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Resumo

Nos ultimos anos, grande destaque tem sido dado para o uso de materiais poliméricos em diversas

areas. Estes materiais podem ser empregados na producdo de suportes para o crescimento celular e na sintese
de sistemas mucoadesivos de liberacdo de farmacos, os quais podem promover o direcionamento da liberacdo
de forma mais apropriada do ponto de vista cinético. Dentre os polimeros naturais que podem ser utilizados
para estas finalidades estdo a quitosana, o alginato, a goma xantana, a metilcelulose e a carboximetil quitosana,
compostos de uso comum na producdo de membranas e matrizes tridimensionais. Os biomateriais produzidos
devem apresentar caracteristicas especificas, tais como resisténcia mecanica apropriada para a finalidade,
baixa toxicidade, porosidade, biocompatibilidade e adesdo adequada ao tecido no qual serd implantado. Neste
contexto, este trabalho teve por objetivo comparar diferentes biomateriais poliméricos na forma de membranas
(a base de quitosana e alginato) e hidrogéis (um a base de alginato e goma xantana e o outro a base de
metilcelulose, goma xantana e carboximetil chitosana) para aplicacdo em mucosa, bem como avaliar a
mucoadesividade e estabilidade destas matrizes em fluidos corpéreos sintéticos, além de outras de suas
caracteristicas fisico-quimicas.

Introducao

Os hidrogéis e membranas biopoliméricas configuram-se em redes tridimensionais e, por isso,
possuem caracteristicas bastante interessantes. Podem apresentar permeabilidade apropriada para o transporte
de fluidos e nutrientes, o que faz com que sejam adequados para a utilizacdo em diferentes aplicacdes na area
de engenharia de tecidos. Dependendo se sua composicdo, sdo capazes de se manter estaveis em solucdes
aquosas devido aos diversos tipos de interagdes que os estabilizam estruturalmente (como a reticulacdo ibnica)
e apresentam, muitas vezes, consideravel resisténcia mecanica, especialmente quando se trata de membranas.
Uma caracteristica também desejavel é a adesdo destes materiais a tecidos lesados. A mucoadesividade tem
elevada importancia, pois sua auséncia pode se constituir em fator limitante da capacidade de disponibilizacao
do farmaco. Assim, quanto maior a adesdo entre a mucosa e o dispositivo contendo o farmaco, maiores serdo
as chances de se ter a liberagdo do farmaco requerido na concentracao de interesse.

Diferentes polimeros de origem natural podem ser utilizados para a producdo das matrizes. A
quitosana € um polissacarideo proveniente da desacetilacdo da quitina e suas propriedades ndo tdxicas,
biocompativeis, antibacterianas e biodegradaveis conduziram a aplicacGes significativas nos campos
biomédicos e farmacéuticosi!l. Uma das modificacdes que podem ser realizadas para o aumento da
solubilidade deste polissacarideo em agua é a adicdo de grupos carboximetil a sua estrutura, resultando na
carboximetil quitosana (CMQ), que apresenta maior solubilidade em solu¢fes aquosas que a molécula nao
modificada. Alginatos sdo polissacarideos anidnicos que ocorrem naturalmente nas paredes celulares de algas
marrons, incluindo Macrocystis pyrifera, Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum, e varias cepas de
bactérias (Azotobacter, Pseudomonas)i?. A goma xantana, € solivel em &gua e apresenta boa
biocompatibilidade!®. A metilcelulose (MC) é um dos éteres de celulose comerciais mais importantes e tem
sido usada em muitas aplicac@es industriais. Solu¢fes aquosas deste polimero tém comportamento térmico
singular: a viscosidade da solucdo diminui ligeiramente quando a temperatura aumenta abaixo de um ponto
critico (29 + 2 ° C). O aumento progressivo da temperatura resulta em aumento da viscosidade, conduzindo a
formacéo de um gel termorreversivell*,

Neste trabalho prop6s-se produzir membranas constituidas de quitosana e alginato, dois hidrogéis, um
de alginato e goma xantana e o outro a base de metilcelulose, goma xantana e carboximetil chitosana, visando
sua utilizacdo como matrizes para a liberacdo de farmacos em mucosa. Caracteristicas relevantes dos materiais
para a finalidade proposta foram analisadas.
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Metodologia
Preparo e caracterizacdo das membranas

As membranas foram preparadas em tanque agitado na proporcdo de 1:1 de quitosana (Q) e alginato
(A). A solucdo de Q preparada em solucdo de acido acético a 1% (v/v), foi filtrada e misturada a solucéo
aquosa de alginato na vazdo de 6 mL/min sob agitacdo constante a 500 rpm. O pH da mistura foi corrigido
para 7 com solucdo de NaOH a 2 mol/L. Foi realizada uma primeira reticulacdo i6nica com solucdo aquosa
de CaClz a 0,5%(m/v), seguida de uma etapa de desaeracdo e posterior moldagem em placas. As membranas
foram secas em estufa por 24 h a 37°C, submetidas a reticulagdo secundaria por imersdo em solucgao de CaCl;
a 1%(m/v) por 30 min, lavadas com agua deionizada (Milli-Q Academic, Millipore) por mais 30 minutos e
secas a temperatura ambientel5H(6],

Diametro e espessura das membranas

Os diametros das membranas foram obtidos com o auxilio de uma régua enquanto as espessuras foram
medidas com micrémetro Digimess. Foram analisadas 4 amostras independentes por formulagéo, sendo feitas
10 medigdes para o didmetro em posicGes diferentes e 20 para a espessura. Os valores médios e seus
respectivos desvio-padrdo foram calculados.

Angulo de contato das membranas

O angulo de contato foi medido com um goniémetro (TANTEC). A andlise foi realizada gotejando-se
aproximadamente 0,05 ml de 4gua destilada a temperatura ambiente sobre uma amostra de membrana que foi
previamente cortada e colada em uma placa para facilitar a observacdo da gota. Os valores médios e seus
respectivos desvio-padrdo foram calculados.

Aspecto e morfologia da superficie das membranas
A morfologia das membranas foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV). As
amostras foram congeladas com N2 liquido, fraturadas, fixadas em suportes adequados e metalizadas com ouro.

Capacidade de absorcao de solucdes fisiologicas e perda de massa das membranas

A capacidade de absorcéo das membranas foi testada utilizando-se trés diferentes solucées: 1) solucédo
de saliva simulada composta de 0,8 g/L de NaCl, 1,2 g/L de KCI, 0,19 g/L de CaCl..2H.0, 0,11 g/L de
MgCl, .6H,0, e 0,35 g/L de K;HPO,4 com pH ajustado para 6,81 ; 2) solugdo salina tamponada composta de
2,38 g/L de Na;HPO, , 0,19 g/L de KH2HPO, e 8,0 g/L de NaCl, com pH ajustado para 7,0[81%]; 3) tamp&o
acetato a 100 mmol/L e pH 4,0. As amostras foram colocadas em um dessecador contendo cloreto de litio
(LiCl, 11% de UR) por pelo menos 24 h antes do ensaio. As membranas foram imersas em tubos Falcon
contendo 10 ml das referidas solu¢cdes em uma estufa a 37°C, por diferentes periodos (8 h, 1 dia, 3 dias e 6
dias). ApOs cada periodo, o excesso de fluido foi retirado cuidadosamente e as amostras foram pesadas
novamente (mumida). Para cada fluido e cada periodo, foram utilizadas triplicatas de amostras de 6 cm x 1cm
com massa inicial (miniciar) pré-determinada em balanca analitica.

A perda de massa das formulacgdes foi analisada apds sua exposicdo as mesmas solugdes por 7 dias a
37°C, quando as amostras foram retiradas das solugdes e secas até apresentarem massa final constante (myinai).

A capacidade de absorcéo de solucdes fisiologicas (Abi) foi calculada através da Equacéo 1 em gramas
de solucdo por gramas de membrana seca. Ja a perda de massa (Pi), foi obtida através da Equacao 2, expressa
em termos da fracdo da massa inicial (%).

Api = Mhimida ~Minicial (equagdo 1)

Minicial

Pi = (mminicial_mfinal)x 100 equacio 2
quac.

Minicial
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Preparo dos hidrogeis

Foram preparadas duas formulagdes de hidrogeis. A primeira consistiu de 10% (m/v) de metilcelulose
(MC), 0,5% (m/v) de goma xantana (X) e 0,5% (m/v) de carboximetil quitosana (CMQ)[% . O hidrogel foi
reticulado termicamente em banho, sob temperaturas maiores que 28°C (temperatura de gelificagdo do gel).
O segundo hidrogel era constituido de 1 % de alginato (A) e 2,5% de goma xantana e foi reticulado por imerséao
em solucdo aquosa de CaClz 2 2% por 10 minutos.

Avaliacdo da mucoadesividade dos hidrogéis

Para os ensaios de mucoadesividade foram utilizadas por¢des de mucosa suina, as quais foram
selecionadas por apresentarem grande similaridade com o tecido humanof*Y. As mucosas frescas de porcos
machos recém-abatidos foram imersas em tampéo fosfato a pH 7,4, até 0 momento da analise. Em seguida,
foram recortadas porcdes de retalhos da mucosa bucal, com areas superiores a 1 cm2. Cada amostra de hidrogel
foi colocada no texturdmetro TA.XT plus (Stable Micro Systems SMD, Inglaterra) depois colocada em
contato com a porgdo de mucosa. Estes ensaios foram realizados na Faculdade de Odontologia de
Piracicaba/UNICAMP, com o apoio da equipe da Profa.Dra. Michele F. M. B. Leite.

Para a realizacdo deste ensaio, a mucosa hidratada foi fixada na extremidade inferior da sonda analitica
(10 mm de diametro) com um anel de borracha, em seguida, acondicionou-se as formulacGes em pequenos
recipientes de vidro na base do equipamento. Posteriormente aproximou-se as duas superficies até que elas se
tocassem. Em seguida, a sonda foi deslocada verticalmente na velocidade de 1 mm/s ate que as duas
superficies se separassem, registrando-se a forca e o trabalho requeridos para tal.

Resultados e Discussao
Diametro, espessura, angulo de contato e morfologia das membranas

As membranas apresentaram didmetro medio de (12,7£0,4) cm e espessura de (0,10+£0,01) mm. A
espessura obtida é considerada fina, e provavelmente o uso in vivo do biomaterial ndo seria desconfortavel. O
angulo de contato médio foi de (45%4) °, o que indica, por serem menores do que 90° que as membranas
apresentam carater hidrofilico (12,

A analise por microscopia eletronica de varredura (Figura 1) indicou que as membranas de QA ndo
apresentam poros, mas possuem irregularidades na superficie que podem estar relacionadas com a distribuicao
heterogénea do complexo polieletrolito formado. Analisando os cortes transversais (Figura 1 a, c) também é
possivel notar a estrutura lamelar nas membranas. As membranas imersas em tampao acetato apresentaram
grande capacidade de absor¢do do fluido, provavelmente devido ao fato da solugdo tampéo acetato ser capaz
de solubilizar a quitosana devido a seu pH de 4,0 e a esta ser soltvel em solucfes &cidas. Quando a quitosana
estd combinada com o alginato, ha a formacdo do PEC, com aumento na estabilidade, impedindo que a
membrana seja totalmente solubilizada, mas ocorre uma expressiva absor¢édo de fluido.

Capacidade de absorcéo de solugdes fisiologicas e perda de massa das membranas

Os resultados alcancados para a capacidade de absorcao estdo indicados na Tabela 1. Observa-se que
a membrana apresenta aumento paulatino da absor¢do com o tempo na solugdo salina e em tampéo acetato,
com valores muito mais pronunciados para a segunda solucéo. O biomaterial ndo se mostrou estavel na solugéo
salina tamponada, sofrendo dissolu¢do ja durante as primeiras 8 h de exposicdo, possivelmente em razdo da
alta concentracdo de ions fosfato em sua formulacgdo, que sdo capazes de quelatar ions calcio utilizados na
reticulacdo do alginato presente na membrana, desestruturando-a.

Os resultados do ensaio de perda de massa (Tabela 2) comprovam os dados de absor¢éo, visto que a
membrana que absorve muito fluido tende a se desestruturar e sofrer erosdo durante o periodo de analise ou
ainda durante o periodo de secagem. As membranas imersas em tampdo acetato apresentaram pronunciada
perda de massa, novamente devido ao elevado volume de solucdo absorvido, que provavelmente solubilizou
parte da estrutura.
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s (A,B,C) da membrana de quitosana e alginato 1:1 e visdo de sua superficie (D).

T

Figura 1- Cortes transve

Tabela 1- Capacidade de absor¢do de membranas feitas com alginato e quitosana (1:1).

Solugdes Capacidade de absorgéo (g/g)
8h 1 Dia 3 Dias 6 Dias
Saliva simulada 4,09+0,20 4,59+0,19 5,05+0,31 5,25+0,14
Salina tamponada Degradacéo Degradacéo Degradacéo Degradacéo
Tampédo Acetato 37,96%2,34 44.86+2,73 52,20+0,90 5457+2,93
Tabela 2 - Perda de massa das membranas quando expostas a solu¢es aquosas por 7 dias a 37°C.
Solucgbes Perda de massa (%)
Saliva simulada 4,56+0,88
Salina tamponada Degradacéo
Tampao acetato 18,43+0,94

Mucoadesividade dos biomateriais desenvolvidos

Os resultados alcangados na analise da mucoadesividade dos hidrogéis estdo mostrados na Tabela 3,
e estes foram comparados a dados obtidos anteriormente pela equipe da Profa.Dra. Michele F. M. B. Leite, da
FOP/UNICAMP, para uma pomada bucal conhecidamente mucoadesiva, a OMCILON A ORABASE®,
utilizada em lesGes inflamatorias orais e lesdes ulcerativas resultantes de trauma.

Tabela 5 — Forga maxima e trabalho mucoadesivo das diferentes formulagdes de hidrogéis.

Formulacéo de hidrogel Forca de adesdo (N) | Trabalho de adesdo (N.mm)
A(1%),X(2,5%) Reticulado 0,0533+0,0052 0,021+0,003
A(1%),X(2,5%) Néo reticulado 0,0767+0,0137 0,133+0,008
MC(10%),X(0,5%), MQ(0,5%) Reticulado 0,1038+0,0283 0,248+0,040
MC(10%),X(0,5%), MQ(0,5%) Nao reticulado 0,0617+0,0040 0,155+0,020

MC- Metilcelulose, X- Goma xantana, CMQ-Carboximetil quitosana, A — Alginato

Nota-se que o comportamento da amostra de hidrogel reticulado com formulacdo de 10% de
metilcelulose, 0,5% de xantana e 0,5% de carboximetil quitosana é o que mais se aproxima do observado para
a pomada bucal analisada no que se refere a forca de adesao. No caso das membranas, a reticulacdo promoveu
uma diminuigdo no trabalho de ades&o, o que significa que seria mais facil a sua remocao do local de aplicacéo.
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Este fato esta relacionado com a diminuicdo de grupos funcionais que possivelmente interagiriam com a
mucina. Para a OMCILON A ORABASE® foi observado que a forca maxima de adesdo é de 0,0938 N e o
trabalho de adeséo € de 3,49 N.mm em condic¢Bes onde o ensaio de for¢a foi de 0,5 N, por 30 s e velocidade
de 1 mm/s, ou seja, diretamente comparaveis as utilizadas no presente trabalho. Entretanto, o trabalho de
adesdo, para todas as formulagdes, ¢ inferior ao da pomada comercial, o0 que indica que o tempo requerido
para o destacamento do material, uma vez aderido, € muito menor. Ainda assim, a formulacdo MC (10%), X
(0,5%), MQ (0,5%) foi a que mostrou melhor desempenho também neste quesito.

Concluséao

Com este trabalho foi possivel concluir que as membranas A+Q (1:1) apresentaram carater hidrofilico
com superficie lisa e estrutura lamelar, ndo se mostrando estaveis na presenca de solucdo salina tamponada.
Estas membranas apresentaram maior absor¢do perda de massa em tampdo acetato. Também foi possivel
observar que dentre as formulagdes de hidrogel testadas, a formulagdo MC(10%), X(0,5%), MQ(0,5%)
mostrou melhor desempenho tanto na forca quanto no trabalho de adeséo.
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