma camada superior. Apos a adicéo, o filme
com o gel sobreposto foi colocado novamente pra secar na estufa a 40 °C por 10 h, formando
assim o filme em bicamada. O filme em bicamada foi entdo reticulado por imersao durante 20
min em uma solucdo aquosa de 4 % (m/v) de CaCl..2H,O. Em seguida, foi realizada a
lavagem e seco por 24 h a temperatura ambiente.

2.3 Caracterizacgao dos filmes
Peso

Para avaliar o peso dos filmes preparados, 3 Amostras de 2cmx2cm (recortados dos
filmes) foram pesados em uma balanca digital.

Espessura
A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um paquimetro digital com precisdo de

0,01 mm. Os resultados foram obtidos por meio da média aritmética de 10 leituras em pontos
aleatdrios de cada filme.
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PH da superficie

Para determinar o pH da superficie, 3 Amostras de 2cm x 2cm (recortados dos filmes)
foram colocadas em 3 beckers diferentes com 15 mL de agua destilada e agitados a uma
rotacdo de 200 rpm e o pH da solucdo foi medido, de modo a obter de forma indireta as
caracteristicas de cargas dos filmes.

Teor de umidade

O teor de umidade foi obtido por método gravimétrico. 3 Amostras de 2cm X 2cm
(recortados dos filmes) foi acondicionada em uma estufa a 105 °C, sendo pesados a cada 10
minutos até massa constante. Determinando-os usando a seguinte equacao:

Teor de umidade =[(Peso inicial do filme - Peso final do filme) / Peso inicial do filme] x
100

Grau de intumescimento

Para detectar a capacidade de dilatacdo, 3 Amostras de 2cm x 2cm (recortados dos
filmes) foram colocados em tampéo Tris pH 7,0 a 25°C. As amostras foram removidas do
meio apos 5 min, 15 min e 30 min e depois com intervalos de 30 minutos até o grau de
intumescimento se manter constante. A agua na superficie da amostra foi retirada com papel
antes de cada pesagem. O Grau de intumescimento foi calculado pela seguinte equacéo:

Grau de intumescimento = [(peso do filme no tempo final - peso do filme no tempo zero)
/ peso do filme no tempo final] x 100

Estabilidade

Para detectar a estabilidade das formulagdes, 3 Amostras de 2cm x 2cm (recortados dos
filmes) foram colocados em tampédo Tris pH 7,0 a 25°C e agitadas com o auxilio de um
agitador magnético. Os filmes foram removidos com intervalos de uma hora, retirando em
cada medicdo a dgua da superficie.

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR)

A fim de verificar as caracteristicas estruturais dos filmes foram realizadas analises de
espectroscopia de infravermelho por um espectrofotdmetro (Agilent Technologies, Cary 630).
Foram analisados espectros entre 650 a 4000 cm-1 com resolucdo de 8 cm-1 e acimulo de 32
varreduras.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os filmes foram avaliados quanto a microestrutura de sua superficie. As amostras dos
filmes de 0,5 cm x 0,25 cm foram afixadas em suportes cilindricos de aluminio e,
posteriormente, recobertas com uma fina camada de ouro por equipamento metalizador
(Metalizadora QT150 ES - Quorum) para conferir condutividade. As ampliacdes das imagens
dos filmes foram observadas em microscépio eletrénico de varredura (Quanta 450 FEG - FEI)
com resolucdo nominal de 1nm.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo de 25 g de gel foi ideal para moldar o curativo na placa de Petri, produzindo
filmes homogéneos, sem a presenca de aglomerados ou particulas ndo dissolvidas. Além
disso, apresentaram facilidade e desprendimento das placas.

3.1 Peso

A media do peso das amostras da camada superior, inferior e da bicamada estéo
dispostos na Tabela 1, na qual se pode observar uma pequena variacdo do peso entre a camada
superior e inferior, essa diferenca se deve ao processo de pré-reticulagdo (Ghosal, et a., 2019),
pois a maior concentracdo de CaCl..2H>O (na Camada superior) aumentou a interligacéo
entre as cadeias poliméricas tornando o filme um pouco mais rigido e pesado. J& o filme em
bicamada apresentou maior peso por utilizar uma maior quantidade de alginato para sua
producao.

Tabelal: Peso médio das amostras dos filmes.

Peso médio das amostras dos filmes (g)

Camada superior 0,123 + 0,006
Camada inferior 0,111 + 0,002
Bicamada 0,269 + 0,015

3.2 Espessura

A espessura media dos filmes da camada superior, inferior e da bicamada estdo dispostos
na Tabela 2. Nele se observa que apesar da diferenca na pré-reticulacdo, ndo houve variacéo
significativa entre as espessuras dos filmes da camada superior e inferior. J& o filme em
bicamada apresentou uma espessura maior e menos uniforme. Uma caracteristica desejavel
em curativos é que estes ndo sejam maiores que a espessura da pele (BIERHALZ; WESTIN;
MORAES, 2016), ela varia entre 0,5 e 2 mm dependendo da idade, sexo e do local em que
estd presente. Desse modo, os filmes se encontram na faixa de aplicabilidade para utilizacdo
como curativos em relacdo a sua espessura.

Tabela 2: Espessura média dos filmes

Espessura média dos filmes (mm)

Camada superior 0,436 = 0,02
Camada inferior 0,446 + 0,019
Bicamada 0,921 +£ 0,101

3.3 pH

A media das medicGes de pH das amostras da camada superior, inferior e da bicamada
estdo dispostos na Tabela 3. Observa-se que todas apresentaram um pH entorno de 6,7 em
agua destilada. Esse valor de pH é positivo para aplicagdo como curativo, pois pelo fato do
pH da pele ser levemente acido (entre 4,7 e 5,75) ndo ocorrera irritacdo apds a administracdo
dos filmes (Ghosal, et a., 2019). Importante destacar que feridas cronicas possuem um pH
mais alcalino (entre 7,15 e 8,9), esse pH mais elevado resulta em uma cicatrizagdo mais
demorada (MENOITA et al., 2011), desse modo o contato com o pH mais baixo da superficie
do filme ird ajudar na cicatrizacao.
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Tabela 3: pH da superficie dos filmes

Grau de intumescimento%

Camada superior 6,7 £ 0,01
Camada inferior 6,67 £ 0,011
Bicamada 6,66 + 0,006

3.4 Teor de umidade:

O teor de umidade médio das amostras da camada superior, inferior e da bicamada
estd disposto na Tabela 4 e o seu comportamento em funcdo do tempo na Figura 1. Pode-se
observar que a maior concentragcdo de CaCl2.2H>0 na pré-reticulagcdo da camada superior
diminuiu um pouco o teor de umidade, isso ocorre por que a reticulacdo influencia na
quantidade de agua contida em um filme (GAO; POLLET; AVEROUS, 2017), tornando-os
menos sollveis em meio aquoso e consequentemente diminuindo seu teor de umidade. Ja a
bicamada apresentou maior teor de umidade, devido a maior quantidade de alginato que se
associam as moléculas de agua. O teor de umidade é uma importante medida, pois influencia

as trocas gasosas, a absorcdo de exsudatos e a liberacdo de farmacos (BOATENG et al.,
2008).

Tabela 4: Teor de umidade dos filmes

Teor de umidade %

Camada superior 25,36 £ 0,01

Camada inferior 28,77 £ 0,024

Bicamada 37,16 + 0,018
CAMADA INFERIOR CAMADA SUPERIOR

Teor de umidade (%)
- {
Teor de umidade [%])

Tempo (minutos) Tempo [minutos)

BICAMADA

Teor de umidade (%)

L ——
20 50 an 10

Tempo [minutos)

Fig 1: Teor de umidade dos filmes em funcéo do tempo

376



62 Edicdo do Workshop de Biomateriais, Engenharia de Tecidos e Orgéos Atrtificiais
29 a 31 de Outubro de 2019 - Sao Paulo - SP - Brasil

3.5 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento médio das amostras esta disposto na Tabela 5 e seu
comportamento em funcdo do tempo na Figura 2. Pode-se observar que os filmes tiveram um
alto grau de intumescimento. Ressaltando que, apesar de possuirem espessuras semelhantes, a
camada inferior obteve maior grau de intumescimento que a superior, pois, como observado
nos resultados de teor de umidade, a maior concentracdo de CaCl,.2H>0 influencia
negativamente na solubilidade em meio aquoso. Verifica-se também que, devido a sua maior
espessura e quantidade de alginato, o filme em bicamada apresentou um maior grau de
intumescimento.

O intumescimento no alginato € facilitado pelos grupos carboxilato que se associam
fortemente as moléculas de agua. Segundo Pascalau et al., (2012) é importante estudar o
comportamento da hidratacdo em filmes, pois essa hidratacdo permite a liberacdo de
moléculas de farmacos. Dessa forma, o comportamento do grau de intumescimento influencia
na taxa de liberacdo de medicamentos em curativos bioativos.

Tabela 5: Grau de intumescimento dos filmes

Grau de intumescimento%

Camada superior 77,09 £ 0,009

Camada inferior 77,32 +0,018

Bicamada 85,41 + 0,015
CAMADA INFERIOR CAMADA SUPERIOR

Grau de intumescimento (%)
Grau de intumescimento (%)

wn ap & E e e 140 50 HEh) e

Tempo [mi.l.'l'utc;si ) Tempe (minutos)

BICAMADA

Grau de intumescimento (%)

ac 100 120 140 1sc e 200
Tempo (minutos)

Fig 2: Grau de intumescimento dos filmes em fungéo do tempo.
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3.6 Estabilidade

Segundo Boateng et al. (2008) sdo caracteristicas desejaveis em um curativo moderno a
absorcdo do excesso de exsudatos, o auxilio na sintese dos tecidos conectivos, e a
possibilidade de liberagdo de compostos bioativos. Dessa forma se faz necessario que o
curativo permaneca estadvel durante o decorrer da cicratizagdo. A Figura 3 mostra a
estabilidade da camada inferior, superior e bicamada por um periodo 72 h (3 dias),
observando-se que os filmes se mantém estaveis.

CAMADA INFERIOR

0.400 CAMADA SUPERIOR
’ 0,600
0,350 e - = > R . . R
0500 H—
0,300
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L] —
- ]
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p
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0,050
0,000 0,000
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BICAMADA
3,000
2,500 f: = = * *
2,000
C l
L1}
o
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o
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Fig 3: Estabilidade das amostras em funcao do tempo.

3.7 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

A Figura 4 mostra os espectros de FTIR das camadas inferior, superior e bicamada, nela
se pode verificar cinco picos distintos. As bandas entre 3200-3500 cm™, relacionadas as
vibracGes de estiramento de grupos —OH (LI et al., 2012). Ja as vibragGes dos ions
carboxilicos (COO-) sdo observadas em dois picos distintos: estiramento assimétrico em torno
de 1593 cm™ e estiramento simétrico em 1418 cm?® (MUKHOPADHYAY et al., 2013)
Menores picos foram observados nas bandas proximas a 2930 e 1325 cm™. A primeira banda
esté relacionada a vibragédo por estiramento por grupos saturados de C-H (REN et al., 2016) e
a segunda a vibracdo por flexdo dos grupos —OH (KUILA; RAY, 2014). O ultimo pico, em
torno de 1032 cm-1, é relacionado ao estiramento vibracional simétrico de grupos C-O-C
(REN et al., 2016). Os picos observados estdo de acordo com os resultados de outros
autores em materiais a base de alginato (KUILA; RAY, 2014; REN et al., 2016).
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Fig 4: Espectros de FTIR dos filmes

3.8 Microscopio Eletronico de Varredura (MEV)

Na Figura 5 estdo apresentadas as micrografias obtidas no MEV para a superficie dos
filmes. Analisando as microscopias pode se observar que os filmes apresentaram uma
superficie com ondulagdes, sendo positivo, pois essas ondulagdes sdo importantes, pois
aumentam a superficie de contato do filme com a pele. Também é possivel verificar cristais
dispersos no filme, provavelmente formados pelo excesso de ions Ca®* que n&o reticularam a
matriz polimérica e, mesmo apo6s a lavagem das amostras, ndo foram eliminados. Resultados
similares foram encontrados por Bierhalz et al. (2014) em filmes de alginato reticulados com
bério, neles cristais de fons Ba?* permaneceram sob a superficie das amostras. Outra
observacdo importante é a auséncia de poros nas estruturas, essa auséncia € favoravel em
curativos, pois assim se previnem penetracfes diretas de micro-organismos nos ferimentos
(BUENO et al., 2014).

Fig 5: Micrografias das superficies: a) camada inferior, b) camada superior e c) bicamada
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4. CONCLUSAO

Com o presente estudo foi possivel obter filmes homogéneos e de facil manuseio para
aplicacdo como curativos. Em que de modo geral, tanto os filmes em monocamada quanto o
filme em bicamada, apresentaram grande parte das caracteristicas desejadas para serem
aplicados como dispositivos para liberacdo de farmacos, como a sinvastatina, e com potencial
para aplicacdo como curativos.
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Abstract. The objective of this work was to produce and characterize single and bilayer alginate films, with
different degrees of crosslinking, to investigate their potential for absorption and controlled release of
simvastatin in order to be used as a dressing. The films were characterized by weight, thickness, surface pH,
moisture content, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Scanning Electron Microscopy
(SEM). From the results obtained it was possible to observe that after the crosslinking process the films
became stiffer and stronger, although less elastic. It was possible to obtain films with good reproducibility
and potential for application as dressings, due to the change in the morphological structure of the layers,
caused by the crosslinking.

Keywords: Alginate, Simvastatin, Dressings
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