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RESUMO

A pele é 0 maior 6rgdo do corpo humano possuindo diversas fungdes importantes. No caso de
alguma lesdo cutdnea o seu tratamento precisa ser rapido e eficaz, com o proposito de se
restaurar a viabilidade celular e evitar possiveis infec¢des. Dentre as lesdes existentes, as
queimaduras sdo as principais causas de danos a pele. Nos ultimos anos, tem se desenvolvido
pesquisas com o intuito de melhorar o tratamento e a qualidade de vida dos pacientes com esses
tipos de lesGes cutdneas. Neste contexto, 0s substitutos temporarios de pele surgem como uma
nova tecnologia para o tratamento de queimaduras, que sdo dispositivos utilizados com a
finalidade de auxiliar na regeneracdo cutanea, prevenindo a perda de liquidos e eletrolitos, e o
aparecimento de infeccdes. Esse trabalho teve por objetivo a elaboragdo de filmes poliméricos
com a incorporacdo de um antibidtico hidrofilico, a Ciprofloxacina, para possivel utilizacéo
como substituto temporario de pele, visando dessa forma contribuir com o arsenal terapéutico
existente. Foram preparados filmes de agarose com e sem a Ciprofloxacina, por meio do sistema
de casting, utilizando-se &gua como solvente e glicerol como agente plastificante. A partir dessa
formulacéo, realizaram-se ensaios para a avaliagdo das propriedades morfoldgicas e mecénicas
desses filmes, e para avaliar o comportamento dos filmes poliméricos em contato com a agua.
Os filmes foram caracterizados por espectrometria no Ultravioleta/Visivel (UV/Vis),
espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia Raman,
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Difra¢do de Raios-X (DRX). Adicionalmente foi
avaliada a cinética de liberacdo da Ciprofloxacina para o meio externo. Além disso,
realizaram-se ensaios para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes de agarose sem e
com a incorporagdo de Ciprofloxacina frente a micro-organismos gram-positivos e
gram-negativos. Os ensaios morfolégicos demonstraram que os filmes sdo aderentes e
transparentes, apresentando espessura entre 40 e 57 um. A incorporacdo da Ciprofloxacina ndo
alterou as propriedades de interacdo com a agua, apesar de deixa-los mecanicamente mais
resistentes, apresentando uma tensdo de ruptura de 17,32 MPa nos filmes sem antibidtico e
32,99 MPa para os filmes contendo Ciprofloxacina. As analises espectroscopicas constataram
uma incorporagdo uniforme do antibidtico aos filmes, e que os filmes apresentam uma estrutura
amorfa e sem rachaduras. Nos ensaios de liberagdo, observou-se que uma grande quantidade de
Ciprofloxacina é liberada durante as primeiras 24 horas, permanecendo estavel por 96 horas.
Nos ensaios antimicrobianos, os resultados indicaram que a inibicdo frente aos
micro-organismos Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa foi de aproximadamente
100%. Diante disso, € possivel concluir que os filmes produzidos nessa pesquisa apresentaram
caracteristicas adequadas para uma possivel utilizagdo como substituto temporério de pele, tais
como: espessura, transparéncia, homogeneidade, interacdo com a é&gua e atividade
antimicrobiana.

Palavras-chave: Agarose, Ciprofloxacina, Filmes poliméricos, Substitutos cutaneos.



ABSTRACT

The skin is the largest organ of the human body having several important functions. When there
is some kind of skin lesion your treatment needs to be fast and effective, in order to restore cell
viability and prevent possible infections. Burns are the main cause of skin damage, in recent
years, research has been developed with the aim of improving the treatment and quality of life
for patients with these types of skin lesions. In this context, temporary skin substitutes emerge
as a new technology for the treatment of burns. They are devices used for the purpose of
assisting in the regeneration of skin, preventing the loss of fluid and electrolytes, and the
appearance of infections. They are devices used for the purpose of assisting in the regeneration
of skin, preventing the loss of fluid and electrolytes, and the appearance of infections. This
study aimed to the preparation of polymeric films with the incorporation of hydrophilic
antibiotic, Ciprofloxacin, for possible use as a temporary replacement skin thereby pursuing
contribute to the therapeutic armamentarium. Agarose films and agarose films with
Ciprofloxacin were prepared by casting system using water as the solvent and glycerol as a
plasticizer. From this formulation, tests were conducted for evaluation of the morphological and
mechanical properties, and tests to evaluate the behavior of polymer film in contact with water.
They were characterized by spectroscopic Ultraviolet / Visible (UV / Vis), Fourier transformed
infrared spectroscopy (FT-IR), Raman spectroscopy, Scanning Electron Microscopy (SEM) and
X ray diffraction (XRD). In addition, we evaluated the release kinetics of ciprofloxacin to the
external environment. In addition, trials were carried out to evaluate the antimicrobial activity of
films and agarose embedding ciprofloxacin against micro-organisms gram-positive and gram-
negative. Morphological studies showed that the films are adhesive and transparent, with
thickness between 40 and 57 pum. The incorporation of Ciprofloxacin not alters the properties of
interaction with water although leaving them more mechanically resistant and showed a 17.32
MPa breaking strain in agarose films and 32.99 MPa for the films containing ciprofloxacin.
Spectroscopic analysis showed the uniform incorporation of the antibiotic to the fims, also
demonstrating that the films have an amorphous structure and no cracks. In the release test, it
was observed that a large amount of ciprofloxacin is released during the first 24 hours and
remained stable for 96 hours. In the antimicrobial tests, the results indicated that inhibition front
of microorganisms Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa was approximately
100%. Therefore, we conclude that the films produced in this research showed suitable
characteristics for possible use as a temporary skin substitute, among which it is cited,

thickness, transparency, consistency, interaction with water and antimicrobial activity.

Keywords: Agarose, Ciprofloxacin, skin substitutes, polymeric films.
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1 INTRODUCAO

A pele é considerada o maior érgdo do corpo humano, ela é um 6rgdo complexo,
com no minimo cinco tipos diferentes de células que contribuem para a sua estrutura, e
outros tipos de células temporariamente presentes a partir dos sistemas circulatério e
imunolégico (FORTES e SUFFREDIN, 2014). Sua fungdo natural é proteger as
estruturas internas do organismo contra 0 ambiente externo, incluindo as varias formas
de poluicéo, temperatura, umidade e radiacdo, limitando a passagem de substancias para
0 interior ou exterior do corpo, estabilizando a pressdo e a temperatura, bem como
mediando sensagdes, tais como, calor, frio, toque e dor (QUEIROZ et al., 2014). A pele
humana é composta de trés camadas distintas: a epiderme celular, estratificada e
avascular; a derme subjacente, formada por tecido conectivo e a hipoderme, camada de
gordura subcutanea (CAMPELO, 2014).

Ao ocorrer alguma agressao que gere perda do tecido cutaneo é necessaria uma
rapida intervencgdo, afim de que se regenere a viabilidade celular e as propriedades
inerentes ao tecido (SILVA et al., 2013). As queimaduras sdo as principais causas de
perda do tecido cutaneo, sendo causadas por agentes térmicos, quimicos, elétricos ou
radioativos. Estima-se que no Brasil ocorram cerca de um milhdo de acidentes com
queimaduras por ano, atingindo principalmente idosos e criancas (BOLGIANI e
SERRA, 2010).

Com o intuito de melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos com
queimaduras, diversos tipos de curativos tém sido desenvolvidos para serem aplicados
nessa area. Segundo a classificacdo de Novembro de 1999, da Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos da Ameérica, 0s curativos podem ser passivos
ou convencionais, interativos e bioativos. Os convencionais tém como principio recobrir
a lesdo apos sua limpeza mecénica diaria (exemplos: gaze, Adaptic ®). Os curativos
interativos sdo geralmente permeaveis a vapor d’agua e oxigénio e impermeaveis a
bactérias, absorvendo o exsudato da ferida, como o Omiderm ®, enquanto os bioativos
liberam substancias ativas cicatrizantes na ferida, tendo-se como exemplos membranas
a base de quitosana e algina (NICOLOSI e MORAES, 2005).

Os curativos também podem atuar como substitutos temporarios da pele,
podendo ser desenvolvidos de biomateriais, principalmente os poliméricos, possuindo

grande utilidade na medicina. Estes biopolimeros sdo projetados para evitar a toxicidade



e apirogenia (OSMAN et al., 2007). Os quais possibilitam ainda a intervencdo positiva
sobre o processo cicatricial de lesdes de pele, além de ndo exigirem troca frequente ou
procedimentos de limpeza, o que pode representar uma melhoria significante na
qualidade da vida dos pacientes, além de reducdo de custo, aumentando a qualidade
final do processo regenerativo (COSTA e SOUZA, 2005). Como exemplo destes
biopolimeros cita-se 0s curativos que utilizam matriz dérmica bovina (BARRA e
RODRIGUES, 2014), membranas sintetizadas a partir de celulose bacteriana (NOIA,
2009), membranas amnioticas gliceloradas (PAGGIARO et al.,, 2012) e por fim
membranas sintetizadas com quitosana (NERY, 2014).

Dentre os polimeros com potencial uso como substituto cutdneo, podemos
destacar a agarose. Ela € um componente da parede celular nas algas, composto de
subunidades L e D alternadas de galactose. Quando dissolvida em &agua quente e
seguidamente arrefecida, a agarose toma uma consisténcia gelatinosa, cuja propriedade
tem sido usada em investigacdo laboratorial, como no caso de fabricacdo de géis para
eletroforese em biologia molecular, na medicina, na culinaria e na industria (SU et al.,
2013).

Uma das caracteristicas ideais para um substituto temporario de pele é ter acéo
antimicrobiana, com o intuito de se evitar possiveis infecgdes. Para tanto, comumente
tem se incorporado a sua composicao agentes que confiram tal caracteristica, como € o
caso dos antibi6ticos (YANEZ et al., 2014).

Dentre a gama de antibioticos existentes a Ciprofloxacina tem se destacado
devido ao seu amplo espectro de acdo, tanto para bactérias gram-positivas quanto para
bactérias gram-negativas. A Ciprofloxacina pertence a familia das fluorquinolonas, que
sdo antibioticos organicos sintéticos, e tém sido bastante utilizados na agricultura, e
também na medicina humana e veterinaria (ZHANG et al., 2012).

Essa pesquisa apresenta uma técnica para a producdao de filmes de agarose,
incorporando ao biopolimero uma quantidade determinada de Ciprofloxacina,
associando assim, uma acdo antimicrobiana ao filme polimérico. Com isso pretende-se
obter um curativo interativo ou mesmo um novo substituto temporéario de pele eficaz, a
fim de contribuir para o arsenal terapéutico no tratamento de queimaduras na pele,
melhorando a eficiéncia na cicatrizacdo e regeneracao tecidual.

O trabalho inicia-se pela fundamentacdo tedrica contendo itens referentes a
importancia da pele, as queimaduras e suas principais formas de tratamento, bem como,

informacdes sobre a agarose e a Ciprofloxacina. Na sequéncia detalham-se os materiais,



equipamentos, procedimentos experimentais e técnicas analiticas empregadas. Segue a
apresentacdo e discussdo dos resultados dos experimentos realizados. Logo apos,
realiza-se o fechamento do trabalho com as principais conclusGes, perspectivas para
trabalhos futuros e referéncias da literatura cientifica consultada. Por fim, no apéndice,
encontra-se o trabalho apresentado no XIV Simpoésio Latino Americano de Polimeros
(SLAP) e XII Congresso Ibero Americano de Polimeros (CIP), intitulado “Elaboragdo
de filmes poliméricos baseados em agarose com a incorporacao de Ciprofloxacina para
a utilizagdo como novos substitutos temporarios de pele”, nessa ocasido foi apresentado

a comunidade cientifica resultados parciais referentes a pesquisa.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Pele

A pele, chamada de tegumento ou cutis, € um 6rgdo complexo e heterogéneo,
responsavel pelo revestimento do organismo humano que isola 0s componentes
organicos do meio externo (MORAES et al., 2013). Ela é considerada o maior érgédo do
corpo humano, ocupando em média uma area de 2 m? o que corresponde a cerca de
16% do peso corporal total. Constitui-se pela epiderme, a derme e uma camada
subcutanea, a hipoderme (Figura 1). Desempenha trés fungdes principais: transmisséo
de estimulos e sensacdes, regulacdo da temperatura corporal e protecdo (PAILLER-
MATTEI et al., 2007; RIBEIRO, 2010).

Figura 1. Representacdo esquematica da pele.
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Fonte: CAMARGO, 2006.

Dentre as trés funcdes principais que a pele possui, a funcéo barreira se destaca
como a mais importante, pois ela atua como uma fronteira ativa que se interpde entre o
organismo e 0 ambiente. A estrutura responsavel por essa funcéo é a epiderme, por meio
de sua camada mais externa, o estrato corneo, que tem como funcdo evitar a
desidratacdo excessiva, mantendo a pele hidratada. A epiderme também & responsavel
pela protecdo contra agressdes mecanicas, medida através da deformacéo reversivel de
sua estrutura, pela limitacdo de absor¢do de substancias, controle de absorcdo da
radiacdo ultravioleta (UV), sintese de vitamina D, regulacdo da temperatura corporal e

estabilizacdo da pressdo sanguinea. No aspecto sensorial, a mesma equilibra as



sensacOes de frio, calor e dor, permitindo ainda a diferenciacdo dos individuos por suas
caracteristicas peculiares (RIBEIRO, 2010).
Ao analisarmos a epiderme de forma microscopica podemos dividir suas camadas

da seguinte maneira:

» Camada basal: encontra-se localizada no interior da epiderme, sendo formada por
células que se dividem continuamente, originando as demais que constituem a
epiderme. Nessa camada encontram-se os melandcitos, células responsaveis pela
protecdo solar natural e pela producdo das células de Langherans que atuam no
sistema imunoldgico da pele (PEREIRA, 2011).

» Camada espinhosa: situada acima da camada basal, ela é conhecida como camada
Malphigiana, sua estrutura consiste em células enfileiradas, ligadas entre si pelas
desmossomas, que se apresentam de forma achatada em sua superficie, e poliédrica
em seu interior (PEREIRA, 2011).

» Camada granulosa: localizada entre a camada espinhosa e a cérnea, € responsavel
pela sintese da bicamada lipidica que formam a camada cornea. Atua na prevencao
contra a desidratacdo das camadas subjacentes da epiderme, alem de formar uma
barreira oferecendo resisténcia a absorcdo percutanea (PEREIRA, 2011).

» Camada cornea: origina-se pelo processo de diferenciacdo celular pelo qual

passam 0s queratindcitos, ela € a camada superior da epiderme (PEREIRA, 2011).

A derme é formada por fibras de colageno e elastina, podendo ser dividida em duas
partes: a derme papilar que se encontra em contato direto com a epiderme e a derme
reticular, que se encontra abaixo da derme papilar. A derme é considerada um tecido
resistente, devido as fibras colagenas lhe conferirem maior resisténcia, formando uma
rede que sustenta outras estruturas como pelos, unhas, glandulas sudoriparas e sebéceas.
Ela também é considerada um tecido elastico, pois as fibras elasticas, presentes em sua
estrutura, permitem a deformacdo da pele, que retorna ao estado original quando
suspensa a tensdo aplicada (PEREIRA, 2010). Além disso, ela proporciona resisténcia
fisica ao corpo frente as agressdes mecanicas, fornece nutrientes a epiderme, abrigando
0s apéndices cutaneos, como também o0s vasos sanguineos e os linfaticos (VIEIRA,
2013).

A hipoderme é a camada mais profunda, ela também é conhecida como camada

subepidérmica. Sua estrutura é formada por células de espessura bastante variavel, que



sdo preenchidas por material graxo. Sua principal funcao é dar apoio e ligar a epiderme
e a derme ao restante do corpo, permitindo que elas deslizem livremente sobre as outras
estruturas do organismo. Dentre as outras funcdes, podemos citar a regulagdo e
estabilizacdo da temperatura corporal, o acimulo de energia para a realizacdo das
funcBes biologicas, a protecdo do organismo contra agressdes mecanicas e facilitacdo
para a mobilidade da pele em relacdo as estruturas subjacentes (PEREIRA, 2010).

Além das funcBes exercidas através das suas trés camadas principais, a pele exerce o
papel de nutricdo e regulacdo da temperatura corporal, por intermédio dos vasos
sanguineos, que realizam alternacdes continuas dos mecanismos de vasodilatacdo e
vasoconstricdo dos capilares em funcdo da situagdo ambiental (RIBEIRO, 2010). Ja as
sensacOes tais como alteracdo na temperatura e pressao, tato e dor, sdo detectadas por
nervos especificos presentes na derme, que recebem a todo instante, diversos tipos de
estimulos do ambiente, transmitindo ao cérebro, onde serdo traduzidos em sensacdes
PAILLER-MATTEI et al., 2007; RIBEIRO, 2010).

Em caso de ocorréncia de algum tipo de dano, lesdo ou destruicdo da pele, faz-se
necessaria uma rapida intervencdo, a fim de se garantir a restituicdo de suas funcdes e
evitar um desequilibrio fisiologico, que possa levar a morte do individuo. A principal
causa de perda de integridade cutdnea sdo as queimaduras, as demais incluem Uulceras e
traumas (RODRIGUES, 2012). Nesse contexto é importante destacar o aprimoramento
no desenvolvimento de curativos interativos e bioativos que possam ser usados para o
tratamento de lesBes cutaneas, dentre as quais as queimaduras, destacando-se por
atingirem ndo somente o aspecto fisico do paciente, mas também o aspecto social e

emaocional.

2.2 Queimaduras

De acordo com a Sociedade Brasileira de Queimaduras, elas sdo definidas como
feridas traumaéticas causadas, na maioria das vezes, por agentes térmicos, quimicos,
elétricos ou radioativos. Atingem tecidos de revestimento do corpo humano,
ocasionando a destruicao parcial ou total da pele e seus anexos (pelos, unhas, glandulas,
nervos e vasos), podendo atingir camadas mais profundas, como o tecido celular
subcutaneo, musculos, tenddes e ossos (FILHO et al., 2012). Estima-se que em torno de

um milhdo de pessoas sejam acometidas por algum tipo de queimadura no Brasil a cada



ano, porem uma avaliacdo epidemioldgicaa mais concreta ainda € reduzida
(MARQUES et al.,, 2014). Os acidentes por queimaduras estdo entre as principais
causas externas de morte registradas no pais, perdendo apenas para os acidentes
automobilisticos e homicidios (TAVARES e HORA, 2011).

Segundo Lima et al. (2014) as queimaduras estdo entre os acidentes mais
comuns na infancia, representando a principal causa de ébito por acidentes domesticos,
além de deixarem graves sequelas funcionais e psicoldgicas. Atualmente, as
queimaduras representam um desafio para as equipes de unidades de emergéncia e
terapia intensiva, em decorréncia da gravidade e complexidade de tratamento.
Queimaduras mais extensas (com mais de 30% de superficie corpdrea queimada)
promovem a liberagdo local de citocinas e mediadores inflamatdrios que desencadeiam
uma reacdo sistémica, que progride com aumento da permeabilidade capilar,
vasoconstricdo esplancnica e periférica, hipoperfusdo de o6rgdos, aumento do gasto
metabdlico basal, reducdo da resposta imune, entre outras consequéncias, levando a
disturbios hidroeletroliticos, desnutricdo, infec¢do e demais ameacas a vida.

As queimaduras podem se classificar de acordo com a sua espessura em
(MAES et al., 2012):

Superficial: onde apenas a epiderme é acometida.
Parcial superficial: atingindo tanto a epiderme quanto a derme papilar.
Parcial profunda: afeta camadas mais profundas da derme.

vV V VYV V

Espessura total: atingem todas as camadas da pele, podendo até chegar a estruturas

0sseas.

De um modo geral as queimaduras também sdo classificadas em graus de 1 a 3 de
acordo com a estrutura e a quantidade de tecido atingido. Na Tabela 1 a seguir é

possivel observar as peculiaridades de cada grau.



Tabela 1. Classificacdo das queimaduras quanto a sua gravidade.

Nivel da queimadura Estrutura atingida Caracteristicas
Primeiro grau Epiderme Ocorre hiperemiada, a lesdo é dolorosa,
inchada, e ndo ocorre formacéo de bolhas.
Segundo grau Derme Ocorrem lesdes profundas, formando bolhas

na pele, com base vermelha ou branca,
contendo um liquido claro e espesso,
dolorosas ao tato.

Terceiro grau Hipoderme Ocorrem lesdes mais profundas, na qual a
area queimada perde a sensibilidade ao tato.
Ocasionalmente  formam-se bolhas, e
normalmente sdo indolores, porque as
terminagOes nervosas da pele sdo destruidas.

Fonte: ROCHA et al., 2012.

Ap06s o processo de lesdo na pele, inicia-se 0 processo de cicatrizacdo, onde
ocorre a interacdo de células estromais e circulatérias, que sdo ativadas por diversos
fatores bioldgicos. Esse processo envolve trés fases distintas, independentes e
complexas: a inflamatoria, o prolifera e a de maturacdo ou remodelacdo (ANDRADE et
al., 2013).

A ocorréncia de queimaduras na superficie do corpo humano resulta na perda ou
comprometimento da barreira de protecdo da pele, que acaba interferindo no equilibrio
entre a microbiota normal e o tecido sadio, o que tende a evoluir para danos maiores,
caso ocorra alguma falha no processo cicatricial. Dessa forma, o paciente torna-se
susceptivel a invasdes de microrganismos patogénicos por via linfatica ou sanguinea,
possibilitando infecgdes nestes locais (RANPEL et al., 2011).

As infeccdes sdo as causas mais comuns de morte apds lesdo por queimadura,
podendo ser definida como a acdo de invasdo, desenvolvimento e multiplicacdo de
micro-organismos em um sistema bioldgico (OLIVEIRA e SERRA, 2011).

2. 2. 1 Principais bactérias presentes em queimaduras

As queimaduras na pele possibilitam a geracdo de um meio ambiente propicio ao
crescimento de micro-organismos, devido a fatores como disfun¢des importantes do
sistema imune, possibilidade de translocagdo gastrointestinal, hospitalizacdo
prolongada, procedimentos diagnosticos e terapéuticos invasivos. No periodo de 24

horas é possivel que uma Unica bactéria se transforme em uma coldnia num total de 10



bilhGes de células (LIMA et al., 2014). Esses micro-organismos podem se proliferar
apenas na superficie da queimadura ou se instalar na corrente sanguinea, ocasionando
bacteremia.

A bacteremia pode ser definida como a disseminacdo de agentes infecciosos pela
corrente sanguinea, gerando uma situacéo de alto risco para os pacientes queimados que
se encontram em um ambiente hospitalar (SERRA e SERRA, 2011). Dependendo de
sua gravidade fisiopatologica, as condi¢cGes para o tratamento sdo dificultadas,
prolongando seu tempo de internacdo. Sintomas como temperatura corporal acima de
38 °C ou abaixo de 36 °C, leucdcitos totais acima de 12.000 celulas/mm ou abaixo de
4.000 células/mm, taxa de bastonetes acima de 10%, taquicardia, hipotensdo e oligdria,
devem ser observados com atencéo, pois representam suspeita desse tipo de infecgéo
(RENPEL et al., 2011).

Outro fator relacionado com a proliferacdo bacteriana sdo as moléculas
sintetizadas nas feridas produzidas por queimaduras, tais como fibronectina,
fibrinogénio, coldgeno e muitas outras, que sdo expostas na superficie da lesdo. Muitas
espécies bacterianas possuem receptores especificos para tais moléculas, por isso as
feridas queimadas sdo facilmente colonizadas por bactérias (MACEDO e SANTOS,
2006).

Diversos estudos demonstram que o Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, sdo 0s principais patdgenos encontrados tanto em amostras de sangue de
pacientes queimados que apresentam evidencias de bacteremia, como também na
propria superficie da ferida da ocasionada por queimadura (MACEDO e SANTOS,
2006; SILVA et al., 2009; RENPEL et al., 2011).

A espécie de bactérias S. aureus pertence a familia Micrococaceae e ao género
Staphylococcus, morfologicamente classificadas como cocos gram-positivos agrupados
em formato de cachos de uva; quanto ao metabolismo podem ser aerébios ou anaerébios
facultativos; as suas colonias possuem pigmentos que variam de branco a amarelo, elas
possuem ainda a capacidade de degradar moléculas de perdxido de hidrogénio, sendo
por isso consideradas catalase positivo. Os fatores de viruléncia estdo presentes na
superficie celular que é composta de peptideoglicano, acido tedico, proteina A, toxinas e
a presenca de enzimas onde se destaca a enzima coagulase, pela qual a diferencia das
demais espécies de estafilococos (NASCIMENTO, 2013).

As bactérias que pertencem ao género P. aeruginosa sdo bacilos gram-negativos,

ndo fermentadores e considerados oportunistas causando infeccbes em pessoas
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imunodeprimidas (OLIVEIRA et al., 2009). P. aeruginosa é encontrada em diversos
ambientes, principalmente em hospitais, sendo considerado um patégeno de grande
relevancia no que diz respeito a infeccbes hospitalares. Essa bactéria se desenvolve em
meios de cultura simples devido a sua versatilidade nos requerimentos energéticos e
nutricionais. Sua patogenicidade deve-se principalmente a resisténcia adquirida em
relagdo aos antibidticos tornando dificil sua erradicagéo. Inicialmente, a infeccéo por P.
aeruginosa requer alteracdo no sistema de primeira linha de defesa, sendo resultado de
interrupcao nas barreiras cutaneas ou das mucosas (OLIVEIRA e SERRA, 2011).

Apesar do crescente nimero de pesquisas e modernizacéo no que diz respeito ao
tratamento de pacientes queimados, as infec¢bes ainda permanecem como um obstéaculo
a ser superado, representando umas das principais causas de 6bito deste tipo de paciente
(OLIVEIRA e SERRA, 2011).

O tratamento das queimaduras comumente € iniciado pela assepsia do local
seguindo-se da aplicacdo de alguma medicacdo de formulacéo topica e se necessario a
aplicacdo de um curativo, cujo componente priméario deve oferecer condic¢Ges ideais
para a reepitelizacdo, que também deve permitir ser inspecionada a ferida a cada 48
horas para avaliar o processo de cicatrizacdo e aparecimento de infeccbes
(MOSER et al., 2013).

Atualmente, existe um debate continuo, com relagdo a uma busca para
identificar quais curativos propiciam os melhores resultados e menores custos, com isso,
novas tecnologias tém sido desenvolvidas com esse intuito, em que a principal delas é a
producdo de substitutos cutaneos feitos a partir de materiais sintéticos ou naturais.

Nesse contexto, € possivel encontrarmos no mercado, substitutos cutaneos
sintetizados a partir de polimeros naturais como a quitosana (YANEZ et al., 2014) e a
celulose bacteriana (NOIA, 2009), membranas dérmicas produzidas a partir de colageno
bovino e membranas amniéticas (BARRA e RODRIGUES, 2014; PAGGIARO et al.,
2012).

2. 3 Substitutos cutaneos

A primeira escolha para a cobertura cutdnea é o autoenxerto de pele, obtido por
meio de areas do paciente que ndao foram queimadas, entretanto, em situacdes em que se

torna necessario um tecido de melhor qualidade, mais semelhante a derme saudavel, os
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substitutos cutaneos podem ser utilizados, de forma a regenerar uma neoderme de
caracteristicas histoldgicas semelhantes & derme normal, sobre a qual se ira assentar o
enxerto epidérmico. Outra situagcdo em que 0s substitutos cutdneos tém importante papel
€ nos pacientes com grandes areas gqueimadas, cuja area doadora € insuficiente para
cobrir os locais onde ocorreu a queimadura (WUNDERLICH et al., 2011).

Os substitutos cutaneos vém sendo vastamente estudados e aprimorados ao longo
dos udltimos anos. Desde a sobreposicdo de aloenxertos de animais até a cultura de
queratindcitos autdlogos, muitos materiais foram produzidos visando a maior
semelhanca com a pele humana. Segundo a classificacdo de substitutos de pele sugerida

por Kumar (2008), eles podem ser:

» Classe | — Curativos temporarios impermeaveis: ndo tém nenhum componente
epidérmico e sdo essencialmente impermeaveis. Agem como barreira mecanica a

invasdo bacteriana e reduzem a perda liquida por evaporacéo.

» Classe Il — Substitutos de pele duraveis de camada Unica: epidérmicos e
dérmicos.
» Classe 11 — Substitutos de pele complexos: utilizam engenharia tecidual.

Segundo Ferreira et al. (2011), o substituto cutdneo considerado ideal deve possuir

propriedades comparaveis as da pele humana, como exposto no Quadro 1 a seguir.

Tabela 2. Propriedades do substituto dermoepidérmico ideal.

Suportar hipoxia

Ampla disponibilidade
Presenca de componentes dérmicos e epidérmicos
Reologia comparavel a da pele
Resisténcia a infec¢cdo
Custo/beneficio adequado
Facilidade de preparacéo
Baixa antigenicidade
Facilidade de armazenamento

Resisténcia ao cisalhamento

Fonte: FERREIRA et al., 2011.
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Existe, no mercado mundial, uma diversidade de substitutos cutdneos com
diferentes aplicagdes, vantagens e desvantagens, que devem ser escolhidos para cada

situacdo clinica e conforme a disponibilidade de material. Dentre eles podemos citar:

» Produtos biol6gicos: membrana amni6tica, membranas de celulose bacteriana e
matriz dérmica bovina.

» Produtos sintéticos: membrana ou filmes de polimeros sintéticos (Opsite®,
Hydrofilm®, Tegaderme®); biossintético (Nexfill® — Fibrocel); camada de
biocelulose e Veloderm®; camada de biocelulose derivada de cana-de-agUcar,
espuma ou spray polimérico (Mepilex® simples ou com prata, Mepilex Ag®,

indicados para tratamento de lesdes parciais da pele).

Nesse contexto 0s biomateriais, surgem como uma ferramenta importante no estudo
e desenvolvimentos de substituto cutaneos, possivelmente eficazes, biocompativeis e de

baixo custo.

2. 4 Biomateriais

Biomaterial € um termo utilizado para indicar os materiais constituintes de partes
de implantes médicos, dispositivos extracorpdreos e descartaveis que sdo utilizados em
medicina, odontologia e medicina veterinaria, em todos os aspectos relacionados ao
cuidado com a salude (RECOUVREUX, 2008). De forma mais especifica, o0s
biomateriais estdo relacionados a dispositivos médicos, sobretudo aqueles que sdo
implantados de forma temporéria ou permanente no corpo humano. Esses materiais
diferenciam-se de outros por conter uma combinacdo de propriedades mecanicas,
quimicas, fisicas e biologicas que torna viavel sua utilizacdo no corpo humano
(PEREIRA et al., 2009). Eles foram definidos na Conferéncia do Instituto Nacional de
Desenvolvimento de Consenso em Saude como “Qualquer substancia (outra que nédo
droga) ou combinagdo de substancias, sintética ou natural em origem, que possa ser
usada por um periodo de tempo, completa ou parcialmente como parte de um sistema
que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, orgdo ou funcdo do corpo”
(RODRIGUES, 2013).
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Um biomaterial tem que ter a capacidade de apresentar uma resposta adequada a
uma situacdo especifica, além de ser aceito pelos tecidos proximos e pelas demais partes
do corpo, ou seja, 0 material deve ser biocompativel, ndo devendo produzir irritacao,
infeccdes o que pode levar a rejeicdo (SHIRANE et al., 2010).

Os biomateriais sdo formados por quatro classes de materiais, conforme ilustra a

Figura 2 apresentada a seguir.

Figura 2. Composicao dos Biomateriais.

Fonte: ONOFRE, 2014

Podemos descrever as classes da seguinte forma:

» Ligas metélicas: combinagdes de elementos metalicos. Um bom exemplo de um
Biomaterial metalico sdo os stentes utilizados para desobstrucdo de veias em
cirurgias cardiacas (RODRIGUES, 2013).

» Polimeros: material organico ou inorganico de alto peso molecular, composto por
um conjunto de cadeias poliméricas, sendo que cada uma dessas trata-se de uma
macromolécula que possui uma estrutura onde ha repeticdo de unidades chamadas
“meros” (CANDIAN, 2007). Eles sdo vastamente utilizados nas areas ortopédicas,
odontoldgicas, cardiovascular e de engenharia de tecidos (RODRIGUES, 2013).

» Ceramicas: compostos por elementos metalicos e ndo metélicos. Sua principal
utilizagdo esta na ortopedia e odontologia (NIEMELA et al., 2005).
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» Compositos: materiais obtidos pela combinacdo de dois ou mais materiais ou fases,
com o objetivo de aproveitar as caracteristicas desejadas de cada material. Pode-se

citar as seringas como exemplo desse tipo de material (NIEMELA et al., 2005).

Para a utilizacdo de Biomateriais como substitutos cutaneos, a classe comumente

mais utilizada tem sido a dos materiais poliméricos.

2. 4.1 Polimeros

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC),
polimeros sdo substancias compostas de moléculas caracterizadas pela madltipla
repeticdo de uma ou mais espécie de atomos ou grupos de atomos (unidades
constitucionais) ligados entre si em quantidades suficientes para fornecer um conjunto
de propriedades que ndo variam notavelmente com a adi¢do ou remocdo de uma ou de
algumas (poucas) das unidades constitucionais, podendo ser obtidos de forma sintética
ou natural (Figura 3) (PAOLI, 2008).

Figura 3. (A) Unido dos meros para a formacao do polimero, (B) Estrutura quimica do
etileno seguida da estrutura quimica do polietileno.
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Fonte: ONOFRE, 2014.
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Os polimeros sintéticos e naturais fazem parte do nosso cotidiano e representam
uma das classes de materiais mais versateis que existem, apresentando inumeras
aplicacdes, dentre as quais, destaca-se sua utilizagdo no setor farmacéutico, alimenticio
e industrial. Atualmente seu uso na composicdo de Biomateriais, tem sido de grande
auxilio no tratamento e reabilitacdo de pacientes acometidos por diversos tipos de
enfermidades (VILLANOVA et al., 2010).

Hoje em dia os polimeros tém sido bastante empregados para a utilizacdo como
sistema de liberacdo de farmacos. Por definicdo, Sistema de Liberacdo de Farmaco
(SLF) ou Drug Delivery System (DDS) € um sistema de administracdo desenvolvido
para prolongar o tempo de liberagdo do farmaco no organismo, sustentar sua
concentracdo plasmatica e controlar a localizacdo temporal e espacial das moléculas in
vivo, por meio da aplicacdo de principios biologicos e quimicos. Dessa forma,
alteracdes ciclicas na concentracdo sdo eliminadas e a disponibilidade biol6gica do
farmaco é aumentada. Pode ser conseguida também uma reducdo da toxicidade,
supressdao de reacOes adversas e diminuicdo do numero de doses administradas
diariamente. Além de apresentarem liberagdo do farmaco, a fabricagdo dos SLF’s requer
muitas vezes o emprego de equipamentos, processos e componentes especificos
(VILLANOVA et al., 2010).

Dentre os polimeros naturais com potencial uso para SLF e como substituto
cutaneo destacamos a agarose devido as suas propriedades fisicas e quimicas descritas a

sequir.

2.5 Agarose

A agarose é um polissacarideo, termossensivel, rico em grupos hidroxilas
(OH) e ndo possui citotoxidade. E um biopolimero linear extraido de algas vermelhas,
constituido por alteracBes repetitivas de unidades de 1,3-d-galactose e
3,6-aniidro-I-galactose (Figura 4). Quando aquecido em &gua a 90 °C, o p6 da agarose
se dissolve, assumindo a forma de gel ou filme quando a temperatura atinge cerca de
35 °C. Ao ser aquecido novamente com temperaturas proximas a 90 °C a agarose volta
ao seu estado liquido (SU et al., 2013).
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Figura 4. Estrutura quimica da agarose.
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Fonte: SU et al., 2013.

A agarose possui aplicacbes em diversas areas, podendo ser utilizada na induastria
alimenticia, farmacéutica e cosmética. No campo biomédico, a agarose tem sido

extensivamente utilizada e dentre as suas utilizagdes pode-se citar:

> Gel para eletroforese, com o intuito de identificar moléculas, tais como, DNA,
proteinas, pontos quanticos, dentre outros (NOVAK et al., 2011; LANDGRAF et al.,
2012);

> Gel para colunas cromatogréficas, usada para a purificacdo de proteinas e outras
moléculas (MELO e CORREIA, 2010);

> Meio de cultura para o crescimento de micro-organismos (FARIA et al., 2014).

Atualmente a utilizacdo da agarose tem sido bastante expandida, diferentes
formulacGes tem sido criadas para serem aplicadas em sistemas de Drug Delivery, como
exemplo cita-se o trabalho de Mehrotra et al. (2012), que desenvolveram um hidrogel de
multicamadas biodegradaveis de agarose e a este incorporaram um anti-mitético
(1-B-D-arabinofuranosilcitosina (ara-C)) tendo como proposito a utilizacdo deste
sistema para auxiliar o tratamento da regeneracao axonal, in vitro. Os resultados obtidos
demostraram que houve liberacdo do anti-mit6tico ao nivel suficiente para inibir a
formacédo de fibroblastos. O uso da agarose também tem sido aplicado a terapia celular
(VINEREAN et al.,, 2011), como também, na imobilizacdo de biomoléculas ou
nanoparticulas para a producdo de biossensores (RAPHAEL, 2010). Outro uso
importante da agarose tem sido sua aplicagdo na engenharia de tecidos, devido as suas
propriedades mecéanicas especiais, biocompatibilidade e natureza bioinerte
(KHANARIAN et al., 2012).
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Na literatura, € possivel encontrar o uso da agarose com a formulacdo de filme
polimérico para diversos tipos de aplicagcbes. Alguns estudos demonstraram a
possibilidade de incorporar a matriz de agarose, na forma de filme, certas substancias a
fim de melhorar suas propriedades fisicas e quimicas. Onofre (2014) e
Rhim et al. (2013) desenvolveram filmes de agarose, nos quais foram incorporadas
nanoparticulas de prata, com o intuito de introduzir propriedades antimicrobianas ao
polimero. Pasquine et al. (2012) desenvolveram filmes de agarose incorporando
nanocristrais de celulose, melhorando assim suas propriedades mecéanicas. Giménez et
al. (2013) elaboraram formulacdes filmogénicas com incorporacdo de extrato de cha
verde. Su et al. (2013) realizaram a dopagem da agarose com dopamina a fim de
promover uma superficie ideal para a utilizacdo desse sistema como scafold para cultura
de células.

Nessa pesquisa a Ciprofloxacina foi incorporada na agarose, com o intuito de

adicionar ao polimero, caracteristicas antimicrobianas.

2.6 Ciprofloxacina

O desenvolvimento e aprimoramento dos antibiGticos representou a maior
evolucdo dos tratamentos farmacoterapicos dos Gltimos 50 anos. Hoje em dia existe um
namero enorme de antibidticos que possuem acgdo para os mais diferentes patdogenos
(BHALERAO e ROTE, 2012). Atualmente uma importante classe de antibioticos
sintéticos, as fluorquinolonas, tém sido largamente estudada, como pode ser observado
na Figura 5 a seguir, na qual apresenta-se 0s principais grupos de acdo deste

antibacteriano.
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Figura 5. Identificacdo dos sitios de acdo das quinolonas.
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Fonte: SOUZA et al., 2004.

As fluorquinolonas tiveram origem nas quinolonas, antibidticos que em sua
primeira geracdo, possuiam acdo limitada apenas contra bactérias gram-negativas. O
principal representante desta geracdo de quinolonas é o Acido Nalidixico que foi
descoberto em 1962, era utilizado no combate a infec¢cbes no trato urinario leves,
possuindo acdo apenas contra enterobactérias (BAPTISTUCCI, 2012).

A partir da segunda geracdo das quinolonas a acdo das quinolonas foi
incrementada, passando a ter acdo contra um maior numero de patégenos gram-
positivos, dentre eles pneumococos e estafilococos, aumentando o seu espectro de acao
para o tratamento de infeccBes urinarias pielonefrites, gonorréia e infeccbes por P.
aeruginosa (CAZEDEY, 2009).

Na década de 70 foi incluido um atomo de Fluor na posicdo R6 e o anel
piperazinico na posicdo R7 do anel quinoldnico, surgindo assim as quinolonas de
terceira geracdo, aumentando amplamente o espectro de acdo, para bactérias gram-
negativas e gram-positivas, passando a ser chamada também de fluorquinolona. Dentre
as representantes desta geracdo destacam-se a Norfloxacina e a Ciprofloxacina (SOUZA
et al., 2004).

O desenvolvimento da quarta geragéo foi marcado pela adi¢édo do grupo metoxi

na posicdo R8 e do grupo metil no anel piperazilico. O principal representante desta
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geracdo é a Gatifloxacina, possuindo um largo espectro de acdo contra todas patdgenos
gram-positivos e gram-negativos (SILVA et al., 2014).

A Ciprofloxacina (Figura 6) pertence a terceira geracdo das fluorquinolonas é
um composto polar e ndo volatil (SILVA et al.,, 2014). Segundo a IUPAC sua
identificacdo € cloridrato do 4acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-
piperazinil)-3-quinolino carboxilico, possui um amplo espectro de acdo, sendo
utilizadas nos tratamentos de infec¢Bes urinarias, respiratdrias, gastrointestinais, além de
infeccdes na pele, 0ssos e articulagbes. (BAPTISTUCCI, 2012). Apresenta-se em forma
de po cristalizado, totalmente sollvel em agua, pouco sollvel em metanol e acido
acético glacial, muito pouco soltvel em etanol e praticamente insolivel em acetona,
acetato de etila e cloreto de metileno (SOUZA, 2004).

Figura 6. Estrutura quimica da Ciprofloxacina.

F COOH

Fonte: SAHOO et al., 2011.

A Ciprofloxacina possui um amplo espectro de acdo, apresentando rapida agdo
bactericida, ndo somente na fase proliferativa, mas também na fase vegetativa, possui
eficdcia contra praticamente todos o0s patdgenos gram-negativos, incluindo
P. aeruginosa. Além disso, mostra bastante atividade contra microrganismos gram-
positivos, como estafilococos e estreptococos, apesar de possuir menor a¢do contra 0s
anaerdbios (CASEDEY, 2009).

Em seu mecanismo de acéo a Ciprofloxacina, inibe inicialmente a atividade da
DNA girase, em bactérias gram-positivas ou topoisomerase Il, em gram-negativas
(Figura 7), enzimas que possuem como principal funcao a replicacdo celular da bactéria.
A funcdo da DNA girase é tornar a molécula de DNA compacta e biologicamente ativa,
a Ciprofloxacina interage nesse complexo, DNA—girase = DNA-bacteriano, criando
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modificagdes na conformacéo, com isso inibindo a atividade enzimatica. Ao inibir essa
enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grande espaco no interior da bactéria e suas
extremidades livres promovem uma sintese descontrolada de RNA mensageiro e de
proteinas, promovendo a morte das bactérias. A Ciprofloxacina também forma um
complexo inibindo a topoisomerase 1V, porém nédo se tem conhecimento de como este
fato contribui para a agdo antibacteriana (BAPTISTUCCI, 2012).

Figura 7. Representacao esquematica do mecanismo de acdo das fluorquinolonas.
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Fonte: LIU et al., 2014

Em sua formulacdo como de cloridrato, a Ciprofloxacina, vem sendo utilizada
contra o bioterrorismo, sendo o Unico farmaco aprovado pela FDA, para ser utilizado
em vitimas de inalacdo do antraz (SOUZA et al., 2004).

De maneira geral a Ciprofloxacina € bem absorvida pelo trato gastrintestinal
superior. A sua biodisponibilidade € superior a 50% e o0 pico sérico, no qual ¢ atingido a
concentragdo maxima no organismo, em 1 a 3 horas ap0os a administragdo. Os alimentos
ndo reduzem substancialmente a absor¢do, mas retardam o pico da concentragédo sérica.
A ligacdo proteica se encontra normalmente entre 15 e 30%. A o ser administrada
oralmente a Ciprofloxacina é excretada na urina e bile com altas concentracdes
(VASCONCELOS, 2006).
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Atualmente no mercado farmacéutico a Ciprofloxacina é vinculada na forma de
comprimido, solucéo oftalmoldgica e solucgdo injetavel. Devido a alguns problemas, tais
como efeitos colaterais, intervalos de administragdo inconvenientes e doses repetidas,
nos Ultimos anos tem se buscado novas formas de veiculacdo dos farmacos em geral.
Nesse contesto, a presente pesquisa busca apresentar uma nova forma de possivel
veiculagdo da Ciprofloxacina, inserindo o farmaco na matriz polimérica da agarose,
com o intuito de utilizar essa formulagdo como substituto cutaneo que possui

propriedades bactericidas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver filmes poliméricos baseados em agarose e filmes de agarose com
incorporacdo de Ciprofloxacina, que confiram uma agéo bactericida, e que apresentem
propriedades para serem utilizados como um potencial substituto temporario de pele.

3.2 Objetivos Especificos
¢ Sintetizar filmes de agarose com e sem a Ciprofloxacina;

e Realizar a caracterizacdo espectroscopica dos filmes sintetizados com e sem a

Ciprofloxacina na regido do UV-Vis, Infravermelho e através de Raman;

e Estudar a morfologia dos filmes por meio de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

e Caracterizar estruturalmente os filmes e seus componentes por meio de Difracdo
de Raios-X (DRX);

e Avaliar as propriedades mecanicas, fisicas e quimicas dos filmes poliméricos

com e sem a Ciprofloxacina;
e Avaliar a atividade antimicrobiana filmes de agarose com a Ciprofloxacina;

e Investigar a resisténcia dos filmes poliméricos frente a processos

fotobiodegradaveis;

e Verificar a estabilidade fotoquimica e quimica dos filmes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4. 1 Sintese dos filmes poliméricos

Os filmes poliméricos baseados em agarose foram sintetizados a partir de uma
adaptacdo de Piermaria et al. (2009), utilizando o sistema de “casting,” que é a secagem
de uma solucgéo filmogénica, onde ocorre a evaporacdo do solvente de forma lenta a um
temperatura controlada. Como solvente foi utilizada agua destilada e como agente
plastificante o glicerol, com posterior adicdo da Ciprofloxacina, gerando assim dois
tipos de filmes:

» Filmes de agarose

» Filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina

4. 1. 1 Filmes de agarose

Em nosso grupo de pesquisa ja foram desenvolvidos alguns trabalhos utilizando
quantidades de agarose que variaram entre 1 e 0,3 g. Nesse trabalho pretendeu-se
utilizar uma quantidade menor de agarose afim de aperfeicoar algumas de suas
caracteristicas, tais como, espessura, transparéncia, flexibilidade e aderéncia. Para tanto,
na preparacdo dos filmes poliméricos sintetizados nessa pesquisa, utilizaram-se trés
quantidades diferentes de agarose (agarose D-1 LOW EEO, Pronadisa) e glicerol P.A.
(Tabela 3), dissolvidos em 30 mL de &gua destilada. Essa mistura foi aquecida em
micro-ondas por aproximadamente 2 minutos, em seguida foi adicionada em placa de
Petri com 90 cm de didmetro e uma area de 50,5 cm? e levados a uma estufa de

secagem por 18 horas.

Tabela 3. Quantidade de agarose, glicerol e agua empregadas na sintese dos filmes.

Quantidade de Agarose por area da Glicerol (uL) Agua (mL)
agarose (9) placa (mg/cm?)
0,25 4,95 250 30
0,1 1,98 100 30

0,05 0,99 50 30
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4. 1. 2 Filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina

Para a obtencdo desses filmes foi realizado o0 mesmo procedimento de produgéo dos
filmes com 1,98 mg de agarose/cmz, sendo acrescidos 2,2 mg de Ciprofloxacina com a
dissolucdo da agarose e da glicerina na agua ainda aquecidas, o que corresponde a 5%
m/m do farmaco nos filmes poliméricos (Figura 8). A escolha da quantidade da
Ciprofloxacina que foi incorporada se refere a concentragdo da Neomicina, um dos
principais antibioticos utilizados em queimaduras. Comercialmente veiculada em sua
forma topica, a Neomicina possui uma concentracdo de 5 mg/g, o que equivale a 5% de
sua formulacdo final. A Ciprofloxacina (Hemifarma) foi obtida através da Farmécia
Escola Carlos Drummond de Andrade, vinculada ao departamento de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

Figura 8. Esquema da sintese dos filmes poliméricos com e sem a incorporagéo da
Ciprofloxacina.
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4. 2 Determinacéo das propriedades morfoldgicas
4. 2.1 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com auxilio de um paquimetro digital 6
(Zaas precision, de preciséo 0,01 mm). As medidas foram realizadas para os dois tipos
de filmes, em duplicata, tomando-se medida de 5 pontos diferentes de cada amostra,
totalizando 10 medidas para cada tratamento. Os resultados foram expressos através da

média das medidas de cada filme.

4. 2.2 Transparéncia

Para determinagdo da transparéncia dos filmes poliméricos foi utilizada uma
relacdo entre as medidas de absorbancias em diferentes comprimentos de onda, obtidas
pelo espectro na regido do Ultravioleta Visivel (UV-Vis), com a espessura dos mesmos
de acordo com a Equacdo 1 (ALMEIDA et, al., 2013) em triplicata.

—log A
T- g

= T Equacéo 1

Onde:
T = transparéncia
A= absorbéancia

X = espessura dos filmes em mm

4. 2. 3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a aquisi¢do de imagens por meio de Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) é utilizado um feixe de elétrons de pequeno didmetro que atinge a amostra
gerando sinais de diversos tipos que podem ser coletados pelos detectores do
equipamento. Nesta pesquisa utilizou-se um microscépio Modelo JSM 5900 — JOEL,
instalado no Departamento de Fisica da UFPE. Para a realizacdo das analises por meio
de MEV, a principio uma amostras de cada tratamento foi fixada com uma fita adesiva
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no suporte para amostras do microscopio (stub) e em seguida as amostras foram
metalizadas. Para a aquisi¢cdo das fotomicrografias foi utilizada uma resolugdo de
1000x.

4. 3 Ensaios de interacdo com a agua
4. 3.1 Teor de umidade

O teor de umidade dos filmes foi avaliado através da medida de perda de peso.
Para isso, amostras de cada filme, em triplicata, foram pesadas em balanca analitica
(Shimadzu AUY 220) e em seguida aquecidas em estufa de secagem (Nova Técnica
NT513) a 105 £ 1 °C em tempos pré-estabelecidos de 15 min. As amostras foram
transferidas para um dessecador até atingirem a temperatura ambiente, em seguida elas
foram novamente pesadas, esse procedimento foi repetido até que as amostras
mantivessem o seu peso constante. A umidade contida nas amostras foi relacionada a

perda de peso, de acordo com a equacdo 2 (MOURA et al., 2014).

U% = % »100 Equacio 2
Onde:
U% = porcentagem de umidade
M i = Massa inicial
M f = Massa fina

4. 3. 2 Absorc¢ao de 4gua

O ensaio de absorcdo de agua foi realizado a partir da avaliacdo da razdo de
intumescimento (RI), onde ocorre um aumento de volume devido a absorcdo de agua,
conforme descrito por Lima, Andreani e Soldi (2007). Para tanto, as amostras em
triplicata foram secas em estufa a 105 °C por 24 horas. Em seguida foram pesadas a fim
de se obter a massa inicial (Mi). As amostras de massa conhecida foram imersas em 45
mL de &gua deionizada a temperatura ambiente, sob agitacdo constante em mesa
agitadora orbital (GyroMini, Nutating Mixer, Labnet). Em intervalos de tempos

pré-estabelecidos de 15 min, os filmes foram retirados da agua, o excesso de agua foi
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removido com auxilio de papel filtro e a massa final foi determinada em balanca
analitica. O processo foi repetido até peso constante. A RI foi determinada a partir da
Equacdo 3 (ALMEIDA et al., 2013).

RI =—— Equacdo 3

Onde:

RI = Razé&o de Intumescimento

M f = Massa final

M i = Massa inicial

O delineamento experimental foi totalmente aleatorio, com trés repeticdes para cada

amostra.

4. 3. 3 Monitoramento temporal da variacdo do peso dos filmes poliméricos

Foram realizados dois procedimentos distintos. No primeiro, as amostras de cada
filme, em duplicata, eram acompanhadas e 0s pesos eram obtidos em tempos
estabelecidos por 144 h. No segundo, obtendo-se um total de 2 amostras dos filme de
agarose sem Ciprofloxacina e 3 amostras dos filmes de agarose com Ciprofloxacina,
tendo seus pesos observados uma vez por semana ao longo de 90 dias. Nos dois ensaios
as amostras eram deixadas em temperatura ambiente com média de 26 °C e com uma
umidade relativa do ar em torno de 54% que foram medidas por um termo-higrémetro
digital modelo que mostra a temperatura e umidade interna e externa. As massas foram

obtidos por meio de balanga analitica.

4. 4 Ensaios mecanicos

Para os ensaios de resisténcia a tracdo, os filmes poliméricos de agarose e 0s
filmes de agarose com Ciprofloxacina foram preparados em uma forma de silicone com
uma 4rea de 198 cm? utilizando-se 0 mesmo método descrito no item 4.1. As

quantidades de reagentes utilizados essa descrita na Tabela 4 abaixo, para os filmes de
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agarose com Ciprofloxacina foi incorporada 8,8 mg do farmaco para que a concentragédo

permanecesse a mesma que a utilizada nos filmes com menor quantidade de agarose.

Tabela 4. Quantidade de reagentes para a sintese dos filmes poliméricos

empregados nos testes mecanicos.

Reagentes Quantidade
Agarose 0449
Glicerina (PA) 400 uL
Agua 80 mL

As analises foram realizadas no Laboratorio de Engenharia Biomédica (LEB) da
UFPE. A resisténcia a tracdo foi determinada utilizando-se uma Maquina Universal de
Ensaios (WDW 300E) acoplada ao software WinWdW. O ensaio foi realizado de
acordo com a norma ASTM D882-12, utilizando uma forca de carga de 0,4 KN e
velocidade de 25 mm/min. O delineamento experimental foi totalmente aleatério, 8

repeticdes para cada amostra para que se pudesse analisar estatisticamente.

4. 5 Analises Espectroscépicas

4. 5. 1 Espectrofotometria de Absorc¢ao Eletrdnica na regido do Ultravioleta-Visivel
(UV-Vis)

As medidas de absorcdo na regido do UV-Vis, de ambos os filmes, foram
realizadas através de andlises de varredura na regido de 190 a 400 nm. As anélises
foram feitas no Laboratério de Biofisica-Quimica do Departamento de Biofisica da
UFPE, utilizando-se o espectrofotdmetro de absorcdo UV-Visivel modelo UV 1800 UV
ESPECTROFOTOMETRO (SHIMADZU - Japdo), operado pelo Software UV Probe,

que permite o armazenamento de dados (Figura 9).
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Figura 9. Espectrofotdmetro UV-Vis modelo UV 1800 UV ESPECTROFOTOMETRO
(SHIMADZU - Japdo).

4. 5. 2 Espectroscopia de Absorcédo Vibracional na regido Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR)

Os filmes obtidos, bem como seus componentes de formagdo, foram

caracterizados pela técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

-1

Fourier (FTIR) na faixa de nimero de onda de 4000 a 500 cm . As analises foram
realizadas na Central Analitica do DQF da UFPE. O equipamento utilizado foi o
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer (Figura 10).

Figura 10. Espectrofotdmetro FT-IR modelo Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR
Spectrometer
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4. 5. 3 Espectroscopia Raman

Os filmes poliméricos e seus componentes de formacgdo foram analisados através
de Espectroscopia Raman (BRUKER — RAN 1), que possui um laser fixo com o
comprimento de onda de 1064 nm (Nd:YAG). As andlises foram realizadas no
Laboratorio Multiusuario de Nanotecnologia - LMNANO, do Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste — CETENE.

4.5. 4 Difracdo de Raios — X (DRX)

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica padrdo para caracterizar a estrutura
dos materiais. Para esse trabalho as analises de DRX foram realizadas no Departamento
de Fisica da UFPE. O equipamento utilizado foi um modelo XRD 7000 da
SHIMADZU, com alvo de Cobre e A = 1,542 A.

4. 6 Caracterizacdo dos filmes poliméricos em relacdo a interacdo com a

Ciprofloxacina

4. 6.1 Liberagéo simulada da Ciprofloxacina

4.6. 1. 1 Ensaio de liberacdo simulada piloto

Para a obtencdo de um resultado preliminar da liberacdo da Ciprofloxacina foi
realizado uma adaptacdo do protocolo utilizado por Oliveira et al. (2012). Para a
realizacdo do ensaio, foram utilizadas 05 amostras dos filmes de agarose com
Ciprofloxacina e uma amostra do filme de agarose, a fim de ser utilizado como controle
negativo. Estas amostras permaneceram em agua destilada a 37 °C em estufa comum
por 4 dias. Apos esse tempo, 0 meio foi analisado por espectroscopia no UV-Vis, na
faixa de 190 a 400 nm, para avaliar a liberacdo da Ciprofloxacina, onde se podem

observar 0s principais picos referentes ao farmaco.
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4. 6. 1. 2 Ensaio de liberacdo simulada

Os ensaios de liberacdo controlada foram realizados no Laboratorio de Fisica,
Biofisica e Biomateriais, do Departamento de Ciéncias Biologicas na Faculdade de
Ciéncias e Letras de Assis — UNESP, onde foram utilizados filmes em triplicata de
agarose com e sem Ciprofloxacina imersos em 400 mL de &gua deionizada por 96
horas, e filmes de agarose com uma concentracdo de Ciprofloxacina 10 vezes superior a
concentracdo utilizada na secdo 4.1.2 imersos em 1000 mL de &gua deionizada por 140
horas. Ambos os ensaios foram realizados em um sistema estatico (sem movimentacao).
As medidas foram realizadas no espectrofotdmetro (varredura 200 - 300 nm) e o volume
utilizado em cada leitura era devolvido ao sistema a fim de manter o volume inicial
constante. Para a medicdo no UV-VIS (ultravioleta - visivel) empregou-se o
espectrofotometro Bel SPECTRO SF200ADV (LGS53) na faixa de comprimento de
onda de 200 a 1000 nm (preciséo de +/- 2 nm), cubeta de quartzo de 10 mm de caminho

optico.

4. 6. 2 Distribui¢do da Ciprofloxacina nos filmes poliméricos

Para se verificar se a Ciprofloxacina estava distribuida uniformemente nos
filmes poliméricos, foram preparadas trés filmes de agarose contendo Ciprofloxacina,
como descrito no item 4.1.2. Apés a formacdo dos filmes poliméricos foram colhidas
com o auxilio de um bisturi e pesadas em balanca de precisao cinco amostras de cada
filme de 100 mg (em um total de 15). Cada uma das amostras foi dissolvidas em 5 mL
de &gua destilada e analisada por espectroscopia no UV-Vis, na faixa de 190 a 400 nm.

Foi utilizada como padrdo uma amostra do filme de agarose.

4. 6. 3 Estabilidade da Ciprofloxacina nos filmes poliméricos

A estabilidade da Ciprofloxacina nos filmes de agarose foi avaliada uma vez por
semana durante 90 dias. Para esse ensaio foram pesados 100 mg do filme polimérico, o
qual era diluido em 5 mL de &gua deionizada, em seguida a amostra era analisada no
UV/Vis, para 0 acompanhamento de uma possivel variagdo no maximo de absorcao da

Ciprofloxacina.
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4. 6. 4 Degradacao por meio da camara de fotoestabilidade

Os ensaios de degradacdo da Ciprofloxacina foram realizados na camara de
fotoestabilidade, confeccionada pelo NP2/UFPE, constituida de uma lampada de UV,
com um maximo de emissdo entre 350 e 370 nm, e duas lampadas brancas frias
emitindo luz visivel, instalada na Central de Caracterizacdo de Alimentos, Suplementos
e Medicamentos (CQ-AMOQOS) do Departamento de Nutricdo — UFPE. Para a realizagédo
do ensaio os filmes obtidos foram diluidos em 10 mL de &gua ultrapura e levados a
camara de fotoestabilidade em vidros de penicilina, visando verificar a influéncia da luz
na regido ultravioleta (290 — 390 nm) e na regido da luz visivel (400 — 700 nm) sobre

Seus componentes.

4. 7 Atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi empregado 0 método de difusdo
em meio liquido, utilizando microrganismos da Colecdo de Microrganismos do
Departamento de Antibiéticos da UFPE. Foram utilizadas culturas de Staphylococcus
aureus (UFPEDA 700) e Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39), representantes dos
grupos de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente, sendo ambas de
importancia clinica em queimaduras e feridas de pele.

A partir de isolados dos microrganismos teste com 24 h de cultivo, suspensdes
microbianas foram padronizadas em solucéo fisiologica de cloreto de sédio a 0,9% de
acordo com a turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, que
corresponde a aproximadamente 10 UFC/mL para bactérias. Para a realizacdo dos
testes (Figura 11), 10 pL da suspensdo dos microrganismos foram adicionados a tubos
contendo 2 mL meios de cultura Mueller-Hinton (MH) liquido. Aos tubos foram entéo
adicionados discos de 6 mm de didmetro do filme polimérico incorporado com a
Ciprofloxacina, em triplicata. Além disso, foram realizados os controles positivo,
através de tubos contendo meio de cultura liquido e 10 pL da suspensdo dos
microrganismos, controle negativo, contendo apenas o meio de cultura e controle do

disco, contendo o meio de cultura com o disco.
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Figura 11. Esquema representativo do método de difusdo em meio liquido.
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Legenda:

D M: Disco do filme polimérico incorporado com Ciprofloxacina contendo 10 pL do
micro-organismo

C +: Controle positivo: tubos de ensaio com o0 meio de cultura e com 0 microorganismo.
C D: Controle do disco

C -: Controle negativo: tubos de ensaio apenas com o meio de cultura.

Os tubos foram incubados a 37 °C por 24 horas. Apés a incubacdo, foram
realizadas comparacOes da turbidez dos tubos testes e controle. A partir do padréo de
turvacdo, foram entdo realizadas diluicdes seriadas de 10 e 10? dos tubos que
continham o filme polimérico incorporado com a Ciprofloxacina e diluicdes de 10™ a
10°® para o controle positivo, estas diluicBes sdo necessérias para que se consiga realizar
a contagem das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC). Aliguotas de 1 pL de cada
diluicdo foram semeadas em rede, em meios de cultura contidos em placas de Petri.
Estas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, para a posterior contagem das UFC. Toda a
avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada no Departamento de Antibiotico da
UFPE.
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Figura 12. Esquema representativo das metodologias de diluicdo e semeio em rede.

Todos os tubos continham 0,9 mL de agua esterilizada, o experimento foi realizado

em triplicata.

4. 8 Analise estatistica

Os resultados dos ensaios fisicos e mecanicos foram avaliados estatisticamente
por analise de variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey para comparacdo de
médias, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o software estatistico Excel da Microsoft.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento dos filmes poliméricos

Ap0s os testes com as quantidades pré-determinadas de agarose, verificou-se que
os filmes poliméricos preparados apresentaram-se macroscopicamente homogéneos e
sem rachaduras (Figura 13). Os filmes poliméricos preparados com 0,99 mg de
agarose/cm?, mostraram-se flexiveis e aderentes, mas susceptiveis a quebras com o seu
manuseio. Os filmes poliméricos preparados com 4,95 mg de agarose/cm?,
apresentaram-se flexiveis, todavia, ndo apresentaram aderéncia. Os filmes poliméricos
preparados com 1,98 mg de agarose/cm?, mostraram-se finos, flexiveis e aderentes. Ao
final do ensaio decidiu-se que os filmes poliméricos preparados com 1,98 mg de
agarose/cm?, apresentavam as qualidades condizentes com os objetivos propostos nesse
trabalho (espessura, flexibilidade) e a estes foram incorporados 2,2 mg de
Ciprofloxacina.

A partir dessa metodologia, foram sintetizados filmes poliméricos de agarose e
filmes poliméricos de agarose incorporados com a Ciprofloxacina, que apresentaram 0s
mesmos aspectos superficiais conforme descrito nos trabalhos de Souza (2008),
Pasquine et al. (2012), Giménez et al. (2013) e Rhim et al. (2013), tais como aderéncia,
flexibilidade e homogeneidade, salientando que nesse trabalho, os filmes poliméricos,
foram sintetizados com uma quantidade menor agarose e glicerina, e apresentaram
resultados satisfatorios. E importante destacar ainda, que as caracteristicas observadas
por inspecdo visual, estdo de acordo com as caracteristicas requeridas para esse tipo de
curativo cutaneo temporario, tais como, reologia comparada a da pele, facilidade de
armazenamento, resisténcia ao cisalhamento e ampla disponibilidade (FERREIRA et al.,
2011).
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Figura 13. (A) Filme polimérico de agarose, (B) filme polimérico de agarose

incorporado com Ciprofloxacina.

5. 2 Determinacdes das propriedades morfoldgicas

5. 2.1 Espessura

A espessura é definida como a distancia entre as duas superficies principais do
material. Este parametro torna-se importante, pois através dele é possivel obter outras
informagdes morfoldgicas sobre o material (transparéncia, propriedades mecanicas,
etc.). Apo6s a realizacdo dos ensaios para a aquisi¢do da espessura, verificou-se que 0s
filmes desenvolvidos, apresentaram pouca variagdo entre si (p > 0,05). Na Tabela 5 é

possivel observar a média e o desvio padrdo para cada tratamento.

Tabela 5. Médias das espessuras dos filmes de agarose e dos filmes

de agarose contendo Ciprofloxacina.

Teste Filme de agarose Filme de agarose com
Ciprofloxacina

Espessura (um) 57 + 10° 40 + 10°

# As letras iguais expressam que ndo houve diferenca significativa para o teste de Turkey para p < 0,05.



37

Os filmes de agarose apresentaram um decréscimo na espessura em relacéo aos
filmes de agarose com a incorporagdo do fa&rmaco, o que pode indicar que a presenca da
Ciprofloxacina, pode levar a uma maior perda de agua pelos filmes.

De acordo com Moraes (2013), os substitutos cutaneos sdo geralmente mais
finos do que a derme humana, que possuem uma variagéo entre 0,5 e 2 mm, dependendo
de alguns fatores, tais como, idade, género e area do corpo. Considerando-se entdo tal
aspecto, os resultados sugerem que os filmes preparados neste trabalho possuem
potencial para serem utilizados como curativos cutaneos, ou mesmo substitutos
temporarios de pele, visto que os filmes de agarose possuem uma espessura média de 57
pm e os filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina possuem uma espessura

media de 40 pm.

5. 2. 2 Transparéncia

Na avaliacdo das propriedades Gticas de um filme podemos destacar a cor e
opacidade dos filmes. A opacidade de um material demonstra sua maior ou menor
transparéncia que pode ser caracterizada pelo blogueio ou ndo da luz. A cor estd
relacionada com o tipo de material utilizado para seu desenvolvimento. Na Figura 14 a
seguir, pode-se observar o filme de agarose (A) que foi preparado utilizando 1,98 g de
agarose por area da placa e o filme de agarose contendo Ciprofloxacina sintetizado com
as mesmas especificacdes (B), onde é possivel observar as inscri¢cdes que estdo por

baixo dos filmes poliméricos sintetizados.

Figura 14. (A) filme preparado com 0,1 g de agarose (1,98 g/cm? de placa); (B) filme
de agarose (1,98 g/cm? de placa) contendo 2,2 mg de Ciprofloxacina.
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A fim de se quantificar a intensidade da transparéncia foi observado o espectro
na regido do ultravioleta e do visivel (190 a 800 nm) dos filmes de agarose e dos filmes
de agarose incorporados com Ciprofloxacina (Tabela 6), observando os picos de maior e

menor transparéncia nessas regides.

Tabela 6. Relagdo entre a absorbancia e transparéncia nos filmes poliméricos
de agarose com e sem Ciprofloxacina.

Regides do Comprimento  Transparéncia dos Transparéncia dos
espectro de de onda (nm)  filmes de agarose filmes de agarose com
absorcao (mm™) Ciprofloxacina (mm™)
Visivel 600 14,10 +£0,12° 11,23 +0,17°
400 25,00 + 0,02° 49,30 + 0,03°
Ultravioleta 272 23,80 + 0,10 265,13 +0,10°
324 44,20 +0,20° 69,60 + 0,30"

? As letras iguais expressam que ndo houve diferenca significativa para o teste de Turkey para p < 0,05.

A partir da analise dos dados é possivel observar que, em 600 nm ndo houve
diferenga estatisticamente significativa na transparéncia dos dois filmes de agarose com
e sem Ciprofloxacina (p > 0,05). Ja em 400 nm os filmes de agarose apresentaram uma
maior opacidade em relacdo aos filmes contendo Ciprofloxacina (p < 0,05), visto que
foi encontrado um valor menor de T (transparéncia), indicando maior transparéncia do
filme. Comparativamente quando analisamos a transparéncia na regido do Ultravioleta
os filmes de agarose apresentam uma maior transparéncia em relacdo aos filmes de
agarose contendo Ciprofloxacina. Isto pode ser atribuido ao fato da Ciprofloxacina
possuir duas bandas de absorcdo nessa regido (272 e 324 nm) referentes aos grupos
cromoforos presentes na molécula.

E de grande interesse que os filmes poliméricos produzidos nessa pesquisa
possuam transparéncia, ou seja, permitam a passagem da luz, pois essa propriedade
possibilita observacdo diaria do aspecto da ferida, possibilitando o acompanhamento da
evolugédo do processo cicatricial, bem como a deteccdo precoce de complicacdes, tais
como infecgoes.

Rhim et al. (2013) desenvolveram um filme polimérico de agar contendo

nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano, tais filmes poliméricos se
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mostravam menos transparentes a partir da incorporacdo de uma maior quantidade de
nanoparticulas de prata. E interessante ressaltar que os filmes poliméricos sintetizados
nessa pesquisa permanecem transparentes, na regido do visivel, mesmo com o aumento

da concentracdo da Ciprofloxacina incorporada.

5. 2. 3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As superficies dos filmes poliméricos foram visualizadas através de microscopia
eletronica de varredura (MEV), o que possibilitou uma analise de maneira mais
detalhada as evidéncias morfologicas mencionadas nos ensaios relativos as
caracteristicas macroscépicas. Nesse tipo de microscopia € possivel produzir imagens
de alta resolucdo da superficie de uma amostra, através da aceleracdo de um feixe de
elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da amostra.

A Figura 15 (A) apresentada a seguir mostra a imagem da microscopia eletrénica de
varredura para o filme de agarose com uma resolucdo de 1000 vezes. J& na Figura 16
pode-se observar as micrografias dos filmes de agarose com a incorporacdo da

Ciprofloxacina, na mesma resolugdes mencionadas acima.
Figura 15. (A) Microscopia eletronica de varredura (MEV) para o filme de agarose com

magnificacdo de 1000 x; (B) e para os filmes de agarose contendo Ciprofloxacina
com aproximacao de 1000 x.
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A verificacdo das caracteristicas microscopicas e morfologicas dos filmes
poliméricos é de fundamental importancia, especialmente para se avaliar a existéncia de
bolhas de ar e/ou rachaduras, garantindo assim a integridade dos filmes poliméricos
para a execucdo dos demais testes. Como pode ser observada a analise morfoldgica da
superficie dos filmes aparentemente ndo mostrou diferencas visuais significativas,
ambos os filmes apresentaram uma superficie rugosa, sem rachaduras e homogénea,

com morfologia de superficie uniforme, sem ocorréncia de separacédo de fases.

5. 3 Ensaios de interacdo com a 4gua

5. 3.1 Teor de umidade

Para a avaliagdo do teor de umidade dos filmes de agarose sem e com
Ciprofloxacina, foram verificados através das medidas de perda de peso conforme
Ferreira (2005). Essa andlise é fundamental para um entendimento do comportamento
dos filmes poliméricos, tendo em vista que a dgua que é utilizada para o preparo dos
filmes, possibilita a esses apresentarem caracteristicas reoldgicas semelhantes as da
pele, em que a presenca de umidade em filmes poliméricos pode influenciar na sua
permeabilidade a gases e vapores. Na Tabela 7 a sequir, é possivel observar os dados

obtidos neste ensaio.

Tabela 7. Teor de umidade, em percentagem, para os filmes de agarose e para os filmes

de agarose com Ciprofloxacina.

Teste Filme de agarose Filme de agarose com
Ciprofloxacina
Teor de umidade (%) 26,3 +0,17° 25,2 +0,18°

® As letras iguais expressam que ndo houve diferenca significativa para o teste de Turkey para p < 0,05.

Os resultados estdo expressos pela média e desvio padrdo. As analises dos
dados demonstram que os filmes de agarose apresentaram-se com um teor de umidade
um pouco maior que os filmes de agarose com Ciprofloxacina, cerca de 1 %, porém ao
se realizar o teste de Turkey, com um nivel de significancia de 5%, ndo foi observado

diferenca estatisticamente significativa, demonstrando assim que a adicdo do agente
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antimicrobiano ao filme polimérico nédo altera sua caracteristica em relagdo ao teor de
umidade.

Onofre (2014) desenvolveu filmes poliméricos de agarose e filmes poliméricos
de agarose contendo nanoparticulas de prata como agente antimicrobiano. Em seus
ensaios observou-se que os filmes de agarose possuiam cerca de 30% de teor de
umidade, e que os filmes contendo as nanoparticulas de prata possuiam cerca de 29% de
teor de umidade, inferindo assim que as nanoparticulas de prata ndo modificaram o teor
de umidade dos filmes poliméricos. Nessa pesquisa nota-se também que a incorporacgéo
da Ciprofloxacina ndo alterou o teor de umidade dos filmes poliméricos, apresentando
resultados semelhantes aos descritos na literatura, utilizando menos quantidade de
agarose e mais maleabilidade.

5. 3. 2 Absorcéo de 4gua

A quantificacdo da absorcdo de agua é uma andlise de grande relevancia,
quando se pretende utilizar os filmes produzidos como substitutos temporarios de pele,
pois sua interacdo com a agua pode vir a interferir nas propriedades mecanicas e
promover instabilidade dimensional dos filmes, ou seja, alterar alguma dimensdo dos
filmes (espessura, largura). Na Figura 16 a seguir, € possivel observar os resultados para
a razdo de intumescimento dos filmes de agarose e dos filmes de agarose contendo
Ciprofloxacina, na qual se relaciona o peso dos filmes secos com os obtidos apos

imersdo dos mesmos em agua.
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Figura 16. Representacéo grafica dos resultados do ensaio de absorc¢do de 4gua para 0s

filmes de agarose e para os filmes de agarose contendo Ciprofloxacina.
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Ao analisarmos o gréfico do ensaio de absor¢do de &gua (Figura 16) é possivel
observar que, os filmes de agarose sem e com a Ciprofloxacina absorvem uma grande
quantidade de agua nos primeiros 15 minutos, havendo um aumento de cerca de 500%
de intumescimento nos filmes de agarose contendo Ciprofloxacina e de
aproximadamente 350% para os filmes de agarose, atingindo o equilibrio de
intumescimento ap6s 30 min. Os resultados sugerem que a incorporagdo da
Ciprofloxacina ao filme polimérico aumenta a hidrofilia do sistema. E importante
salientar que ao final do ensaio, foi possivel observar por inspecdo visual, que ambos 0s
filmes permaneceram com a sua superficie e estruturas preservadas.

Os resultados obtidos nessa pesquisa referentes ao teor de umidade apresentaram
valores muito mais expressivos em relacdo aos obtidos por Giménez et al. (2013) para
filmes poliméricos preparados com 1,5 g de agarose, produzidos por um mesmo sistema
(Casting) desse trabalho, obtiveram uma razdo de intumescimento de cerca de 24%,
atribuindo essa porcentagem, a hidrofilia do glicerol utilizado como agente plastificante,
pois nessa pesquisa foi utilizada uma quantidade menor de polimero e agente

plastificante, e ainda assim, foi observado uma absor¢éo de agua bastante superior, onde
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foi observado por inspecdo visual que os filmes poliméricos mantiveram sua estrutura
morfologica integra.

5. 3. 3 Monitoramento do peso dos filmes poliméricos

Uma das caracteristicas fisico-quimicas importantes dos polimeros é a sua
higroscopicidade, que pode ser definida como a tendéncia que os filmes poliméricos
apresentam de absorver umidade do ar atmosférico.

A Figura 17 a seguir ilustra a variacdo do peso dos filmes de agarose sem e com

Ciprofloxacina ao longo de 144 h, e a Figura 18 ao longo de 90 dias.

Figura 17. Representacdo gréafica dos resultados do ensaio de monitoramento do peso

dos filmes de agarose e dos filmes de agarose contendo Ciprofloxacina durante 144 h.
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Figura 18. Representacdo grafica dos resultados do ensaio de monitoramento do peso

dos filmes de agarose e dos filmes de agarose contendo Ciprofloxacina durante 90 dias.
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A partir dos dados obtidos com o teste de estabilidade foi possivel verificar que
os filmes de agarose sem e com Ciprofloxacina, apresentaram uma variacdo cerca de
8% e 10% respectivamente, de aumento de peso no decorrer do tempo do teste.
Observa-se também que a incorporacdo da Ciprofloxacina ao filme polimérico propicia
uma maior absorcdo de dgua do ambiente, bem como, manteve o peso do filme mais
estavel com relacdo aos filmes apenas com agarose.

Durante a realizacdo do teste a temperatura manteve-se em aproximadamente
26,6 = 1,2 °C, e a umidade relativa do ar em 57,1 = 3,5 %, que foi aferido por meio de
um termohidrometro digital. Através de inspecdo visual foi possivel observar que em
ambos os teste os filmes se mantiveram integros fisicamente, ndo aparentando
rachaduras nem perda de flexibilidade e aderéncia.

Sousa et al., (2009) desenvolveram filmes biodegradaveis de amido de mandioca
com a adicdo de nanofibrilas de algoddo, com alto teor de higroscopicidade, mas sem
alterar as propriedades mecanicas dos filmes, o que também pode ser observado nessa
pesquisa, destacando-se que a obtencdo e sintese dos filmes por nos produzidos se

mostra mais simplificada e acessivel .
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5. 4 Ensaios mecanicos

As propriedades mecanicas de filmes poliméricos sdo medidas através de
ensaios de tracdo, flexdo, compressao ou impacto. O ensaio de tracdo é amplamente
utilizado para o levantamento de informacgdes fundamentais sobre a resisténcia e
comportamento mecéanico dos polimeros, em especial flexiveis e semi-rigidos. Neste
trabalho os ensaios mecanicos foram realizados de acordo com as normas ASTM
D882-12, que segue a padronizacdo do teste de tracdo de plasticos finos. A Tabela 8
abaixo mostra a média dos resultados obtidos, os quais foram retirados a partir de

graficos de tensdo x deformagéo.

Tabela 8. Testes mecanicos - tensdo e alongamento na ruptura para os filmes de agarose

e os filmes de agarose contendo Ciprofloxacina.

Amostra Tensdo na ruptura (MPa)  Alongamento na ruptura (%)
Filmes de Agarose 17,3+2,20° 21,5+ 4,5 %
Filmes de agarose com 32,9+0,06° 13,8+2,7° %

Ciprofloxacina

% Diferentes letras em uma mesma coluna correspondem a valores com diferenca significativa pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Os resultados estdo expressos pela média e desvio padrdo de um mesmo
tratamento. Tanto em relagdo a tensdo na ruptura como em relacdo ao alongamento na
ruptura, os resultados sugerem que os filmes de agarose com Ciprofloxacina se
apresentaram superiores aos filmes apenas com agarose. Esses resultados nos permitem
constatar que a incorporacgédo da Ciprofloxacina nos filmes conferiu a estes uma melhora
nas propriedades mecanicas estudadas, o que nos permite inferir que provavelmente
ocorre interagdes quimicas entre o farmaco e a matriz polimérica.

E importante salientar que a adico de agentes plastificantes na producéo de
filmes poliméricos, exerce uma forte influéncia sobre as caracteristicas mecénicas dos
filmes. Tal fato tem sido evidenciado em alguns trabalhos na literatura, como o de
Onofre (2014), que produziu filmes poliméricos de agarose com a incorporagdo de
nanopariculas de prata pelo sistema de “casting ”, utilizando 0,3 g de agarose e glicerol
como agente plastificante, sendo possivel observar uma tensdo na ruptura de 51,4 + 2,5

MPa, e um alongamento na ruptura de 37,8 + 4,7%. Ja na pesquisa de Pasquine et al.,



46

(2012), foram sintetizados filmes com 0,3 g de agarose refor¢cados com nanocristais de
celulose extraidos de fibras de caro¢o de manga sem a adigdo de agentes plastificantes,
com uma tensdo na ruptura entre 13,35 e 46,28 MPa, e um alongamento na ruptura que
variou entre 1,62 a 12,52%, variando a quantidade de agarose e dos nonocristais de
celulose. Em que a melhoria das propriedades mecéanicas foi justificada pelo aumento da
concentracdo dos nanocristais na matriz polimerica, porém se comparada aos filmes

produzidos com a adi¢do de agentes, esse aperfeicoamento se torna pequena.

5. 5 Analises Espectroscépicas

5. 5. 1 Espectrofotometria de absorcdo eletronica na regido do Ultravioleta —
Visivel (UV-Vis)

A espectrofotometria na regido do UV-Vis € uma técnica analitica que se baseia
na interacdo da matéria com a energia radiante, na qual o espectro eletronico de
absorcdo € o registro grafico da resposta do sistema ao estimulo, tal técnica possui
ampla aplicacdo na caracterizacdo de uma série de propriedades de diversas espécies
orgénicas e inorganicas. Nesse trabalho as andlises espectrofotométricas foram
utilizadas para verificar a incorporacao da Ciprofloxacina nos filmes poliméricos.

As analises foram realizadas a partir da diluicdo de 10 mg de cada filme
polimérico em 5 mL de &gua destilada. Os filmes poliméricos de agarose néo
apresentaram picos de absorcdo (Figura 19). Os filmes poliméricos de agarose com a
incorporacdo da Ciprofloxacina apresentaram um pico maximo de absorbancia em
272 nm referente ao grupo quinol6nico, e um pico de menor intensidade em 324 nm

caracteristico da Ciprofloxacina.
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Figura 19. Espectro de absorcéo eletrénica na regido do UV-Vis do filme

de agarose com e sem Ciprofloxacina.
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Estes resultados corroboram aqueles obtidos por Cazedey e Salgado (2012), que
utilizaram solugdes da Ciprofloxacina em diferentes solventes, e obtiveram o espectro
do pico maximo variando entre 272 a 281 nm e o pico de menor intensidade variando
entre 324 a 417 nm.

Na literatura é possivel encontrarmos a incorporacdo da Ciprofloxacina em
diferentes polimeros para a utilizacdo em diversos fins, dentre eles pode-se citar, Raj et
al.,(2013) que desenvolveram um composito com hidroxiapatita, para a utilizagdo como
Drug Delivery, obtiveram o espectro da Ciprofloxacina incorporada ao material em 277
nm, e Ahmed et al., (2009) que ao sintetizarem filmes baseados em quitosana com a
incorporacdo da Ciprofloxacina, para a utilizacdo em terapias periodontais, encontraram
um pico méaximo da Ciprofloxacina incorporada em 278 nm. E importante salientar que
nesse trabalho o espectro dos filmes de agarose com Ciprofloxacina possui 0 seu
méaximo de absorcdo no mesmo comprimento de onda que o espectro da solucdo de
Ciprofloxacina em agua (Figura 20), preservando assim o grupamento quinolénico, o
qual é responsavel pela acdo antibacteriana do farmaco e evidenciando que o processo

de producéo dos filmes ndo alterou sua estrutura.
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Figura 20. Espectro de absorcéo eletronica na regido do UV-VIS do filme

de agarose com e sem Ciprofloxacina.
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Para fins comparativos também foram realizados espectros da glicerina que foi utilizada
como agente plastificante em ambos os filmes produzidos neste trabalho, a qual néo
apresentou picos em seu espectro (Figura 21).

Figura 21. Espectro de absorcéo eletrdnica na regido do UV-VIS do filme

de agarose com e sem Ciprofloxacina.
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Ao analisarmos o grafico de absorcdo da glicerina, pode-se observar que a
mesma ndo possui nenhum méaximo de absor¢do na regido estudada (200-400 nm), o
que nos permite inferir que sua incorporacdo ao filme ndo interfere nos méximos de
absorcéo referentes a Ciprofloxacina que, como mencionado acima, possui dois picos
caracteristicos nessa regido. Pode-se entender entdo que a incorporagdo da glicerina
confere aos filmes sintetizados uma maior maleabilidade e uma melhor relagdo com a

agua, porem ndo interfere na interacdo dos filmes com a luz.

5. 5. 2 Espectroscopia de Absorc¢éo Eletronica na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros na regido do infravermelho representam uma impresséo digital de
uma determinada amostra formando picos de absorcao que correspondem as frequéncias
de vibracdes entre as ligacbes dos atomos que compde o material (KONDAVEETIA et
al., 2014). Nesse trabalho, foram realizadas analises de FT-IR para os filmes de agarose
(Figura 22), para os filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina (Figura 23),
para os filmes de agarose incorporados com uma quantidade maior de Ciprofloxacina
(10 vezes) (Figura 24), para a agarose (po) (Figura 25), para a Ciprofloxacina (p0)
(Figura 26) e para a glicerina (Figura 27), visando observar e comprovar a incorporacao
da Ciprofloxacina nos filmes poliméricos, bem como possiveis interacdes entre 0s

componentes utilizados para a sintese dos filmes.
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Figura 22. (A) Espectro de absor¢éo vibracional na regido do infravermelho com

transformada de Fourier do filme de agarose, (B) estrutura quimica da agarose,
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Figura 23. (A) Espectro de absorc¢éo vibracional na regido do infravermelho com

transformada de Fourier do filme de agarose incorporado com Ciprofloxacina,
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Figura 24. Espectro de absorcéo vibracional na regido do infravermelho com

Trasmitancia (%)

transformada de Fourier do filme de agarose incorporado com uma dose de

Ciprofloxacina 10 vezes maior que a utilizada na preparagéo dos filmes.
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Figura 25. Espectro de absorgéo vibracional na regido do infravermelho com

Transmitancia (%)

transformada de Fourier da agarose utilizada para a produgéo dos filmes.
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Figura 26. Espectro de absorcéo vibracional na regido do infravermelho com

transformada de Fourier da Ciprofloxacina utilizada para a producéo dos filmes.
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Figura 27. Espectro de absorcéo vibracional na regido do infravermelho com

transformada de Fourier da glicerina utilizada como agente plastificante

para a producéo dos filmes.
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Os espectros de absorcdo vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier demonstraram a existéncia de bandas em 3279 cm™ nos filmes
de agarose, 3274 cm™ nos filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina, 3269
cm™ nos filmes de agarose incorporados com uma grande quantidade de Ciprofloxacina,
3364 cm™ para a agarose, 3529 a 3378 cm™ na Ciprofloxacina e 3386 cm™ para a
glicerina séo atribuidas & deformac&o axial de grupamento hidroxila (O-H) presentes em
suas estruturas.

As bandas presentes na regido entre 2938 a 2883 cm™ nos filmes de agarose,
2937 a 2883 cm™ nos filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina, 2937 a 2883
cm™ nos filmes de agarose incorporados com uma superdose de Ciprofloxacina, 2951 a
2890 cm™ para a agarose, 2926 cm™ na Ciprofloxacina e 2941 a 2886 cm™ para a
glicerina, sdo referentes a vibracdo C-H do grupo alcano.

As bandas presentes na regido entre 1656 cm™ nos filmes de agarose, 1651 cm™
nos filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina, 1630 cm™ nos filmes de
agarose incorporados com uma superdose de Ciprofloxacina e 1646 cm™ para a
glicerina, sdo referentes ao estiramento vibracional da ligacdo da hidroxila com um
hidrogénio (H-OH).

As bandas entre 1415 cm™ para os todos os filmes poliméricos formados, 1361
cm™ para a agarose, 1443 cm™ para a Ciprofloxacina e 1412 cm™ para a glicerina
referem-se a deformacédo axial simétrica e assimétrica de C-H em grupos funcionais
metileno (CH2). Nos filmes de agarose com incorporacdo da Ciprofloxacina (dosagem
usual e superdose) essa vibracdo também pode se referir ao ciclo-alcanos presentes na
estrutura da Ciprofloxacina o que nos revela uma possivel incorporacdo do farmaco no
filme, a qual ja foi demonstrada através dos espectros de absorcdo na regido do
Ultravioleta-Visivel.

A banda na regi&o entre 1034 a 1110 cm™ nos filmes poliméricos produzidos,
1046 a 1153 cm™ para a agarose e 1043 a 1111 cm™ para a glicerina, referem-se &
deformacdo angular de C-O-C dos anéis dos carboidratos presentes na estrutura dos
polimeros, e aos grupamentos laterais C-OH e C-H.

As analises no espectro da Ciprofloxacina demonstram que as bandas entre 1624
e 1610 cm™ pode ser atribuidas ao gurapamento quinoldnico. A banda em 1708 cm™
representa o estiramento da carbonila (C = O). A banda em 1002 cm™ se refere ao
grupamento C-F. As bandas entre 1384 a 1340 cm™ sugerem a vibrago da flexdo grupo

OH que se mostrou presente em acido carboxilico.
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Tabela 9. Atribuicdo das bandas de absorcédo vibracional na regido do infravermelho

com transformada de Fourier.

Material

Frequéncia (cm™)

Grupo funcional

Referéncias!

Filmes poliméricos,
agarose,
Ciprofloxacina e
glicerina.
Filmes poliméricos,
agarose,
Ciprofloxacina e
glicerina.
Filmes poliméricos,
agarose,
Ciprofloxacina e

glicerina.

Filmes poliméricos,

agarose e glicerina.

Filmes poliméricos,

agarose e glicerina.

Ciprofloxacina
Ciprofloxacina
Ciprofloxacina

Ciprofloxacina

2951 - 2883

3529 - 3269

1361 - 1443

1656 - 1630

1034 - 1153

1624 - 1610
1002

1708

1384 - 1340

Deformacdo axial
simétrica e assimétrica
de C-H

Deformacao axial da
hidroxila (O-H)

Deformacao axial
simétrica e assimétrica
de C-H em grupos
funcionais  metileno
(CH2).

Deformagéo angular
de O-H em moléculas
de 4gua

Deformagao angular
de

C-0-C

Grupo quinolonico

Ligacdo C-F
C=0

OH

D) @) (5) (6 ()
(8)

D@3 ©)
(6) (7) (8) (9)

D) (2 (3) (4) (5
(6) (7) (8) (9)

D@34 G)
(6) (7) (8) (9)

1) @) (3) 4 )
(6) (7) (8) (9)

(3) 4 )
(3) 4 )

(3) 4 )

(3) 4 9)

(1) MEENA et al., 2007; (2) VAQUERO et al., 2010; (3) NAYAK et al., 2011; (4) SAHOO et al., 2012;
(5) ZHANG et al., 2012; (6) SILVA et al., 2013; (7) SHAMSURI et al., 2013; (8) KONDAVEETIA et

al., 2014; (9) SAHOO et al., 2011.

5. 5. 3 Espectroscopia Ramam

A espectroscopia Raman é uma técnica que utiliza o espalhamento inelastico de

um feixe de luz monocromatico, com o intuito de se obter informagGes quimicas das
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amostras analisadas. Neste trabalho foram realizadas analises de espectroscopia Raman
dos filmes de agarose (Figura 28), dos filmes de agarose com incorporacdo de
Ciprofloxacina (Figura 29), do p6 da agarose (Figura 30), do pé da Ciprofloxacina
(Figura 31) e da glicerina (Figura 32).

Figura 28. Espectro Raman do filme de agarose.
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Figura 29. Espectro Raman do filme de agarose incorporado com Ciprofloxacina.
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Figura 30. Espectro Raman da agarose.
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Figura 31. Espectro Raman da Ciprofloxacina.
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Figura 32. Espectro Raman da glicerina.
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As analises da espectroscopia Raman demonstram os picos em 3002 cm™ nos
filmes de agarose, 3230 cm™ nos filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina,

3320 cm™ para a agarose, 3077 a 3017 cm™ na Ciprofloxacina e 3450 cm™ para a
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glicerina sdo atribuidas a deformacéo axial de grupo hidroxila (O-H) presentes em suas
estruturas quimicas.

As bandas presentes na regido entre 2950 a 2740 cm™ nos filmes de agarose,
2942 a 2714 cm™ nos filmes de agarose incorporados com Ciprofloxacina, 2974 a 2906
cm™ para a agarose, 2840 cm™ na Ciprofloxacina e 2890 cm™ para a glicerina, sdo
referentes a vibracdo do grupo Alcano (C-H).

As andlises de espectroscopia Raman para a Ciprofloxacina, demonstram a
existéncia de bandas na regido de 1612 cm™ referente ao estiramento da carbonila
(C = 0). O pico em 1386 cm™ refere-se ao 4cido carboxilico (-O-C-O-). As bandas em
750 cm™ séo referentes & ligagdo C-F da Ciprofloxacina.

Podemos considerar a espectroscopia Raman e a espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, como sendo técnicas irmds, pois apesar da
natureza dos fendmenos que a produzem serem diferentes (absorcdo e espalhamento)
elas contem informacGes similares, podendo nos fornecer dados sobre possiveis
interacbes entre os componentes utilizados para a sintese dos filmes poliméricos

produzidos nessa pesquisa.

Tabela 10. Assinalamento das bandas de absorcéo vibracional na regido do

infravermelho com transformada de Fourier e de Raman.

Amostra Grupo FT-IR Raman Ref.®
Filmes poliméricos, O-H  3529a3269 3230a3002 (1) (2) (3) (4) (5) (6)
Ciprofloxacina, (7) (8) (9) (10) (12)

agarose, glicerina
Filmes poliméricos, @ C-H 2951a2883 2974a2740 (1) (2) (3) (4) (5) (6)

Ciprofloxacina, (7) (8) (9) (10) (11)
agarose, glicerina

Ciprofloxacina C=0 1708 1612 (3) (4) (9) (12)

Ciprofloxacina O-C-O 1034 a1153 1386 3 @) @12

Ciprofloxacina C-F 1002 750 (3)4) (9) (12)

(1) MEENA et al., 2007; (2) VAQUERO et al., 2010; (3) NAYAK et al., 2011; (4) SAHOO et al., 2012;
(5) ZHANG et al., 2012; (6) SILVA et al., 2013; (7) SHAMSURI et al., 2013; (8) KONDAVEETIA et
al., 2014; (9) SAHOO et al., 2011; (10) GADOMSKA et al., 2004; (11) GUARROTXENA et al., 2012;
(12) SKOULIKA et al., 2011.
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Ao analisarmos os graficos obtidos por ambas as técnicas (FT-IR e Raman), para
os filmes poliméricos de agarose com e sem Ciprofloxacina, pode-se observar que nao
houve alteragdes significativas nos espectros do polimero apds a incorpora¢do do
farmaco. Ao analisar comparativamente os espectros do filme de agarose antes e apds a
incorporacdo, é possivel verificar que as principais bandas de absor¢do foram mantidas
apos a incorporacdo sugerindo que a presenca do agente antibacteriano preservou a
estrutura quimica original do filme de agarose. Isso pode ser em funcdo da pequena
concentracdo do farmaco, cerca de 5% do peso total do filme polimérico, e ao fato da
Ciprofloxacina e a agarose apresentarem varias bandas de absor¢cdo em comum. Esse
comportamento também foi observado por Nayak et al. (2011) que ao preparar
implantes para ossos de hidroxiapatita contendo Ciprofloxacina, ndo foi observado as
bandas referentes ao farmaco apds a incorporacao. E importante salientar, que apesar de
ndo terem ocorridos picos referentes a Ciprofloxacina nas andlises dos filmes
poliméricos incorporados, sua presenca foi confirmada através dos espectros de
varredura na regido do Ultravioleta-visivel pelo espectrofotdmetro (item 5.2.1) e sua
acao antimicrobiana foi mantida, como sera descrito no item 5.7.

Os gréaficos de FT-IR para os filmes poliméricos também demonstraram picos
caracteristicos da absorcdo de &gua (1656 — 1630 cm™). Ambas as técnicas
demonstraram uma grande intensidade nas bandas referentes aos grupos OH e CHy,
ocasionado pelo fato desses grupos funcionais estarem presentes na composicdo de
quase todos os componentes envolvidos para a formulacdo das solucbes filmogénicas

(agarose, glicerina e Ciprofloxacina).

5. 5. 4 Difragéo de raios-X (DRX)

A DRX ¢é a uma técnica de caracterizacdo de materiais, sendo a mais indicada
na determinacdo das fases amorfas e cristalinas presentes em materiais organicos ou
inorganicos, permitindo a identificacdo da composi¢do mineraldgica dos mesmos. As
Figuras 34 a seguir apresentam os graficos de DRX obtidos para (A) a agarose (po), (B)
para os filmes de agarose, (C) para a Ciprofloxacina (p6) e (D) para os filmes de

agarose com Ciprofloxacina.
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Figura 33. Graficos de DRX obtidos para (A) a agarose (p0), (B) para os filmes de
agarose, (C) para a Ciprofloxacina (p0) e (D) para os filmes
de agarose com Ciprofloxacina.

SOMBIE et al., 2014

s | T

Quando os raios-X interagem com um material cristalino eles geram um padréo
de difragédo, cada componente tem seu padrdo, que representa a sua identidade. Quanto
maior o nimero de cristais em um plano de uma estrutura, mais intensos, pontiagudos e
estreitos serdo os picos no difratograma, podendo-se identificar por picos de difracdo de
Bragg os elementos que compfe o material. Quando os feixes de raios-X nao
conseguem ultrapassar as franjas de espacamentos formados pelos atomos dos planos
cristalogréficos de forma a estabelecer picos bem definidos, diz-se entdo que a estrutura
estd amorfa, ou seja, sem organizacdo dos cristais, sendo impossivel definir
qualitativamente os elementos, pois a parcela amorfa gera picos mais largos e menores
(SALCEDO et al., 2008; RAPHAEL 2010; SANCHES 2011).

As andlises por DRX para a agarose demonstraram seu pico caracteristico de
acordo com os estudos de Raphael (2010), onde ocorre a auséncia de picos definidos,
com o aparecimento apenas de um Unico pico largo, caracterizando assim uma estrutura
amorfa.

Nos difratogramas dos filmes de agarose e dos filmes de agarose com a
incorporagdo Ciprofloxacina, foi observado que as caracteristicas amorfas da agarose
foram preservadas durante o processo de sintese dos filmes. Acredita-se que isso
ocorreu, devido ao fato do polimero ser a substancia em maior quantidade nos filmes

produzidos. A incorporagdo do agente antimicrobiano ndo alterou a estrutura do
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polimero, no entanto ndo foi possivel observar 0s picos caracteristicos da
Ciprofloxacina descritos na literatura (MEY AGUSKU, 2014), o que pode ser explicado
mais uma vez, pela pequena quantidade do farmaco que é incorporada ao polimero. A
auséncia da observacdo dos picos caracteristicos da Ciprofloxacina evidencia que,
possivelmente, o antibidtico encontra-se distribuido homogeneamente de forma

molecular.

5. 6 Caracterizacdo dos filmes poliméricos em relagdo a interacdo com a

Ciprofloxacina

5. 6. 1 Ensaio Liberacéo da Ciprofloxacina dos filmes poliméricos

Para a avaliacéo preliminar da liberagdo da Ciprofloxacina atraves dos filmes de
agarose, os filmes permaneceram em agua por quatro dias, tempo medio de uso de
hidrogéis como curativos em estufa a 37 °C em sistema estatico, de forma a detectar a
possivel liberacdo de Ciprofloxacina para o meio (Figura 34). As analises foram feitas
em duplicata e observou-se a presenca do pico em 272 nm caracteristico da
Ciprofloxacina ap6s quatro dias, o que nao foi observado na amostra que nao foi

incorporada com a Ciprofloxacina.

Figura 34. Espectro de absorcéo da Ciprofloxacina (preto) e da agarose (vermelho) na
regido do UV-Vis demostrando a liberacdo do antibidtico em relacdo ao tempo,

apos quatro dias de imersao em agua.
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Em seguida, com o intuito de se avaliar o perfil cinético de liberacdo da
Ciprofloxacina, realizou-se um ensaio com os filmes de agarose com a quantidade usual
de Ciprofloxacina (2,2 mg) e com filmes com uma quantidade superior a que foi usada
neste trabalho (22 mg). Na Figura 35 a seguir é possivel observarmos o grafico da
liberacdo da Ciprofloxacina, utilizando a dose usual, por 96 horas. Na Figura 36 tem-se

o gréfico da liberagdo da Ciprofloxacina, com a dose superior, por 144 horas.

Figura 35. Representacédo grafica da liberacdo do farmaco dos filmes de agarose

contendo 2,2 mg de Ciprofloxacina durante 96 h.
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Figura 36. Representacdo gréafica da liberacdo do farmaco dos filmes de agarose
contendo 22 mg de Ciprofloxacina durante 144 h.
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Ao analisarmos a representacdo grafica da liberacdo do farmaco dos filmes de
agarose contendo 2,2 mg de Ciprofloxacina durante 96 horas, é possivel observar que
nas primeiras 24 horas ha uma taxa de liberacdo crescente e que apés esse periodo, a
taxa de liberacdo permanece constante ate completar as 96 horas, ndo havendo alteracédo
na concentracdo, o que foi considerado bastante satisfatorio, porem faz-se necessario
um estudo mais aprofundado para avaliar se existe a possibilidade de uma liberagdo
maior de quantidade do farmaco ou se este resultado reflete uma possivel saturacdo do
sistema. Ja as andlises da representacdo grafica da liberacdo do farmaco dos filmes de
agarose contendo 22 mg de Ciprofloxacina durante 144 h, demonstrou um
comportamento andomalo nas primeiras 8 horas de ensaio, onde foi verificado
primeiramente um decréscimo na liberacdo com primeira hora de ensaio, em seguida
obteve um acréscimo na quarta hora de ensaio, que continuou até que se completasse 24
horas de ensaio. A partir das primeiras 24 horas os filmes permaneceram estaveis, sem
alteracbes no nivel de concentracdo, até que se completasse as 144 horas de
experimento.

Foram realizados ensaios com os filmes poliméricos de agarose, como controle
negativo, o qual ndo apresentou picos no espectro.

Ogawa e Plepis (2002) em seu trabalho com compositos de Hidroxiapatita e
colageno incorporados com Ciprofloxacina, verificaram que os compoésitos apresentam
uma taxa de liberacdo decrescente no decorrer do ensaio, visto que a quantidade de
droga liberada diminui com o tempo, atingindo um valor constante em cerca de 40 horas
apos o inicio do ensaio. No presente trabalho também foi observado, que ocorre uma
liberagdo répida do antibidtico nas primeiras horas de imersdo, se mostrando como uma
vantagem no tratamento da infeccdo, impedindo que a liberacdo inicial do antibidtico
seja pequena no sitio de acdo nas primeiras horas do tratamento o que poderia levar a

uma resisténcia bacteriana.

5. 6. 2 Distribuicéo da Ciprofloxacina nos filmes poliméricos

A partir da andlise dos espectros no UV-Vis, de diferentes regides do mesmo
filme, onde as bandas de absorbancia encontram-se bastante proximas, foi possivel
observar a homogeneidade da Ciprofloxacina incorporada no filme polimérico (Figura

37). De acordo com Garcia et al. (2013), a verificacdo da homogeneidade, da cor e
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sabor constitui-se 0 método mais simples para avaliar a qualidade do produto, as
modifica¢fes da cor ou sabor apds o processo da fabricacdo, podem indicar alteracGes
quimicas e microbiologicas na formulacdo. E importante salientar, que a
homogeneidade do farmaco nos filmes é de fundamental importancia, garantindo que
toda a area da pele recoberta pelo filme contenha a substancia distribuida

uniformemente.

Figura 37. Espectro de absorcéo eletronica dos filmes poliméricos de agarose com a

incorporacdo da Ciprofloxacina para diferentes regides do filme.
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5. 6. 3 Estabilidade quimica da Ciprofloxacina nos filmes poliméricos

Entende-se por estabilidade a capacidade de uma formulacdo de manter as
especificacbes fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicologicas. Nesse
trabalho o pardmetro para a avaliacdo da estabilidade quimica da Ciprofloxacina
incorporada ao filme polimérico de agarose, baseou-se na observacdo dos espectros de
absorcéo no UV-Vis dos filmes produzidos. O ensaio consistiu na aquisicdo do espectro
de absorcdo do filme de Agarose contendo Ciprofloxacina, em tempos estabelecidos ao
longo de trés meses (Figura 38). A regido de estudo foi entre 200 e 400 nm, onde foi

verificada a intensidade do pico maximo de absorcéo da Ciprofloxacina em 272 nm.
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Figura 38. Representacédo grafica dos espectros de absor¢éo eletrénica no UV-Vis
mostrando a estabilidade da Ciprofloxacina incorporada aos
filmes polimeéricos de agarose.
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A partir da representacdo grafica acima, pode-se observar que a Ciprofloxacina,
incorporada aos filmes poliméricos de agarose, demonstra pouca variacdo na
intensidade da absorbancia do seu pico maximo caracteristico (A = 272 nm), podendo-se
inferir que a Ciprofloxacina permanece estavel no filme produzido ao longo do tempo.
Tal resultado se mostra interessante, pois permite avaliar o tempo médio do possivel
emprego dos filmes poliméricos de agarose contendo Ciprofloxacina como potencial

substituto de pele para pacientes acometidos por queimaduras.

5. 6. 4 Degradacéo por meio da camara de fotoestabilidade

Sabe-se que por meio da interagdo com agentes luminosos e o0 oxigénio presente
na atmosfera os farmacos podem vir a perder a sua estabilidade e se degradar. A
determinacéo da estabilidade fundamenta-se principalmente em uma preocupagéo com a
salde publica, uma vez que a instabilidade pode estar relacionada com a perda do efeito
terapéutico ou a exposicdo do consumidor a produtos tdxicos de degradagédo
(LIU et al., 2014).
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A realizacdo de estudos de estabilidade pretende quantificar a extensdo pelas
quais as reagdes induzidas pela luz afetam as formula¢Ges dos medicamentos. Nessa
pesquisa foi avaliado o comportamento dos picos no UV-Vis (A = 272 e 324 nm) da
Ciprofloxacina presente nos filmes poliméricos de agarose, frente a sua interagdo com a

luz na regido do ultravioleta e do visivel (Figura 39) em tempos pré-determinados.

Figura 39. Representacdo gréafica dos espectros de absorcédo eletronica que mostram
os resultados do ensaio de degradacdo da Ciprofloxacina presente nos filmes

de agarose por meio da camara de fotoestabilidade.
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Ao analisarmos os resultados é possivel identificar que nos primeiros cinco
minutos de ensaio ocorre uma grande diminuicdo da intensidade do pico em 324 nm
referente ao grupo amina presente na estrutura da Ciprofloxacina, como também é
possivel notar uma diminuicdo na intensidade e um leve deslocamento do pico méaximo
da Ciprofloxacina em 272 nm referente ao grupo carboxilico.

Na Figura 40 é possivel observar o decaimento do valor da absorbancia referente
ao comprimento de onda 272 nm, da Ciprofloxacina, que ocorre de forma acentuada nos

primeiros 60 minutos e sua estabilizagcdo nos 60 minutos seguintes.
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Figura 40. Representacdo gréfica da diminui¢do do pico méximo da Ciprofloxacina
(A =272 nm) referente ao ensaio de degradagdo da Ciprofloxacina presente nos filmes

de agarose por meio da camara de fotoestabilidade.
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Na literatura € possivel encontrarmos a degradacdo da Ciprofloxacina em
solucdo com valores bastante acentuados (BRITO et al., 2012; LIU et al., 2014; SILVA
et al., 2014), porém os resultados sugerem que a incorporacdo da Ciprofloxacina ao
filme polimérico Ihe confere um efeito protetor contra as radiacGes no ultravioleta e no

visivel.

5. 7 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A partir do padréo de turvacgdo dos tubos, comparados com os controles positivo
e negativo, observou-se que o filme de agarose incorporado com a Ciprofloxacina
apresentou atividade tanto contra S. aureus quanto para P. aeruginosa. Os resultados da
primeira parte do teste de atividade antimicrobiana dos filmes podem ser observados na

Figura 41.
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Figura 41. Resultado do teste de difusdo em meio liquido.
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A partir deste dado, foram realizadas diluicdes seriadas até 10 para o controle
positivo, e 107 para o tubo referente ao tubo que possuia o filme de agarose com
Ciprofloxacina (D M). Apds 24 horas estas diluicdes foram semeadas em rede. Para fins
de comparacéo as placas utilizadas para os tubos C + foram apena 107, ja para os tubos
DM foram utilizados os tubos puros e as diluicdes 10™ e 10% Os resultados da segunda
parte teste de do teste de atividade antimicrobiana dos filmes podem ser observados na
Figura 42.



Figura 42. Resultados dos semeios em rede no teste de atividade

antimicrobiana dos filmes.
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Na Tabela 11 a seguir é possivel observar o numero de unidades formadoras de
colbnias (UFC) a partir dos dados colhidos no resultado dos ensaios. Os resultados se
mostram bastantes expressivos visto que os filmes de agarose com Ciprofloxacina

obteve um padrao de inibicao aproximadamente de 100 em relagdo ao controle positivo.

Tabela 11. Contagem das unidades formadoras de col6nia do semeio em rede para 0S

micro-organismos S. aureus e P. aeruginosa.

S. aureus

C+ DM

10” Puro 10" 10 10
43. 10° 1 0 0 0

P. aeruginosa

C+ DM

10° Puro 10" 10 107
92. 10° 2 0 0 0

Cazedey (2009) ao realizar uma anéalise quimico-farmacéutica de cloridrato de
Ciprofloxacina em solucdo oftalmica sem incorpora-la a qualquer polimero, conseguiu
uma inibicdo semelhante a descrita nessa pesquisa pelo método turbidimétrico descrito
na Farmacopédia Brasileira (F. Bras. 1V, 1988)
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6. CONCLUSOES

A partir da metodologia desenvolvida, foram sintetizados filmes de agarose e
filmes de agarose com incorporacdo da Ciprofloxacina pelo sistema de “casting”. Os
filmes apresentaram-se macroscopicamente homogéneos e sem fissuras, aderentes,
flexiveis, transparentes e com uma espessura menor que a da epiderme humana, tais
pardmetros possibilitam a sua possivel utilizagdo como um substituto temporario de
pele.

As analises de espectroscopia de absorcao eletrénica no UV-Vis, FT-IR e Raman,
comprovaram a incorporacdo da Ciprofloxacina nos filmes poliméricos, bem como,
possiveis interacdes quimicas do farmaco com a matriz polimérica. Foram realizadas
também andlises por MEV, constatando que os filmes encontram-se superficialmente
uniformes, e analises DRX que comprovaram a caracteristica amorfa da estrutura do
polimero.

O antibidtico se apresentou distribuido uniformemente nos filmes, e sua
liberagdo se deu de forma rapida nas primeiras 24 horas, permanecendo estavel durante
96 horas.

A incorporacdo do antibidtico aos filmes resultou em um aumento na sua
resisténcia mecanica, e em uma melhoria em suas propriedades hidroscépicas.

Os filmes apresentaram ag&o antimicrobiana com a inibi¢&o de 100% das colonias
dos micro-organismos S. aureus e P. aeruginosa.

Os filmes se mostram estaveis e integros tanto em temperatura ambiente, quanto
em meio aquoso.

Os resultados obtidos se apresentaram satisfatorios, tendo em vista que ficou
conmprovada a possibilidade de utilizacdo do biopolimero como substituto temporario
de pele, o qual possui caracteristicas adequadas para esse fim, tais como, seu carater
hidrofilico, sua estrutura amorfa e maleavel, e principalmente sua propriedade
antimicrobiana, adquirida através da interagdo da matriz polimérica com o farmaco

estudado.
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7. PERSPECTIVAS

Objetiva-se realizar analises de Ressonancia Magnética Nuclear a fim de se
obter um melhor conhecimento sobre a estrutura quimica dos filmes poliméricos
sintetizados, bem como, realizar analises térmicas, tais como Termogravimétrica (TGA)
e Andlise Térmica Diferencial (DTA), com o objetivo de se avaliar suas propriedades e
comportamentos frente a processos térmicos.

Testar a utilizacdo dos filmes poliméricos, elaborados nessa pesquisa, para
outras finalidades, tais como, para tratamentos oculares e scafolds para cultura de
celulas, a fim de se observar o comportamento da matriz polimérica frente a outros
tratamentos e empregos.

Realizar analises de Espectroscopia de Absor¢do no Infravermelho e Raman,
partindo-se de uma quantidade mais elevada da Ciprofloxacina nos filmes poliméricos,
com o objetivo de analisar o comportamento e a intensidade dos picos atribuidos a

Ciprofloxacina na matriz polimérica.
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Resumo

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano possuindo diversas fun¢bes importantes. Havendo lesdo na pele o seu
tratamento deve ser rapido e eficaz, a fim de se evitar possiveis infeccbes que possam causar danos maiores.
Substitutos temporarios de pele sdo dispositivos utilizados com a finalidade de auxiliar na regeneragdo da pele,
prevenindo a perda de liquidos e eletrdlitos e o aparecimento de infeccdes. Este trabalho teve por objetivo a
elaboracdo de filmes poliméricos com a incorporagdo da Ciprofloxacina, para contribuir com o arsenal terapéutico
existente. Os filmes foram caracterizados por espectrometria no Ultravioleta/Visivel (UV/VIS) e Infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) que demonstraram a incorporacdo uniforme do antibiético aos filmes. Ensaios
fisicos demonstraram que os filmes apresentaram aderéncia e transparéncia. Observou-se ainda uma tensao de ruptura
de 18,1 mPa nos filmes sem antibidtico e 24,1 mPa para os filmes contendo Ciprofloxacina.
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1 INTRODUCAO do tecido, assim como o aparecimento

de desequilibrio fisiol6gico, que pode

A pele é considerado o maior 6rgdo do
corpo humano, estabelecendo uma
interface ativa que se interpde entre o
organismo e o ambiente, constituindo
cerca de 16% do peso corporal. E
responsavel por diversas fungdes, entre
estas, as de defesa e regulacdo do corpo,
barreira natural, sendo responsavel
ainda pela absorcdo da radiacdo
ultravioleta (UV) e sintese de vitamina
D; controle da temperatura e
estabilizacdo da pressdo sanguinea. No
aspecto sensorial, equilibra as sensacoes
de frio, calor, dor; permite a
identificacdo dos individuos por suas
caracteristicas peculiares®.

Havendo dano ou destruicdo da pele,
faz-se necessario uma  rapida
intervengdo, na tentativa de se evitar
perda de viabilidade e funcionalidade

levar a morte do individuo. Uma das
principais causas de perda de
integridade cutanea sdo as queimaduras,
de acordo com a Sociedade Brasileira
de Queimaduras, no Brasil acontecem
cerca de um milho de casos por ano®.

Diante do exposto observa-se a
necessidade de se desenvolver novas
tecnologias para o tratamento de
pacientes com queimaduras, sobretudo
para a criagdo de curativos interativos,
devido a alguns fatores associados aos
curativos convencionais existentes, pois
esses necessitam de diversas trocas o
que vem ocasionando mal estar aos
pacientes®. Neste contexto a agarose,
polimero natural extraido de algas
vermelhas®, vem despontando como
uma boa alternativa para a producédo de



filmes para a elaboragéo de substitutos
temporarios de pele.

Uma caracteristica desejada em um
substituto temporario de pele € que este
possua acdo antimicrobiana. Este
atributo pode ser alcancado atraves da
incorporagao de um agente
antimicrobiano ao Biopolimero. A
Ciprofloxacina € um antibidtico da
familia das Fluorquinolonas que possui
efeito em bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas”.

Este trabalho teve por objetivo a
producdo de filmes  poliméricos
baseados em agarose com a
incorporacao de Ciprofloxacina,
visando obter um curativo interativo ou
mesmo um novo substituto temporario
de pele, eficaz e de baixa toxicidade, a
fim de contribuir para o arsenal
terapéutico no  tratamento de
gueimaduras na pele e desta maneira,
melhorar a eficiéncia na cicatrizacdo e
regeneracao tecidual.

2  MATERIAIS E METODO

2.1 Preparo dos filmes

Os filmes de agarose foram preparados
pelo sistema de “casting”, utilizando-se
0,1 g de agarose ¢ 100 uL de solugéo de
glicerol. Alternativamente foi
adicionado 0,0022 g de Ciprofloxacina.
O tratamento utilizando-se apenas
filmes de agarose e glicerol foi
denominado tratamento 01 (T1) e
aquele onde os filmes foram acrescidos
de ciprofloxaciana foi denominado
tratamento 02 (T2)

2.2 Espessura

A espessura dos filmes foi obtida com
auxilio de um paquimetro digital
6”(Zaas  precision), de  precisdo
0,01lmm. Foram realizadas medidas de
cada tratamento, em  duplicata,
tomando-se medida de 5 pontos
diferentes de cada amostra, totalizando
10 medidas para cada tratamento. Os
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resultados foram expressos através da
média das medidas de cada tratamento.

2.3 Resisténcia atracao

Os testes de resisténcia a tracdo foram
realizados no Laboratdrio de
Engenharia Biomédica da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). A
resisténcia a tracdo foi determinada
utilizando uma Maquina Universal de
Ensaios (WDW 300E), acoplada ao
software WinWdWw.

2.4  Transparéncia

Para determinagdo da transparéncia dos
filmes foram relacionadas as medidas
de absorbéncias a 600 nm pela anélise
no UV-visivel modelo UV 1800 UV
Espectrofotdometro  (SHIMADZU -
Japdo), oacoplado ao Software UV
Probe, com a sua espessura dos filmes
de acordo com a equacdo abaixo:

T= —10g Agoo
- Equacdo 1
X
Na equacéo 1:
T = Transparéncia
Agoo = Absorbancia em 600 nm
X = Espessura do filme em mm

2.5 Teor de umidade

O teor de umidade dos filmes foi
avaliado através da medida de perda de
peso. Para isso, amostras de cada filme,
em triplicata, foram pesadas em balanca
analitica (Shimadzu AUY 220) e em
seguida aquecidas em estufa de
secagem (Nova Técnica NT513) a 105
+ 1 °C. As amostras foram transferidas
para um dessecador até atingir a
temperatura ambiente, e posteriormente
foram novamente pesadas. A umidade
contida nas amostras foi relacionada a
perda de peso, de acordo com a equacao
2.

Mi - Mf
U% = M %100 Equagto 2



Onde:

U% = porcentagem de umidade
Mi = Massa inicial

Mf = Massa final

2.6 Higroscopicidade

Para a analise da capacidade de
absorcéo de agua ao longo do tempo em
temperatura ambiente, foi determinado
pelo aumento de peso dos filmes e de
sua espessura utilizando-se uma balanca
analitica e um paquimetro de precisao
apos 144 h.

2.7 Espectroscopia UV-VIS

A analise de absorcdo eletronica na
regido do UV/VIS foi avaliada através
de curvas analiticas da Absorbancia
versus Concentracdo de Ciprofloxacina.
O equipamento utilizado foi o
espectrofotdmetro de absor¢do UV/VIS
modelo UV 1800 UV (SHIMADZU -
Japdo), operado pelo Software UV
Probe.

2.8 Infravermelho com Transformada
de Fourier (FT-IR)

As andlises na regido do Infravermelho
(FT-IR) foram realizadas na Central
Analitica do Departamento de Quimica
Fundamental (UFPE). O equipamento
utilizado foi o Spectrum 400 FT-IR/FT-
NIR Spectrometer. As analises foram
realizadas por reflectancia.

2.9 Liberagdo da CIPROFLOXACINA

As amostras permaneceram em &gua
destilada em estufa a 37 °C por 4 dias.
Apdbs esse tempo, o meio foi analisado
por espectroscopia no UV-VIS, na faixa
de 190 a 400 nm, para avaliar a
liberacdo da Ciprofloxacina para o
fluido.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Desenvolvimento dos filmes
poliméricos

A partir da metodologia desenvolvida
foram produzidos filmes poliméricos de
agarose (T 1) e filmes poliméricos
incorporados com a Ciprofloxacina ,
que apresentaram flexibilidade,
aderéncia, transparéncia e
permeabilidade a gases do ambiente,
para uma espessura média de 0,08 mm.
Alem disso os filmes se mostraram sem
rachaduras e homogénios (figura 1).

P

Figura 43. Filme de agaros.

Os testes de espessura, teor de umidade
e transparéncia estdo ilustrados na
tabela abaixo:

Tabela 12. Testes fisico- quimicos.

Teste T1 T2
Espessura (mm) 0,08 0,07
Teor de umidade 26,2 25
(%)

Transparéncia 14 11

Os testes realizados em T1 e T 2 néo
demonstraram diferenca significativa.

3.2 Resisténcia atracéo

Os testes de resisténcia a tracdo foram
realizados de acordo com as normas ASTM
D882, que segue a padronizacdo do teste
de tracdo de plasticos finos. A tabela 2
mostra a média dos resultados obtidos:

Tabela 13 Testes mecanicos

Tratamentos Tensdona Alongamento

ruptura naruptura
T1 17,32 MPa 21,52 %
T2 32,99 MPa 13,80 %

3.3 Higroscopicidade



A partir dos dados obtidos com o teste
de estabilidade foi possivel verificar que
os filmes apresentam cerca de 10% de
aumento de peso no decorrer do tempo
do teste. Acredita-se que esse aumento
ocorra pela absorcdo da umidade do
ambiente pelos filmes.

3.4 Espectroscopia UV-VIS

Para a analise espectrofotométrica dos
filmes incorporados com a
Ciprofloxacina, diluiu-se 0,0100 g do
filme em 5 mL de agua destilada, e em
seguida foi obtido o espectro, que
apresentou 0 maximo de absorbancia
em 275 nm, (Figura 2) caracteristico da
Ciprofloxacina. Este méaximo ndo foi
observado na analise dos filmes ndo
incorporados. Estes resultados
corroboram aqueles obtidos por
Cazedey e Salgado (2012)°.

Foi possivel também observar a
homogeneidade da  Ciprofloxacina
incorporada no filme, através dos
espectros obtidos a partir da andlise de
diferentes regibes do mesmo filme,
(Figura 3).
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Figura 44. Espectro da CIPRO incorporada ao filme
(T

Figura 45. Espectro da CIPRO para diferentes
regides do filme
3.5 Infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR)

As analises de FT-IR (Figura 4 e 5)
demonstraram a existéncia de bandas
em 3.265 cm™ referentes a vibracdes de
deformagdo axial de C-H e OH,
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presentes em todas as analises
realizadas. E possivel observar ainda a
presenca de bandas em 1.332 cm¥,
referentes a deformacéo angular de C-
H. Pode-se observar as bandas em 1419
cm®  referente  ao  ciclo-alcanos
presentes na estrutura da Ciprofloxacina
0 que nos revela a incorporacdo do
farmaco no filme.

Figura 46 Filme incorporado com Ciprofloxacina
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Figura 47 Filme sem incorporagéo da
Ciprofloxacina

3.6 Liberacéo da Ciprofloxacina

Os filmes permaneceram em &gua por
quatro dias, tempo médio de uso de
hidrogéis como curativos, de forma a
detectar  possivel liberacdo  de
Ciprofloxacina para o meio (Figura 6).
As analises foram feitas em duplicata e
observou-se a presencga do pico em 275
nm caracteristico da Ciprofloxacina
ap6s quatro dias, o que ndo foi
observado na amostra que ndo foi

Comprimento de Onda

Figura 48 Espectro da liberacdo da Ciprofloxacina
em relagdo ao tempo (T1 e T2) ap6s quatro dias de
imersdo em agua

4 CONCLUSOES
A partir da metodologia desenvolvida

foi possivel a obter um filme polimérico
baseado em agarose, o qual foi



incorporado com Ciprofloxacina, que
apresentou boa aderéncia e
flexibilidade, além de transparéncia e de
boas caracteristicas mecanicas. Pode-se
observar que este antibidtico foi
uniformemente distribuido nos filmes
produzidos e que, adicionalmente,
elevou a resisténcia de ruptura de 18
mPa para 32,4 mPA.
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