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ESPONJAS LIOFILIZADAS DE QUITOSANA COM INDOMETACINA PARA
TRATAMENTO DE LESOES CUTANEAS

CHITOSAN FREEZE-DRIED SPONGES WITH INDOMETHACIN FOR
CUTANEOUS LESIONS

Laryssa Mirelle da Silva*
Rosemary Sousa Cunha Lima?

RESUMO

A indometacina (IND) é amplamente prescrita para o tratamento da dor, inflamacéo e edema,
mas seu uso prolongado apresenta efeitos colaterais gastricos de mecanismos conhecidos. O
desenvolvimento de biomateriais de quitosana (QTS), em particular as esponjas, possui
caracteristicas atrativas a clinica e despertou o interesse recente da area farmacéutica na
administracdo de medicamentos transdérmicos. Neste contexto, o estudo objetivou
desenvolver esponjas de quitosana e quitosana/indometacina e avaliar suas caracteristicas
morfoldgicas e fisico-quimicas utilizando Microscopia Optica (MO), Microscopia eletrdnica
de varredura (MEV), Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG) e
sua derivada (DTG), Difracédo de raios-X (DRX) e Espectroscopia na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). As esponjas foram desenvolvidas por liofilizacdo e
demonstraram aspectos visuais, porosidade, rugosidade e microambientes diferentes, através
da analise por MO e MEV. As curvas de DSC indicaram compatibilidade entre QTS e IND e
as TG/DTG apresentaram perfis de perda de massa semelhante entre as amostras. As
reflexdes cristalinas observadas nos difratogramas apontaram o estado polimorfico y do
farmaco e semicristalino do polimero e a amorficidade das esponjas. Os espectros de FTIR
exibiram bandas comuns da QTS e da IND na mesma regido de absor¢éo, sugerindo auséncia
de incompatibilidade quimica entre os componentes da matriz. As técnicas utilizadas para
obtencdo e caracterizacdo de esponjas de QTS e IND revelaram uma forma farmacéutica
promissora e que pode representar-se como proposta alternativa a via oral no tratamento de
inflamacdes cutaneas.

Palavras-chave: Anti-inflamatério. Biomateriais. Polimeros.
ABSTRACT

Indomethacin (IND) is widely prescribed for the treatment of pain, inflammation and edema,
but its prolonged use has gastric adverse effects of known mechanisms. The development of
chitosan biomaterials (CHI), particularly sponges, has attractive characteristics to clinic and
has aroused interest of pharmaceutical field for the administration of transdermal drugs. In
this context, the study aimed to develop chitosan and chitosan/indomethacin sponges and to
evaluate its morphological and physical-chemical characteristics using optical microscopy
(OM), scanning electron microscopy (SEM), differential exploration calorimetry (DSC),
thermogravimetry and its derivative (TG/DTG), X-ray diffraction (XRD) and Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). The sponges were developed by freeze-drying and
demonstrated visual aspects, porosity, roughness and different microenvironments by

! Discente de Graduacéo em Farmacia, Universidade Estadual da Paraiba — Campus I, Campina Grande, Paraiba,
Brasil, e-mail: lary.msilva@hotmail.com.
? Docente de Graduagdo em Farméacia, Universidade Estadual da Paraiba — Campus |, Campina Grande, Paraiba,
Brasil, e-mail: rosysousal@hotmail.com.
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observation using OM and SEM. DSC curves indicated compatibility between CHI and IND
and TG/DTG showed similar mass loss profiles between the samples. The crystal reflections
observed in the diffractograms indicated the polymorphic state y of the drug and semi
crystalline profile of polymer and the sponges amorphousness. FTIR spectra exhibited
common bands of CHI and IND in the same absorption region, suggesting absence of
chemical incompatibility between the components of the matrix. The techniques used to
obtain and characterize sponges of CHI and IND have revealed a promising pharmaceutical
form that can be represented as an alternative for the treatment of cutaneous inflammations.

Keywords: Anti-inflammatory. Biomaterial. Polymers.

1 INTRODUCAO

A resposta inflamatdria faz parte dos mecanismos para manutencdo da homeostase e
morfostase do hospedeiro as infeccBes ou lesbes. Entretanto, a producdo excessiva de agentes
inflamatorios contribui para respostas patologicas agudas e cronicas (IGLESIAS et al., 2019).
Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) sdo prescritos para o tratamento da dor,
inflamacdo e edema, mas seu uso prolongado apresenta efeitos adversos gastricos de
mecanismos conhecidos. A indometacina (IND), representante desta classe farmacoldgica, é
amplamente utilizada no tratamento de dermatites, osteoartrites, doengas autoimunes e dor
crbnica. Embora sua terapia oral seja eficaz, este farmaco torna a mucosa gastrica susceptivel
a agressdes exogenas e enddgenas devido inibicdo da cicloxigenase-1 (COX-1), envolvida na
producédo de prostaglandinas (ARAUJO et al., 2018; GHITMAN et al., 2018; ISHII et al.,
2019; KHODER et al., 2019). Nesse contexto, € importante o emprego da IND incorporada
em novos sistemas de liberacdo de farmacos para reduzir os efeitos adversos e melhorar sua
acdo (MIRGORODSKAYA et al.,2018).

Dentre os dispositivos médicos, 0s biomateriais poliméricos se destacam por
possuirem caracteristicas bioldgicas e mecanicas desejaveis a clinica, substituindo um tecido
danificado ou uma funcgdo fisioldgica ineficiente (THAKUR, SINGH, SINGH, 2016;
OTHMAN et al., 2018; PASELA et al., 2019). A quitosana (Figura 1) é um copolimero
policationico formado por unidades B-(1—4)D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina e
caracteriza-se por ser biodegradavel, biocompativel, mucoadesiva, ndo imunogénica,
bacteriostatica, hemostatica, antioxidante, hipolipemiante e anticancerigena (DRAGOSTIN et
al., 2015; HOZUMI; NOMIZU, 2018; NADY; KANDIL, 2018; XU et al., 2019a; ZHONG et
al., 2019).
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Figura 1 — Estrutura quimica da quitosana.

- NHCOCH

N ,[/4,0 HO@ 0/:}:
OHO%NH\z/ OHO

Fonte: IRIMIA et al., 2018.

A quitosana € uma quitina parcialmente desacetilada, derivada do exoesqueleto de
animais marinhos (ZARATE-TRIVINO et al., 2018). Devido & facilidade de moldagem dos
seus grupamentos amino, é uma excelente plataforma de matrizes poliméricas estaveis em
condicdes fisioldgicas in vitro e que sofrem degradacdo gradual por lisozima ou quitinase in
vivo (HOZUMI; NOMIZU, 2018). Por isto, apresenta caracteristicas motivadoras para
pesquisa de formulagdes farmacéuticas que visam melhorar o desempenho farmacocinético de
farmacos, tais como nanoparticulas (RAGUSA et al., 2018), microesferas (NANAKI et al.,
2017), hidrogéis (LOW et al., 2016), nanofibras (ZAHEDI et al., 2019), membranas (LIN et
al., 2018) e esponjas (IKEDA et al., 2014).

As esponjas sdo matrizes poliméricas que se configuram como andaimes porosos com
redes interconectadas para facilitar a interacdo com as células e permitir a difusdo de farmacos
ou nutrientes (CHAUDHARI et al., 2016). Elas podem ser produzidas pela técnica da
liofilizacdo, a qual permite obter estruturas com arquitetura 3D por desidratacdo rapida de
cristais de gelo (KACZMAREK; SIONKOWSKA,; OSYCZKA, 2018a; LI et al., 2019).

Embora sejam amplamente utilizadas na engenharia de tecidos (XU et al., 2019b),
despertaram o interesse recente da area farmacéutica para administracdo de medicamentos
trasmucosos (FREAG, SALEH, ABDALLAH, 2018), sendo aprovadas pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de feridas de varios graus (WELLS et al., 2018). Isto
porque oferecem vantagens sobre outros sistemas de liberacdo de farmacos, como absorcao
efetiva, potencial entrega local e sistémica e maior carga de dose, se comparada a géis e
filmes (KASSEM; ELMESHAD; FARES, 2015). Logo, este tipo de apresentacdo
farmacéutica tem sido estudada como curativo e para liberacdo transdérmica de farmacos, a
fim de melhorar a eficacia terapéutica ou diminuir reacdes adversas, facilitando o processo de
cicatrizacdo (YAN et al., 2017; MARIN et al., 2018; XU et al.,2018).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver esponjas de quitosana, incorporar a

IND neste biomaterial e avaliar suas caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas como
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proposta inovadora para o tratamento de lesbes cutaneas (curativo), reduzindo os efeitos

adversos no trato gastrointestinal.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

A indometacina foi adquirida na Roval® (Campina Grande, Brasil). A quitosana de
baixo peso molecular (50-190kDa, grau de desacetilacdo 75-85%, viscosidade 20-300cP) foi
adquirida da Sigma Aldrich® (Saint Louis, Estados Unidos da América). Todos 0s outros

produtos quimicos utilizados foram de grau analitico.

2.2 Desenvolvimento das esponjas

As esponjas de quitosana (EQ) e esponjas de quitosana/indometacina (EQI) foram
preparadas por liofilizacdo, conforme Zimoch-Korzycka et al. (2016), Wang et al. (2017) e
Marin et al. (2018). As EQ foram obtidas a partir da dissolucdo de QTS em solucéo de acido
acetico (1% v/v), sob agitacdo magnética durante 24 horas. Em seguida, foram vertidos 25 mL
dessa solugdo em placas de Petri com 8 cm de didmetro. Para obtencdo de EQI foram
adicionados 250 mg de IND, previamente solubilizadas em etanol e dispersas sob agitacdo
magnética durante 1 hora, em 100 mL de solucdo de QTS 1% (m/v), seguindo as mesmas
etapas para as esponjas sem o farmaco. Ambas as solucGes foram congeladas por 7 dias a -40
°C em ultra freezer, modelo CL 120-86V (ColdLab®, Piracicaba, Brasil), e submetidas a
secagem em liofilizador, modelo L108 (Liotop®, S&o Carlos, Brasil), por 48 horas &
temperatura de -55 °C e vacuo de 214 Pa. Os materiais foram congelados no Laboratorio de
Ecologia Aquatica da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e liofilizados no Laboratdrio
de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais (CERTBIO) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG).

2.3  Caracterizacdo organoléptica

As esponjas desenvolvidas foram avaliadas visualmente quanto a sua aparéncia fisica,

cor, textura, forma e plasticidade e fotografadas com camera 12 Mp.
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2.4 Caracterizagdo morfoldgica

Os métodos para caracterizacdo morfoldgica dos materiais foram realizados no
CERTBIO da UEPB.

2.4.1 Microscopia Optica (MO) e anélise topografica

Utilizou-se o microscépio éptico digital, modelo KH7700 (Hirox®, Téquio, Japao),
com aumentos de 140x, acoplado a uma estacdo de andlise de imagens. As micrografias
obtidas por MO foram utilizadas para obtencdo do perfil topografico tridimensional e

avaliacdo da rugosidade média (Ra) das EQ e EQI, com auxilio do software Gwyddion®.

2.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Utilizou-se o microscopio eletrénico de varredura de bancada, modelo VEGA3
(TESCAN®, Brn, Republica Checa), nas escalas de 1:500, 1:200 e 1:50, com energia fixa de
8KV e sem recobrimento metalico. As micrografias obtidas por MEV foram utilizadas para

avaliacdo do didmetro médio (dn) dos poros das EQI e EQI, com auxilio do software Image
J°.

2.5  Caracterizacdo fisico-quimica

Os métodos para caracterizagdo fisico-quimica dos materiais foram realizados no
CERTBIO da UFCG.

2.5.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC da IND, QTS, QTS+IND (1:1), EQ e EQI foram obtidas no médulo
exploratério diferencial do calorimetro DSC Q20 (TA® — Instruments, New Castle, Delaware,
EUA). Utilizaram-se 2,0 = 0,05 mg das amostras, acondicionadas em cadinhos de aluminio
hermeticamente fechados e analisadas na razdo de aquecimento de 10 °C.min™, com
temperatura de 30 a 200 °C e sob uma atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min. O DSC

Q20 estava devidamente calibrado, usando o indio como padréo.
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2.5.2 Termogravimetria (TG) e sua derivada (DTG)

As curvas termogravimétricas da IND, QTS, QTS+IND (1:1), EQ e EQI foram obtidas
no médulo termogravimétrico Pyris 1 TGA (Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA).
Utilizaram-se 5,00 + 0,05 mg das amostras, acondicionadas em cadinhos de alumina e
analisadas na razdo de aquecimento de 10° C.min™*, com temperatura de 30°C a 900 °C e sob
uma atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min™". A derivada da curva termogravimétrica foi
utilizada para auxiliar na interpretacdio do nimero de etapas e 0 equipamento estava

devidamente calibrado com oxalato de célcio.

2.5.3 Difracdo de raios-X (DRX)

Foi utilizado o difratémetro XRD-6000 (Shimadzu®, Quioto, Jap&o), com varredura
angular 5° <20 < 35°, fonte de radiagao de cobre Cu (Kal), varredura no passo de 0,02 (20) e
intervalo de 0,6 segundos para IND, QTS, EQ e EQI.

2.5.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Esta analise utilizou o espectrdmetro Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Perkin Elmer®,
Boston, Massachusetts, EUA) com resolucéo de 4 cm™, velocidade de varredura de 0,2 cm™ e
varredura de 4000 a 650 cm™ para obter os dados de infravermelho da IND, QTS, EQ e EQI.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Desenvolvimento das esponjas

Neste trabalho, as esponjas obtidas por liofilizacdo (Figura 2) apresentaram,
macroscopicamente, coloragdo branca, aspecto fibroso, macio e flexivel. Ambas exibiram
requisitos necessarios a este tipo de biomaterial: (1) integridade fisica; (I1) estrutura flexivel;
(1) plasticidade suficiente para ndo ser quebradica; (IV) massa, textura e espessura
uniformes e (V) aspecto macio para facilitar a adesdo do paciente (TADROS; FAHMY,
2014). Entretanto, as EQI mostraram-se menos resistentes a fragmentagdo do que as EQ. A
espessura, diametro e geometria evidenciaram-se caracteristicas moldaveis, proporcionais a
quantidade de solucdo e recipiente destinado a secagem, permitindo a personalizacdo do

biomaterial para tratamento de lesGes cutaneas complexas.
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Figura 2 — Fotografias das EQ (1) e EQI (2): 1A e 2A — Face da esponja; 1B e 2B — Dorso da

esponja.

(1) Esponja de quitosana

(2) Esponja de quitosana/indometacina

Fonte: dados da pesquisa.

3.2 Aspectos microscopicos

A morfologia e a porosidade sdo parametros importantes para 0s curativos, pois
influenciam na sua capacidade de absorcdo de exsudatos (SHAO et al., 2017). A sublimacao
dos cristais de gelo, através da liofilizacdo de solugdes de QTS, reproduz materiais micro
porosos (KASSEM; ELMESHAD; FARES, 2015), como observado na figura 3. Tal estrutura
confere ao biomaterial uma grande area de superficie de contato, melhor adeséo e favorece
interacdes com proteinas, células e organismos vivos (GUO; LI, 2016).

As micrografias obtidas por MO também demonstraram que a incorporacdo da IND na
matriz polimérica modificou o microambiente das EQI, verificando-se diminuicdo da
interconexdo entre 0s poros, quando comparadas com as EQ. Ressalta-se que os volumes das
solucdes de QTS e QTS+IND e os recipientes destinados & secagem foram padronizados para
ambas as esponjas, Visto que a porosidade deste biomaterial é dependente destes fatores,
segundo Chen et al. (2013).
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Figura 3 — Micrografias das EQ (1) e EQI (2) obtidas por MO, no aumento de 140x.

€)) Esponja de quitosana ) Esponja de quitosana/indometacina

Fonte: dados da pesquisa.

Para compreender melhor a morfologia porosa superficial das esponjas desenvolvidas,
a MEV foi utilizada. Os arcabougos das EQ e EQI, observados na figura 4, apresentaram
redes tridimensionais com cavidades poliédricas interligadas por poros lisos e heterogéneos,
semelhantes a estrutura de uma colmeia, aspecto também descrito por Saporito et al. (2018).
Esta interconexdo de poros em ambas é necessaria para permitir o fluxo de nutrientes e
proliferacdo celular, aumentar a area da superficie de contato com os fluidos corporais e
favorecer a fixacdo local (ANGULO; SOBRAL, 2016; KACZMAREK; SIONKOWSKA;
OSYCZKA, 2018b).

A porosidade e diametros de poros ideais dependem da aplicagéo, tipo e composi¢ao
do biomaterial (KACZMAREK et al., 2018). Porém, as propriedades mecanicas das esponjas
sdo diretamente proporcionais ao tamanho dos seus poros. Tamanhos de poros diminuidos e
paredes de poros espessas resultam em aumento da resisténcia a tracdo e compressao. Logo,
poros e irregularidades maiores resultam na auséncia da rede fibrilar das esponjas (IKEDA et
al., 2014; ZIMOCH-KORZYCKA et al., 2016; RACINE et al., 2017). Dessa forma, 0 maior
diametro dos poros das EQI (dm = 97,49 um) e a redugdo da rede fibrilar observada na MO, se
comparados com as EQ (dm = 15,09 um), justificam a maior fragilidade das esponjas apos a

incorporacdo do farmaco.
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Figura 4 — Micrografias das EQ (1) e EQI (2) obtidas por MEV: 1A e 2A — Escala de 1:500;
1B e 2B — Escala de 1:200; 1C e 2C — Escala de 1:50.
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(2) Esponja de quitosana/indometacina

Fonte: dados da pesquisa.

O desempenho das matrizes esponjosas em relacdo a taxa e capacidade de absorcdo de
agua, mucoadesdo e perfil de liberacdo do farmaco também sdo atribuidos ao tamanho e
distribuicdo dos poros (TADROS, FAHMY, 2014). As EQ apresentaram didmetros abaixo de
26um, 6timos para neovascularizacdo, crescimento de fibroblastos e hepatocitos (ANGULO,
SOBRAL, 2016), tornando-as satisfatorias para uso como curativos. Para as EQI foram
observados muitos poros com didmetros entre 50 e 200 um, ideais para o desenvolvimento de
um novo sistema de liberagdo de farmacos, corroborando com os resultados de varios
pesquisadores (CHEN et al., 2013; IKEDA et al., 2014; LI et al., 2015; LU et al., 2016;
PETCHSOMRIT; SERMKAEW; WIWATTANAPATAPEE, 2017; SAPORITO et al., 2018;
KACZMAREK, SIONKOWSKA, OSYCZKA, 2018b).
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3.3  Andlise topografica

Em geral, a topografia da superficie também influencia na adsorcdo de proteinas e,
consequente, mucoadesdo (SARAVANAN, LEENA, SELVAMURUGAN, 2016). A figura 5
apresenta as imagens topograficas tridimensionais das esponjas, obtidas por MO, e seus
respectivos perfis de rugosidade. Foi observada alteracdo da superficie das esponjas apos a
incorporacdo da IND na matriz polimérica, bem como reducdo da Ra de 43,6 = 9,1nm para

33,9 £ 11,8nm, o que pode representar diferentes condi¢Ges adesivas ao tecido epitelial.

Figura 5 — Imagens topogréaficas (1A e 2A) e perfil de rugosidade (1B e 2B) das EQ (1) e

90 7
“'r
80 1|
< i
s i
E 70 4
8 ER TS
= _60d '\
o E 1 M M
= Pt ) I ‘J',m\.\ A
= 50 § A \/f"v w"\/"”\ ,”\
g \
é. 918,919 40 ] “'M" My M‘mev ALy ’V”J L
8,91¢ 3 : Y '
% . Wb e V\\ L Iy
& ] P AT
=, 0,000 30 4
0 10 20 30 x(nm) 40 50 60 70
s 80 -
‘5 2 2 1\
§ 4080.908
g 09 W
S 3264.726 ER
—8 4080,908 g d i b4V
o= um 60§
] 2448545 i
g j| 2040454 i
173 =504
=] £ i
= e
g 40 “.%
=) \
Al A AV
Cci an 3 L™ Al Aw"'a-‘w\ “\‘p«'“f",‘u o N
1=} 0,000 305 Yoo A,,r“!‘“* Wt i
& i LT Mintarniipbads YWY,
o 20 4
~ o1 1en
S 2215,150 um 0 10 20 30 x(nm) 40 50 60 70
<

Fonte: dados da pesquisa.

Espera-se que o maior tamanho dos poros e rugosidade das EQI permita uma
hidratacdo rapida do biomaterial, disponibilizando boas taxas de liberacdo do farmaco e
favorecendo a aderéncia, como relatado por Tadros e Fahmy (2014), Saher, Ghorad, Mursi
(2016) e Racine et al. (2017). A absorcdo de exsudados é atil para manter a ferida Umida,
promover a proliferagdo celular no local e cicatrizagdo da mesma (ZHANG et al., 2019),

tornando a EQI adequada como curativo transdérmico.
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3.4  Comportamento térmico

A DSC, por meio da avaliacdo dos eventos térmicos, pode ser utilizada para
reconhecer a formacdo de um complexo de inclusdo e avaliar a compatibilidade entre
substancias (ZAFAR et al., 2017). As curvas e eventos calorimétricos do farmaco, polimero,
mistura fisica e das esponjas desenvolvidas estdo apresentados na figura 6 e tabela 1,
respectivamente.

A curva calorimétrica da IND em p0 apresentou um pico endotérmico (Tpico = 162,01
°C e AH = 195,90 J.g™), correspondente ao ponto de fusdo do seu polimorfo y, indicando seu
estado cristalino (RASEKH et al., 2014; RUDRANGI et al., 2015; KIM, YEO, 2016;
COLOMBO et al., 2018; ASARE-ADDO, 2019). A amostra de QTS em p6 mostrou um
amplo evento endotérmico (Tpico = 142,02 °C ¢ AH = 211,00 J.g™h), atribuido & volatilizacio
de substéncias (SILVA et al., 2016; KACZMAREK et al, 2018). Este perfil térmico também
foi observado na curva das EQ e EQI e relatado por Tadros e Fahmy (2014) para biomateriais
esponjosos de QTS desenvolvidos por liofilizacdo. Na mistura fisica (QTS+IND)
mantiveram-se as duas transi¢cbes endotérmicas verificadas nos componentes isolados,
propondo auséncia de interagdo quimica entre eles.

A curva de DSC das EQI apresentou um evento endotermico (Tpico = 131,62 °C e AH
= 299,50 J.g™"), que pode ser referente & remocéo de 4gua fisicamente adsorvida nas esponjas
liofilizadas ou alteracdo do estado do polimero de vitreo a emborrachado (TADROS,
FAHMY, 2014; SHAKER et al., 2018). A diminuicdo da intensidade e mudanca de aspecto
de pico, se comparada com as curvas de DSC dos componentes isolados, podem ser
relacionadas a menor massa de IND incorporada a matriz (TADROS, FAHMY, 2014) e perda
da cristalinidade com dispersdo molecular do farmaco na matriz polimérica, respectivamente
(RUDRANGI et al., 2015; COLOMBO et al., 2018; SHAKER et al., 2018). Além disso, a
semelhanca deste sistema a curva da EQ e auséncia de eventos endotérmicos isolados do
farmaco e polimero pode indicar incorporagdo da IND na matriz polimérica com interagdo
entre as duas substancias e desenvolvimento de um novo arranjo intermolecular apds

liofilizacéo.



Figura 6 — Curvas calorimétricas da IND e QTS em pd, mistura fisica QTS+IND (1:1), EQ e

EQI.
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Tabela 1 — Dados dos eventos calorimétricos e decomposic¢des termogravimétricas das
amostras de IND e QTS em p06, mistura fisica QTS+IND (1:1), EQ e EQI.

DSC TG
_ Etapas Faixa de ’
Amostras Eventos 2:,‘8 ( JA Hl) de temperatura I\/(I(z;s ;a Re(il/d)uo
9 perda (°C) 0 0
1 30,00-401,88 72,95
IND 1 162,01 195,90 2 401,88-423,09 2,80 0,17

3 423,09-724,15 24,08

1 30,00-164,67 13,83
QTS 1 142,02 211,00 2 164,67-474,10 54,00 0,47
3 474,10-664,41 31,70
QTS+IND 1 73,10 133,30 1 30,00-145,04 7,46 2014
2 160,81 48,02 2 145,04-455,10 68,58 ’
1 30,00-118,18 18,61
2 118,18-259,11 14,10
3 259,11-484,29 44,05
4

EQ 1 103,18 385,30 0,05
484,29-702,14 22,07
1 30,00-96,83 13,71

EQI 1 131,62 299,50 2 96,83-200,82 11,70 24,02

3 200,82-433,36 44,32

Fonte: dados da pesquisa.

O comportamento térmico do farmaco, polimero, mistura fisica e das esponjas
desenvolvidas também foi avaliado por TG/DTG. A figura 7 apresenta as decomposicdes
termogravimétricas das amostras e a tabela 1 descreve os respectivos eventos. A curva
termogravimétrica da IND em p0 apresentou trés etapas de perda de massa (30,00-401,88 °C,
Am = 72,95 %; 401,88-423,09 °C, Am = 2,80% e 423,09-724,15 °C, Am = 24,08 %) e residuo
de 0,17 %. A amostra de QTS em p6 mostrou trés etapas de perda de massa (30,00-164,67 °C,
Am = 13,83 %,; 164,67-474,10 °C, Am = 54,00 % e 474,10-664,41 °C, Am = 31,70 %),
correspondentes a eliminacdo de compostos volateis, quebra das ligacdes glicosidicas e
degradacdo do polimero, respectivamente, corroborando com os achados de Lal, Arora e
Sharma (2016) e Osorio et al. (2018). Para a mistura fisica (QTS+IND) observaram-se duas
etapas de degradacédo (30,00-145,04 °C, Am = 7,46 % e 145,04-455,10 °C, Am = 68,58 %),
semelhantes ao perfil do polimero isolado.
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Figura 7 — Curvas TG/DTG da IND e QTS em p0, mistura fisica QTS+IND (1:1), EQ e EQI.
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Fonte: dados da pesquisa.

A curva TG/DTG das EQ mostrou quatro etapas de degradagéo (30,00-118,18 °C, Am

= 18,61 %; 118,18-259,11 °C, Am = 14,10 %; 259,11-484,29 °C, Am = 44,05 %; 484,29-

702,14 °C, Am = 22,07 %), referentes a perda de agua adsorvida as esponjas, ruptura e

degradacdo da cadeia principal da QTS e degradacdo oxidativa das moléculas organicas,

respectivamente, também verificadas por Lan et al. (2015), Lu et al. (2016) e Yan et al.



23

(2017). A antecipagdo da temperatura dos eventos € um comportamento comum de
arcaboucos de QTS e a reducdo da estabilidade de biomateriais esponjosos é atribuida a
diminuicdo da cristalinidade e interacfes intermoleculares, por pontes de hidrogénio, entre
grupos amina e hidroxila da QTS (XUE, WILSON, 2019). Entretanto, apds a incorpora¢do do
farmaco na matriz polimérica foram observadas trés etapas de degradacao (30,00-96,83 °C,
Am = 13,71 %; 96,83-200,82 °C, Am = 11,70 %; 200,82-433,36 °C, Am = 44,32) e um
residuo maior (24,02 %) que nas EQ (0,17%). Esta diminui¢do das etapas, temperaturas de
degradacdo e a maior fracdo de residuo, sugerem uma estrutura molecular estavel e

satisfatdria para os requisitos de obtencdo, armazenamento e uso como material curativo.

3.5  Avaliacdo dos difratogramas

O DRX é uma ferramenta que auxilia na investigacdo do arranjo e grau de
cristalinidade, que podem afetar varias propriedades das esponjas, tais como absorcdo de dgua
e biodegradabilidade do polimero (TADROS, FAHMY, 2014). Os padrdes de DRX do
farmaco, polimero e das esponjas desenvolvidas sdo mostrados na figura 8.

O difratograma da IND pura exibiu maltiplas reflexdes cristalinas em 10,02°, 11,5°,
12,7°, 15,72°, 16,88°, 18,24° 19,4° 20,18°, 20,8°, 21,64°, 23,1°, 23,94°, 26,52°, 27,38°,
29,24°, 30,32° e 33, 54° 20, que se referem ao seu polimorfo y (RUDRANGI et al., 2015;
COLOMBO et al.,, 2018; ASARE-ADDO et al., 2019). Para a QTS pura 0 espectro
apresentou uma intensa e larga reflexdo em 19,72° 26, caracteristica do perfil semicristalino
do polimero (MAJI et al., 2018; FLORES et al., 2017; SHAO et al., 2017) e consequente das
fortes interagcOes inter e intramoleculares por pontes de hidrogénio entre 0s grupos amina,
alcool e amida (SEGHIR, BENHAMZA, 2017). Esta reflexdo tipica da QTS também foi
observada nas EQ em 22,78° 26 e EQI em 22,16° 26 e verificou-se, assim, a amorficidade das
esponjas quando comparadas aos pés isolados, corroborando com os achados de Xie et al.
(2018).
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Figura 8 — Difratogramas das amostras de IND e QTS em po, EQ e EQI.
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Fonte: dados da pesquisa.

Picos caracteristicos da IND e da QTS foram identificados no padrdo de DRX das
EQI, como visto na figura 9. Além da reflexdo em 22,16° 20, ja discutida, o difratograma
também demonstrou reflexGes em 11,14°, 14,04° e 31,08° 20, caracteristicas da IND.
Entretanto, apos a liofilizacéo, observaram-se auséncias de outras reflexdes cristalinas tipicas
deste farmaco. Isto ocorreu porque o método adotado para obtencdo dos biomateriais produz
IND amorfa, sugerindo que a sua forma cristalina foi molecularmente dispersa dentro da
solucdo liofilizada (COLOMBO et al., 2018; ASARE-ADDO et al., 2019). Além disso, a
reducdo da cristalinidade e formacdo de um padréo difuso também pode indicar complexacéo
da IND e QTS (RUDRANGI et al., 2015). Espera-se que a amorficidade e o aprisionamento
da IND na matriz esponjosa desenvolvida aumentem a solubilidade do farmaco e oferecam
um perfil eficiente de liberacdo do mesmo (TADROS, FAHMY, 2014).



25

Figura 9 — Difratograma das EQI com destaque para as reflexdes tipicas da QTS e IND.
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Fonte: dados da pesquisa.

3.6 Analise espectroscopica

O FTIR é uma técnica importante na avaliacdo das alteracBes quimicas ao nivel
molecular, auxiliando na investigacdo da interacdo entre substancias por meio de alteragdes
no aspecto das bandas espectrais e posi¢do dos picos (ANGULO, SOBRAL, 2016; ZAFAR et
al.,, 2017; KACZMAREK et al., 2018). A figura 10 demonstra as principais bandas de
absor¢do comuns nos espectros de FTIR obtidos para o farmaco, polimero e esponjas

desenvolvidas.
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Figura 10 — Espectros de infravermelho das amostras de IND e QTS em pd, EQ e EQI.
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Fonte: dados da pesquisa.

O espectro de FTIR da IND em pé mostra um nimero grande de absorgdes devido as
vibracdes dos anéis aromaticos. As duas bandas intensas em 1713 e 1690 cm™ sdo atribuidas
as vibracdes do estiramento da carbonila do acido carboxilico e carbonila da benzila e
sugerem que o farmaco estd presente na forma polimorfica y, como ja evidenciado pelas
técnicas de DSC e DRX (ZAFAR et al., 2017; DALMORO et al., 2018). Outras bandas de
absorcdo foram observadas em 1478 cm™ (C=C de anéis aromaticos), 1306 cm™ (C-O de
grupos &cidos), 1262 a 1222 cm™ (=C-O de éter) e 1067 cm™ (C—CI) (RASEKH et al., 2014).

Para amostra de QTS observou-se uma banda larga entre 3668 e 2987 cm™, sugestiva
do estiramento de O-H, que sobrepds as vibragdes caracteristicas do alongamento da amina
(TADROS, FAHMY, 2014; SHAO et al., 2017; WANG et al., 2017; SUN et al., 2018). As
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intensas absorcdes em 1063 e 1026 cm™ e vibracdes em 893 cm™ séo tipicas deste polimero e
referem-se ao estiramento C-O e alongamento das liga¢des glicosidicas C-O-C (SHAO et al.,
2017; DALMORO et al., 2018; SAPORITO et al., 2018). A absorcdo em 1650 cm™
(estiramento de C=0) associada com absorcdo em 2873 cm™ (estiramento de N-H) é
sugestiva de amida secundéria. Entretanto, as absorcdes em 1589 cm™ e em 1374 cm™
sugestivas de aminas primérias e deformacgdes simétricas de CHgs, respectivamente,
evidenciam que a QTS exibiu um alto grau de desacetilacdo (LU et al., 2016; FLORES et al.,
2017).

Bandas comuns do polimero estiveram presentes no espectro das esponjas
desenvolvidas. As vibragdes sugestivas de amida também foram observadas nas EQ e EQI
devido presenca de grupos que ndo interagiram com o ion acetato. Além disso, as bandas em
1542 e 1540 cm™, relacionadas & amina protonada (NHs*), e em 1405 e 1402 cm™,
relacionadas ao dobramento =C—H, para as EQ e EQI, respectivamente, sugerem interacéo
entre a NH3" e o ion acetato em condigdes acidas, corroborando com os achados de Wang et
al. (2017) e Saporito et al. (2018).

A presenca de IND nas esponjas foi identificada por bandas caracteristicas do farmaco
em 1478 cm™ (C=C de anéis arométicos), 1262 a 1224 cm™ (=C-O de éter) e 1066 cm™ (C—
Cl). A auséncia de vibrac@es referentes ao alongamento da IND cristalina sugere que apds a
liofilizagdo o farmaco apresenta-se amorfo para permitir interagdo com o polimero,
ratificando os resultados do DSC e DRX, como verificado por Colombo et al., (2018).
Portanto, os espectros mostraram evidéncias de interagfes intermoleculares e compatibilidade

entre QTS e IND com mudancas leves nas bandas espectrais.

4 CONCLUSAO

O desenvolvimento de esponjas de quitosana por liofilizacdo se mostrou eficiente
mediante a simplicidade e reprodutibilidade do método. Os resultados obtidos por
microscopia demonstraram que 0 biomaterial apresentou caracteristicas apropriadas para
liberacdo de farmacos e que a incorporacdo da indometacina na matriz polimérica modificou o
microambiente avaliado. A analise térmica por DSC e TG/DTG verificou compatibilidade
entre a QTS e IND, corroborando com os resultados descritos no DRX e FTIR, que também
sugeriram a amorficidade do sistema e interacdes intermoleculares entre o farmaco e o

polimero, respectivamente.
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Portanto, a forma farmacéutica desenvolvida apresentou pré-requisitos de qualidade
que favorecem seu uso como uma proposta alternativa a via oral no tratamento de inflamacGes
cutaneas com indometacina. Sugere-se que, em estudos subsequentes, sejam aperfeicoadas as
caracteristicas mecanicas das EQ e EQI, bem como realizados ensaios de liberacao in vitro e
experimentos in vivo com animais, a fim de melhorar a flexibilidade e plasticidade do

biomaterial e avaliar o perfil de liberacdo do farmaco.
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