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RESUMO

Filmes representam um significativo sistema para a entrega de farmacos,
permitindo o carreamento destes e os liberando no sitio alvo. A pentoxifilina € um
potente vasodilatador que reporta efeitos pleiotrépicos como a atividade anti-
inflamatoria. O objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar a
atividade anti-inflamatoria de filmes de quitosana contendo pentoxifilina para uso
topico. Para o desenvolvimento dos filmes, adotou-se o método sol-gel,
preparando solugcao de quitosana 1% e solucdo de pentoxifilina (10 e 20mg/mL).
Estes foram adicionados em placas de Petri e submetidos & homogeneizacéao e
secagem em estufa, formando os filmes. Os filmes foram caracterizados por
Infravermelho por Transformada de Fourrier(FTIR), Difracdo de Raio-X (DRX),
Termogravimetria (TG), Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) e Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). Avaliou-se o perfil de liberacdo da pentoxifilina a
partir deste sistema e realizou-se o estudo in vivo para avaliar a atividade anti-
inflamatdria e possivel atividade antimicrobiana. A coloracao dos filmes variou do
transparente (Filme branco - FBr) ao amarelo leitoso (F1 e F2). Na caracterizacéo
em FTIR, F1 e F2 apresentaram bandas caracteristicas da pentoxifilina e da
quitosana; no FBr apresentou bandas caracteristicas da quitosana. No DRX a
pentoxifilina mostrou perfil cristalino, F1 e F2 parcialmente amorfo e FBR
totalmente amorfo. No DSC a pentoxifilina apresentou pico endotérmico em
105,11 °C e a quitosana pico endotérmico em 96,12 °C e exotérmico em 306,29
°C. A mistura fisica de p6s mostrou picos endotérmicos em 88,55 °C e 134,78 °C
e exotérmico em 308,15 °C. F1 apresentou pico endotérmico em 118,69 °C e
exotérmico em 285,59 °C. F2 apresentou picos endotérmicos em 78,07 °C e
122,05 °C e exotérmico em 286,73 °C. No MEV, a pentoxifilina apresentou
morfologia heterogénea, os filmes F1 e F2 apresentaram morfologia homogénea
confirmando a encapsulacdo no sistema. O estudo de liberag&o in vitro dos filmes
seguiu 0 modelo cinético de Higuchi,com liberacdo de 82 e 88 % para F1 e F2,
respecivamente, apresentando uma liberacdo controlada e a formacdo de um
platé. No estudo in vivo, o grupo tratado com F2 apresentou diferenca significativa
na cicatrizagdo no dia 4 em relacdo a todos os demais grupos eno dia 6 em
relacdo aos grupos FBr, F1, e pomada (betametasona+ gentamicina). No 9° dia
de tratamento o grupo tratado com F2 apresentou o fechamento completo da
lesdo enquanto os demais gruposapresentaram a lesdo em cerca de 20% do
tamanho inicial. No estudo microbiolégico, no tratamento com FBr foi possivel
observar que Enterobactergergoviae, Citrobacterfreundiie Escherichia coli foram
inibidos, porém Staphylococcus aureus e Hafnia alvei estavam presentes em um
camundongo. No grupo tratado com F2 houve a inibicdo de
Enterobacteraerogenese Escherichia coli, e inibicdo deStaphylococcus aureus em
apenas um animal. Assim, os filmes desenvolvidos neste estudo apresentarem
eficiente encapsulacédo do farmaco no sistemae um perfil de liberagdo bastante
interessante, além demostraram-se bastante promissores para aceleracdo no
processo cicatricial de lesdes, devido sua atividade anti-inflamatéria comprovada
no estudo in vivo, e uma satisfatéria atividade frente as cepas de bactérias que
colonizaram a lesao.

Palavras chave: Filmes, quitosana, pentoxifilina.



ABSTRACT

Films are an important system to distribute medicines. They allow these
substances to be carried and liberated at the target site. Pentoxifylline is a potent
vasodilator that reports pleiotropic effects as anti-inflammatory activity. The aim of
this study was to develop, characterize and evaluate the anti-inflammatory activity
of chitosan films containing Pentoxifylline for topical use. The sol-gel method was
used to produce the films and prepare a chitosan 1% solution with pentoxifylline
(10 and 20 mg/mL). The solution was added in Petri dishes and subjected to
homogenization and drying in an oven, resulting in the films. The fiims were
characterized by Fourier transform infrared (FTIR), X-ray Diffraction (XRD),
Thermogravimetry (TG), Differential Scanning Calorimetry (DSC) Exploratory and
scanning electron microscopy (SEM). The release profile of Pentoxifylline from this
system was assessed and the in vivo study was conducted to evaluate the anti-
inflammatory activity and possible antimicrobial activity of the films. The color of
the films ranged from transparent (FBr) to milky yellow (F1 and F2). In the
characterization in FTIR, F1 and F2 presented bands characteristics of
Pentoxifylline and Chitosan; similar bands of the FBr presented Chitosan. In the
DRX, Pentoxifylline showed a crystalline profile, F1 and F2 were partially
amorphous, while FBR behaved completely amorphous. In the DSC, pentoxifylline
presented an endothermic peak at 105.11° C and Chitosan presented an
endothermic peak at 96.12° C and an exothermic at 306.29° c. The physical
mixture of powder has shown endothermic peaks at 88.55 °C and 134.78°C and
an exothermic peak at 308.15°c. F1 presented an endothermic peak at 118.69° C
and an exothermic peak at 285.59° c. F2 presented endothermic peaks at 78.07°
C and 122.05° C and an exothermic peak at 286.73°c. In the SEM, the
Pentoxifylline presented a heterogeneous morphology. F1 and F2 movies showed
homogeneous morphology and could confirm the encapsulation in the system. The
in vitro release study of films followed the kinetic model of Higuchi. The films
released F1 (82%) and F2 (88%) at the end of the study, showing a controlled
release and the formation of a plateau. In the in vivo study, the animals treated
with F2 showed a significant difference in healing at the day 4 for all other groups.
On the 6th day, it was observed a significant difference in relation to F2 compared
to the FBr, F1, and ointment. The ointment group presented a different profile from
other treatments and a difference in the healing process during all days of the
study. On the 9th day of treatment, the group treated with F2 complete closure of
the lesion presented while the remaining groups presented the injury in about 20%
of the original size. The microbiological study, treatment with FBr was possible to
observe that Enterobactergergoviae, Citrobacterfreundiie Escherichia coli were
inhibited, but Staphylococcus aureus and Hafnia alvei were present in a mouse. In
the group treated with F2 there was inhibition of Escherichia coli
Enterobacteraerogenese and Staphylococcus aureus inhibition in just one animal.
Thus, the present study developed films present efficient encapsulation of the drug
in the system, and a very interesting release profile, as well as demonstrated very
promising for acceleration in the healing process of injuries, because your proven
anti-inflammatory activity in vivo study, and a satisfactory activity front the strains
of bacteria that colonized the lesion.

Key words: Inflammation, films, chitosan, pentoxifylline.
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1. INTRODUCAO

A expectativa de vida humana aumentou proporcionalmente a melhoria dos
cuidados médicos e desenvolvimento de novas terapias medicamentosas
(PIOTROWSKA et al.,, 2018). Nas ultimas décadas surgiram inovacdes biomédicas
substanciais para o tratamento de lesfes cutdneas, onde muitos avangos foram obtidos
por meio da exploracdo das propriedades de novos biomateriais poliméricos (PATEL et
al., 2018). Entre estes biomateriais oriundos de polimeros se encontra 0s curativos como
auxilio no aceleramento do processo cicatricial de lesdes cutaneas.

O uso de curativo é tradicionalmente utilizado no tratamento de lesdes cutaneas e
a escolha do material que o constitui é essencial no processo da cicatrizacdo (PATEL, et
al., 2018; PIRES et al.,, 2018; TAMER et al.,, 2018). Atualmente, ha um interesse
crescente no uso de polimeros como materiais para fabricacdo de curativos na forma de
flmes (ESCAREGA-GALAZ et al., 2018). Estes sistemas consistem em uma tecnologia
de liberacdo de farmacos que apresenta varios beneficios em relacdo as classicas
formas farmacéuticas. Eles permitem a liberacdo controlada do farmaco, prolongamento
dos efeitos terapéuticos, aumento da biodispobilidade, tratamento com boa relacéo
custo-beneficio e melhora na adesdo do paciente (WAYS, LAU, KHUTORYANSKIY,
2018).

Véarios polimeros tém sido investigados para o desenvolvimento de filmes
destinados ao tratamento de lesdes cutaneas. Entre eles, a quitosana (QUIT),
polissacarideo de origem natural, constituido por unidades D — glucosamina e N - acetil-
D-glucosamina, unidas por ligages glicosidicas B-(1-4) (SIZILIO et al., 2018). Diversos
estudos tém demonstrado o seu potencial no tratamento de feridas, objetivando auxilio
no processo cicatricial (HU et al., 2018; XIE et al., 2018; ASFOUR et al., 2017). Além de
sua excelente capacidade de formacao de filmes, possui propriedades bioguimicas que
aumentam a cicatrizacdo, como biocompatibilidade, auséncia de toxicidade, proove
renegeracdo tecidual e apresenta atividade antimicrobiana, hemostatica e anti-
inflamatodria (KILICARSLAN, et al., 2018).

A pentoxifilina (PXT), nomeada de 3,7-dimetil-1-(5-oxo-hexil)-3,7-di-hidro-1H-
purina-2,6-diona (Fig. 1), € um derivado sintético da metilxantina que tem demonstrado
atividade anti-inflamatéria. Ela pode ser administrada por via oral ou intravenosa, porém
apresenta baixa biodisponibilidade, ha relatos de efeitos colaterais que incluem o trato

gastrointestinal e o sistema nervoso central e métodos invasivos tém menor adesao do


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0928098718303713#!
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paciente (CAVALCANTI et al., 2016). Apresenta quatro principais agoes: aumento da
deformidade dos eritrécitos, reducao da viscosidade do sangue, inibicdo da proliferacéao
de fibroblastos da pele e da producéo de matrizes extracelulares e aumento da atividade
da colagenase (PATEL, MCGURK, 2017).

Fig. 1. Estrutura quimica da PTX.
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A incorporacao de farmacos com atividade anti-inflamatoéria, como a PTX, a filmes
poliméricos de CHI pode se tratar de um sistema promissor na aceleracdo da
cicatrizacdo de lesbes cutaneas. Portanto, o estudo objetivou desenvolver, caracterizar e
avaliar a atividade anti-inflamatoéria e cicatrizante de filmes poliméricos de CHI contendo
PTX.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Pesquisadores tem se dedicado a desenvolver novos curativos com vantajosas
adaptacoes, através de sinteses e modificacfes de materiais biocompativeis (SHIBATA
et al., 1997; DRAYE et al., 1998; ULUBAYRAM et al., 2001). Otimizar o tempo cicatricial
de feridas por meio de materiais projetados de forma sistematica, tem sido o foco da
estratégia utilizada atualmente por pesquisadores, sobretudo, no uso de materiais
bioldgicos como a quitosana e a quitina, que reportam uma importante capacidade no
aceleramento de processos de cicatriza¢do a niveis moleculares, celulares e sistémicos
(JAYAKUMAR, et al., 2011).

Atualmente as pesquisas nesta area de tecnoldgica ainda demonstram esse
interesse, mantendo o foco em avancados curativos terapéuticos para participarem
ativamente da cicatrizacdo de feridas cronicas e agudas, objetivando uma cicatrizacao
rapida e com custos mais acessiveis, devido os altos custos destes curativos em todo o
mundo (BOATENG, 2015).

2.1 Pele
A pele é o principal sistema de defesa exterior que protege os sistemas do corpo

interno do ataque, contaminacéo, infeccao e efeito ambiental do microorganismo.

Sendo caracterizada como o principal sistema de defesa exterior, devido seu peso
ser superior a 10% do peso total de um corpo adulto, e seu tamanho, que mede
aproximadamente 2m?, a pele ainda acolhe aproximadamente um terco do sangue total
do corpo; E ainda responsavel pela inibicdo do adentramento de microorganismos
externos no organismo, evitando possiveis desordens, além de reportar outras funcdes
como regulacdo da temperatura corpérea e transmissao de informacdes do ambiente
externo como calor, frio, e dores (SHARMA; AGARWAL; RANA, 2011).

Este 6rgao é constituido de trés camadas, sendo estas denominadas: hipoderme,
derme e epiderme (Figura 1). A hipoderme é a camada mais interna e caracteriza-se
como um tecido adiposo subcutaneo, sendo responsavel por proporcionar isolamento
térmico e protecdo mecanica ao corpo. A epiderme e a derme sao consideradas as mais
importantes. Na derme, € onde se encontra 0s vasos sanguineos que sao responsaveis
por transportar oxigénio e nutrientes. Esta camada € constituida de tecido conjuntivo, e é
a responsavel por proporcionar elasticidade e resisténcia a deformacdo da pele
(SCHAEFER; REDELMEIER, 1997).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975011000061#bb0520
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975011000061#bb0520
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Figura 1: Estrutura e camadas da pele.
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Fonte: Livro Piel Eudemica: Morfologia y Fisiologia (LORENZO PONS GIMIER).

Apresentando-se como a camada superficial, a epiderme, possui a capacidade de
proteger a pele contra o0 ambiente externo e todos os derivados deste (microrganismos)
que possam ser prejudicial a mesma. E também onde estéa contido o estrato cérneo, que
além de proteger a pele contra a invasdo de microrganismos, ainda dificulta a
permeacdo de farmacos, agindo como uma barreira (CHORILLI et al., 2007; GILL et al.,
2009).

Para que haja absorcdo por via topica, € imprescindivel que o farmaco seja
absorvido pelo estrato corneo e permeie a pele, processo denominado como absorcéo
percutanea. O estrato cérneo mede10 uym de espessura, sendo constituido por células
epidérmicas mortas e queratinizadas (CHORILLI et al., 2007; GILL et al., 2009).
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2.2 A administracao de farmacos atraves da pele

A administracdo de farmacos através da pele, visa a absor¢cdo tépica local ou
transdérmica, onde o farmaco incide na corrente sanguinea, e sado indicados para tratar
dermatoses, inflamacgdes, e infecgdes de pele.

Alguns aspectos importantes e que devem ser considerados na escolha da forma
farmacéutica e via de administracao, sao os inerentes a formulacéo, visto que a natureza
do farmaco e o tipo de forma farmacéutica sdo fatores preponderantes na absorcao
percutanea, pois interferem bastante neste processo. Fatores como o coeficiente de
particdo e solubilidade aquosa possuem alta influéncia no fluxo transdérmico, pois
moléculas grandes, bem como as de alta polaridade apresentam dificuldade no processo
de permeacdo (SWART, et al., 2005). Desta forma, torna-se evidente que para uma
satisfatoria absorcdo percutédnea, o farmaco deve apresentar algumas caracteristicas
consideraveis como baixo peso molecular, aléem de uma adequada solubilidade em
meios hidrofilicos e lipofilicos, visto que apresentando boa solubilidade em apenas um
destes ndo apresentara a acdo farmacolégica esperada (BRAIN, et al., 2007).

Desta forma, torna-se mais claro, a importancia que a forma farmacéutica exerce
sobre o processo de permeacdo, pois a quantidade de farmaco que permeia a pele
depende na maioria das vezes da forma farmacéutica utilizada (BRAIN, et al., 2007). Na
Figura2 é apresentado um comparativo entre trés formas farmacéuticas administradas
através da pele, com o intuito de reconhecer a forma farmacéutica que apresenta maior

vantagem para administracéo através da pele.
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Figura 2: Comparativo entre tipos de formas farmacéuticas com base na absorcéo.
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Fonte:KATHE; KATHPALIA., 2017.

Diversas estratégias tem sido utilizadas atualmente para auxiliarem a liberacéo e
permeacdo de farmacos através da pele, com o objetivo de desenvolver formulacdes
mais eficientes, e que possam permitir a absor¢cdo do farmaco no estrato cérneo de
forma mais rapida e eficaz; entre essas estratégia encontra-se o uso de promotores
guimicos e fisicos de permeacédo (DAMASCENO, 2010a).

Para que a taxa de absorcdo de farmaco por meio da pele supra o efeito
esperado, esta depende de varios fatores como a fisiologia da pele, das caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco e do sistema de distribuicdo, onde estes sdo de suma
importancia para a obtencéo do resultado esperado (KATHE; KATHPALIA, 2017).

A escolha da forma farmacéutica a ser usada € bastante importante, pois esta
diretamente relacionada com a absorcdo do farmaco em seu sitio alvo, sendo
indispensavel o desenvolvimento de formulacdes que garantam uma absorcdo efetiva
através do estrato corneo (DAMASCENO, 2010a).

As formas farmacéuticas convencionais de uso tépico como pomadas e cremes
usadas para o tratamento de inflamagdes cutaneas, reportam limitagdes, pois podem ser
facilmente removidos, mesmo que involuntariamente, através do contato da pele com as

roupas, ndo garantindo um contato persistente com a pele durante o tempo esperado,
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comprometendo a taxa de absor¢cdo do medicamento e consequentemente o tratamento
do paciente. Além disso apresentam uma sensacdo pegajosa e gordurosa quando
administrados na pele, que se torna algo desagradavel para alguns pacientes,
conduzindo muitas vezes a descontinuagdo do tratamento (MANDELBAUM, S. H.,
SANTIS, E. P., MANDELBAUM, M. H. S., 2003).

2.3 Processo Inflamatoério

A inflamacao é caracterizada como uma resposta de defesa do organismo diante
de uma lesao, queimadura ou um agente agressor. Quando corpos estranhos adentram
na ferida, levam a respostas inflamatorias podendo acarretar na formacao de abcessos e
atrasando o processo de cura (BOATENG et al., 2008).

Apesar das caracteristicas da inflamacéao ter sido descritas em 3.000 anos a.C
nos papiros egipcios, foi apenas no século | d.C que os quatro sinais cardinais da
inflamacédo foram listados pela primeira vez, por um famoso escritor romano conhecido
como Cornelius Celsus, que definiu os sinais: Rubor (vermelhiddo), tumor (inchaco),
calor e dor como indicios de qualquer processo inflamatorio (EDWARDS, 1981).Porém,
apenas no século XIX, mais precisamente no ano de 1858 foi quando surgiu o quinto
sinal da inflamacéao, sendo este descrito por Virchow e sendo cognominado como “Perda
da fungao” da regiao lesada (VIRCHOW, 2008), formando assim o que vinha a ser os
cinco sinais classicos do processo inflamatério, para subsecutiva ativacdo da resposta
inflamataria.

Independente do local onde foi desencadeado o processo inflamatério, estes
sinais classicos da inflamacdo sédo os primeiros a manifestar-se hemodinamicamente,
visto que caracteristicas como a vasodilatacdo, o fluxo sanguineo e permeabilidade
aumentada sédo alguns fatores que levam a geracdo destes sinais. Dentro destas
caracteristicas clinicas, o aumento no fluxo sanguineo, também conhecido como
hiperemia arterial,desencadeia os sinais denominado de calor e rubor; a infiltracdo de
células nos tecidos descreve o tumor; a dor decorre do tumor e da compressado das
fibras nervosas locais, ja a perda da funcdo é decorrente da dor e do tumor (NATHAN,
2005; SERHAN, 2004).

O processo inflamatério é uma cascata bastante complexa, pois ocorre no tecido
conjuntivo vascularizado onde envolve diversos constituintes como os leitos capilares, o

plasma, os neurdnios sensoriais e 0s constituintes celulares e extracelulares desse
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tecido. Essa cascata visa destruir o agente causador e desencadear diversos eventos
gue contribuem para a cicatrizacdo e reconstituicdo do tecido lesado (TRACEY, 2002;
COLLINS, 1999).

A inflamacédo pode se apresentar como um processo agudo ou cronico. A
inflamac&o aguda caracteriza-se de forma rapida, podendo durar dias, horas ou até
minutos. Neste tipo de inflamacdo ocorre aumento do fluxo sanguineo, seguido pelo
extravasamento do plasma. Na fase inicial ocorre um aumento significativo no nimero
de neutrdfilos. Ja a inflamacao cronica, apresenta um periodo de duracdo maior, e se
associa a presenca de macroéfagos, linfocitos, proliferacdo de vasos e necrose tecidual
(ROTE, 1998; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Mesmo a nivel sistémico o processo cicatricial de lesdes € o mesmo independente
do agente que o acarrete, sendo composto por trés fases: a fase inflamatoria,
proliferativa e de remodelagem. A fase inflamatéria é onde o plasma e outros elementos
celulares sdo extravasados, ocupando o local da injuria. A fase proliferativa é onde
ocorre a producéo do tecido granuloso, que leva ao fechamento da lesédo, sendo esta
fase a responsavel pelos eventos de reepitelizacdo, fibroplasia e angiogénese. Na fase
de remodelagem, o tecido normal tentase modelarpara ficar semelhante como era antes
da lesdo (MENDONCA et al., 2009; LADEIRA et al., 2011; MARTIN et al.,2005).

Ainda que a resposta inflamatéria tenha o objetivo de proteger e reparar o tecido
lesado, a inflamacéo detém a capacidade de ferir o tecido (LARSEN; HOLT, 2000).
Histologicamente falando, sdo a¢bes de diversos mediadores que atuam sobre vasos
sanguineos ou células para gerar uma resposta inflamatéria. Entre estes mensageiros
quimicos, destaca-se a histamina e os ecosandides (derivados do acido araquidénico)
como 0s mais importantes no inicio da inflamacéo, devido sua participacdo na regulacéo
do fluxo sanguineo local, e capacidade de alterar a permeabilidade do vaso.

Existem mediadores pro-inflamatérios que se subdividem de acordo com sua
origem. De origem tissular encontram-se o0s derivados do &acido araquiddnico
(tromboxanos, prostaglandinas, prostaciclinas), fator de ativacédo plaquetaria, bradicinina,
histamina, serotonina, interleucina 1 e 8 (IL-1, IL-8), fator de necrose tumoral (TNF) e
fator de necrose tumoral a (TNF-a). Ja nos de origem plasmatica temos 0s componentes
do sistema complemento, sistema de coagulacdo, entre outros (CARVALHO, 2004,
FEGHALI; WRIGHT, 1997). Na cascata da inflamacé&o existem duas vias enziméticas, a
cicloxigenase (COX) que € bastante conhecida pela producdo de prostaglandinas,

prostaciclinas e tromboxanos e a via lipoxigenase (LOX), que é responsavel pela
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producao dos leucotrienos e lipoxinas (SERHAN; CHIANG, 2004; SANJITA; DINAKAR;
SAUMYA, 2008).

A COX, se apresenta em trés isoformas, sendo estas denominadas como COX-1,
COX-2 e COX-3 que séo inibidas pelos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES)
(ZHANG; CAO; ZHONG, 2009). A COX-1 é constitutiva, sendo responsavel pela
producédo de prostaglandinas, que visa proteger as células do estdmago e regular o fluxo
sanguineo renal, de forma a preservar esse papel fisiolégico, esta encontra-se expressa
na maioria dos tecidos (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998). A COX-2 é induzida, e
possui essa denominacédo devido sua inducdo quando ocorre uma lesdo ou infecgao,
pois esta € induzida nas células imunolégicas como macréfagos. Ja a COX-3, é variavel
da COX-1, sendo pouco abordada pela literatura (ZHANG; CAO; ZHANG, 2009).

Os farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), representam uma das
classes mais utilizadas a nivel mundial, 0 que requer uma maior atencdo para estes,
devido as suas limitagOes relacionadas a seus efeitos adversos (PARENTE, 2000;
FIORUCCI et al., 2001). Esta classe farmacologica quando administrada por via oral,
ainda sofre um extenso metabolismo de primeira passagem, acarretando em perdas do
medicamento, além de apresentar significativos efeitos adversos, onde destacam-se a
hemorragia no trato gastrointestinal, alteracbes renais, perfuracdo no trato
gastrointestinal e alteracées no mecanismo de hemostase (SCHOLICH; GEISSLINGER,
2006).

Afim de contornar esses inconvenientes e devido a diversidade de tipos de lesbes
existentes, resultou no desenvolvimento de diversos tipos de curativos existentes
atualmente no mercado farmacéutico, onde estes geralmente sdo inseridos com o
objetivo de atingir os diversos campos do processo de cicatrizacdo de feridas
(BOATENG, et al., 2008).

Para que um curativo seja considerado ideal, este deve satisfazer algumas
propriedades como manter um ambiente imido ao redor da leséo; permitir a permeacao
de gases; remover os exudatos em excesso; proteger a injuria do ataque externo de
microrganismos, afim de evitar possiveis infec¢des; minimizar dores nas lesdes, serem
atoxicos, nao alérgico, biocompativel e biodegradavel, estimular o fator de crescimento,
entre outros (KOKABI; SIROUSAZAR; HASSAN, 2007).

Considerados materiais passivos, 0s curativos oriundos de polimeros, antes da

década de 60 eram pouco conhecidos, onde seu papel no processo cicatricial era
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considerado minimo. Foi quando surgiu os primeiros curativos derivados de polimeros,
que fornecia ambientes ideais para a cicatrizacdo de feridas. Com isto, os curativos
poliméricos passaram a ser mais bem vistos, onde na década de 70 investigaram a
relacdo destas membranas derivadas de polimeros no desenvolvimento de materiais
curativos sintéticos. No fim da década de 70, mais precisamente em 1978 e devido as
suas excelentes atividades biolégicas, foram usados diversos materiais oriundos de
quitina para recobrir feridas antigas, onde estes polimeros se mostraram candidatos
promissores para o desenvolvimento de curativos (BALASSA; PRUDEN, 1978).

Dentre os curativos atuais, 0 ambito da tecnologia farmacéutica tem focado sua
atencao para o desenvolvimento de filmes poliméricos, que permitem a incorporacdo de
farmacos para diversas acdes farmacolédgicas, sobretudo, os anti-inflamatoérios para o
tratamento de inflamacdes cutaneas, através do desenvolvimento de novos sistemas de

liberacao.

2.4 Novos Sistemas de liberacdo de farmacos

A cada dia tem aumentado o interesse e as pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de novas tecnologias com a finalidade de otimizar a liberacdo de
farmacos em uma determinada taxa e sitio especifico. Nesta perspectiva, as pesquisas
tem sido intensa na busca de novos métodos para a distribuicdo de farmacos. Além de
envolver o sistema de liberagdo na producdo destas formulagbes, uma forma correta de
administragdo também esta envolvida na mesma, afim de evitar erros de administragéo
gue ainda hoje é bastante comum (DAMASCENO, et al., 2010a).

N&do é apenas o sistema de liberacdo de farmacos que esta envolvido na
producdo destas formulagbes, como também envolve uma forma de administracéo
adequada, que permita uma liberacdo esperada do farmaco a partir do sistema em que
este se encontra incorporado (SILVA, K. E. R., 2009).

Estes sistemas carreadores de farmacos apresentam algumas vantagens, onde
permitem um controle na velocidade de liberacdo do principio ativo sem alterar a
estrutura quimica da molécula deste farmaco, além de sua habilidade em comportar o
principio ativo e direciona-lo para ser liberado exatamente no sitio alvo para que este
exerca sua respectiva atividade farmacolégica (DAMASCENO, et al., 2010b).

Desta forma, temos o sistema reservatorio onde o farmaco se encontra separado

do meio de dissolucdo através da membrana, sendo necessario transpor essa
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membrana para ser liberado da forma farmacéutica, e assim, permear a pele. Filme, é
uma forma farmacéutica que pode representar este processo (DAMASCENO, et al.,
2010b).

O controle de liberacdo do farmaco, bem como seu direcionamento sdo fatores
indispensaveis para um sistema de liberacdo de farmaco, a fim de evitar efeitos
colaterais e garantir seu efeito durante o tempo determinado. O desenvolvimento de
novas tecnologias como filmes, microemulsdes, sistemas transdérmicos e lipossomas,
deu-se a partir desses avancos (ANSEL, et al., 2007; THASSU, et al., 2007).

2.4.1 Filmes para uso tépico

A entrega de farmacos atraves da forma farmacéutica de filmes séo ideais para
administracdo por via topica, e apresentam diversas e consideraveis vantagens em
relacdo aos cremes e geéis, onde podemos citar a importancia da matriz conter
incorporada uma dose fixa do farmaco em uma area definida, além do longo tempo de
permanéncia. Por ser um sistema fino e flexivel promove a possibilidade de ser cortado,
permitindo a viabilidade de adaptacdo ao tamanho desejavel, com base na mensuracao
do local a ser administrado (SHIOW-FERN, N.,TAN, S., 2015).

Muitas sao as vantagens desta forma farmacéutica em relacdo as demais formas
farmacéuticas de uso tépico como géis, pomadas e cremes, onde destaca-se a atengao
para sua capacidade de estabilidade em ambientes biolégicos relacionados a diversos
fatores, como fatores mecanicos (dureza, estresse), quimicos (resisténcia a corrosao),
além de resisténcia ao desgaste, adesao, friccdo, entre outros (CLOUTIER;
MANTOVANI; ROSEI, 2015).

Filmes ainda apresentam diversas vantagens quando utilizados como curativos na
cicatrizacao de feridas, entre essas vantagens podemos citar a boa permeabilidade aos
gases, sua impermeabilidade a fluidos e a bactérias, o0 que impede o adentramento
destas, evitando infeccbes que naturalmente acarretaria em maior tempo para a
cicatrizagdo do processo inflamatério. Também apresenta facil monitorizagdo da ferida
decorrente da transparéncia do filme, menos maceracédo, além de ser um curativo com
caracteristica indolor, proporcionando maior conforto ao usuério e facil adesao deste
(KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017).

Segundo Redeschi,(2006) “O recobrimento de formas farmacéuticas com filmes

poliméricos constitui tipos especiais de sistemas de liberacdo controlada, os chamados



26

sistemas reservatorios.” Filmes de quitosana tem sido avaliados ha algum tempo, onde
caracteristicas como suas dimensdes e a presenca ou nao de poros se tornam fatores
indispensaveis na determinacéo de sua aplicacdo. Os micro e macroporos exercem uma
relacdo “tamanho-exclusdo”, onde esta é fundamental para a determinacédo de seu uso
(ASSIS, et al., 2002; SPENCER; WANG, 1998). Estes filmes apresentam nanoporos em
sua estrutura, que permite sua aplicacdo em diversos processos, dentre eles o de
liberacdo de farmacos por meio do controle de troca gasosa (ALVES, 2002).

Filmes empregam um sistema promissor para entrega de farmacos que
apresentam propriedades que inviabilizam sua administragdo por outras vias, como a
pentoxifilina que devido seu carater hidrofilico porta dificuldade para permeacao cutanea,
dificultando seu uso para via tépica. Afim de contornar este problema, estes farmacos
sao incorporados em sistemas carreadores como filmes para possibilitar seu uso por
outras vias, sintetizando seus efeitos adversos, aumentando sua biodisponibilidade e
possibilitando melhor adeséo ao tratamento (YEWALE, et al., 2013).

Entre os polimeros naturais mais estudados para a regeneracao da pele esta a
quitosana, em decorréncia de suas inumeras e vantajosas propriedades, onde a mesma
tem se revelado como um excelente material no tratamento de feridas, podendo ser

usada na formacéo de flmes ou membranas, géis, entre outros (SILVA, et al., 2008).

2.5 Quitosana

A quitina (Figura 3), o segundo polimero mais abundante na natureza é
encontrada em exoesqueletos de crustaceos, cuticulas de insetos, na parede celular de
fungos e leveduras. Esta € hidrolisada em meio alcalino através de reacdo de
desacetilagcdo quando submetida a altas temperaturas. Na natureza esta desacetilagao
se d& através de enzimas como a quitinase ou pela acdo de microrganismos. Essa
desacetilacdo forma a quitosana, um copolimero constituido de repeticées de unidades
de 2-acetamida-2-deoxi-D-glucopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glucopiranose associadas
a ligacdes glicosidicas B-(1—4). Quimicamente elas diferem entre si por uma amina
primaria (NH;) presente no carbono 2 da quitosana. A estrutura da quitina e da quitosana
€ mostrada na Figura3 (CANELLA, K.M.N.C; GARCIA, R.B., 2001).
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Figura 3. Estrutura da quitina e da quitosana.
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Fonte:SILVA, H. S. R. C., SANTOS, K. S. C. R., FERREIRA, E. |., 2006.

A quitosana, tem sido bastante estudada e vem sendo explorada como um
veiculo para a entrega de farmacos devido as suas vantajosas propriedades como:
muco-adesdo, alta capacidade de biodegradabilidade, propriedades antibacteriana,
antifingica, cicatrizante, além de sua atoxicidade e sua biocompatibilidade com células
humana que a torna um veiculo promissor para o desenvolvimento de novos sistemas de
liberagdo de farmacos. Também vem sendo usada como pele artificial no tratamento de
lesBes, através de regeneracgdo tecidual, onde ocorre uma reparacdo da lesdo (DUTTA
et al.,, 2009; IKINCI et al., 2002). Apresenta-se de diversas formas como filmes,
membranas, géis, nanoparticulas, microesferas e fibras, e quando principios ativos de
farmacos sao incorporados a estas, podem exercer diversas atividades farmacolégicas
(PAVINATTO, F. J. 2010).

Quando usada para o desenvolvimento de filmes poliméricos, a quitosana
possibilita o carreamento de farmacos para entrega topica ou transdérmica, que por sua
vez possibilita otimizar os fatores relacionados a entrega destes farmacos quando
usados pela via convencional destes, ou possibilitar a administracdo do farmaco por uma
nova via de administracdo. Dentre estes farmacos que podem ser incorporados em

filmes de quitosana, esta a pentoxiilina, para o tratamento de feridas cutaneas.

2.6 Pentoxifilina

A pentoxifilina ou oxipentifilina possui peso molecular de 278,312 daltons e
férmula molecular C13H13N4O3 (Figura 4), esta é intitulada na quimica como 3,7-diidro-
3,7-dimetil-1-(5-oxoexil)-1H-purina-2,6-diona (FARMACOPEIA BRITANICA, 2009).
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Figura 4. Estrutura da Pentoxifilina em 2D.
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Fonte: NCBI., 2018.

E um derivado da metilxantina, caracterizado como um importante vasodilatador e
apresenta propriedades reoldgicas, reduzindo o namero de plaquetas e agregamento
dos glébulos vermelho, promovendo reducdo na viscosidade do sangue e
consequentemente atenua a formacéo de possiveis trombos (WARD, A., CLISSOLD, S.
P. 1987).

Apesar da baixa biodisponibilidade, é utilizado por via oral e intravenosa,
promovendo muitos efeitos adversos referentes ao trato gastrointestinal como dispepsia,
nauseas, vomitos, entre outras, além de efeitos acarretados no sistema nervoso central
como dor de cabeca, tontura, ansiedade e tremores (SAMLASKA, WINFIELD, 1994;
CAKMAK, et al., 2012). Sua biodisponibilidade considerada baixa reflete no metabolismo
de primeira passagem gue este farmaco sofre quando administrado oralmente (TEKSIN,
et al., 2009), e quando administrado intravenosamente, incide em baixa adesédo do
paciente ao tratamento, visto que € um meétodo invasivo e doloroso.

Além do baixo tempo de meia vida que este farmaco apresenta, equivalente a 0,4
a 0,8 horas, este possui estrutura relacionada a da teofilina e da cafeina, e é usado para
tratar doencas vasculares periféricas e na administracdo de insuficiéncia
cerebrovascular, doenca falciforme e neuropatia diabética (NCBI., 2018).

Alguns estudos mostraram que a pentoxifilina é eficaz na cicatrizagdo de feridas
através de reducdo do colageno, além de melhorar o fluxo sanguineo e reduzir a
agregacao de plaguetas (ARIAS-DIAZ, J. et al., 1997).

Estudos também apontam que este farmaco é eficaz para tratar diversas doencas
dermatolégicas inflamatérias, entre elas podemos destacar a reacdo de lepra tipo Il (
WELSH, et al., 1999), psoriase (GILHAR, et al., 1996), reacdes alérgicas de
hipersensibilidade ( SCHWARZ, et al., 1993), além de ser um adjuvante para o
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tratamento de leishmaniose cutanea e mucocutanea ( LESSA et al ., 2007; BAFICA et
al., 2003; SADEGHIAN, 2006 ).

Possui propriedades hemorreologicas e imunomoduladoras. Em seu mecanismo
de acdo atua inibindo a fosfodiesterase, acarrentando em aumento dos niveis de
adenosina monofosfato ciclico (AMP’c) em eritrécitos, endotélio e nos tecidos
circundantes. Originando a vasodilatacdo, melhorando a flexibilidade dos eritrocitos e
melhora o fluxo sanguineo. Durante a producéo de citocinas T-helper 2 (Th2), inibe a
producdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e intérferon-gama, suscitando a
inibicAodas respostas inflamatorias e autoimunes mediadas por T-helper 1 (Thl) (NCBI.,
2018).

Caracteriza-se como um composto sélido, altamente hidrofilico, possuindo
solubilidade em agua equivalente a 77mg/mL (a 25°C), e ponto de fusdo correspondente
a 105°C. Apresenta logP igual a 0,29, que demonstra uma grande atividade (Drug Bank;
Human Metabolome Database).Além de ser solivel em meio aquoso, este também é
muito solivel em acido acético, apresentando solubilidade moderada em cloreto de
metileno, cloroférmio, metanol e acetona, pouco soluvel em etanol e levemente sollvel
em éter e praticamente insolivel em hexano (HONDA; MAGALHAES, 2001).

Em analise de infravermelho por transformada de Fourrier, a pentoxifilina
apresenta em seu espectro picos intensos e caracteristicos em 1660 cm™, em 1700 cm™,
e em 1720 cm™, além de um pico menos intenso em 1600 cm™. Quando analisada em
ultravioleta, a pentoxifilina apresenta comprimento de onda em &agua correspondente a
273nm, e em metanol 272nm, o0 que mostra que o solvente usado ndo afeta muito na
absorcdo deste farmaco, visto que estes valores sao considerados praticamente
idénticos (FARMACOPEIA BRITANICA, 2009).

E umfarmaco que se liga a proteinas, correspondente a aproximadamente 70%.
Sua dose letal média para via oral em camundongos é de DLso= 1385 mg / kg™ (NCBI.,
2018). Este, ainda se caracteriza como um um po branco, cristalino, de sabor amargo e
possui odor caracteristico (GUNAWAN et al.,, 1998). Seu pH em solucdo aquosa de
pentoxifilina a 1%,se apresenta na faixa de 5,0- 5,7, e sua constante de ionizacao (pka)
correspondente a 0,28 (BRITTAIN, 1998).

A pentoxifilina, carrega consigo a possibilidade de melhoramento quanto a

oxigenacdo do tumor, em decorréncia de efeitos reoldgicos, como também pode


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517316303489#bib0155
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517316303489#bib0015
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517316303489#bib0015
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517316303489#bib0250
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/cAMP
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melhorar a morbidade do tecido quando associada aos tratamentos por modulacao de
modificacdes inflamatoérias (NIEDER, et al., 2005).

Em estudo realizado por GRUBER e colaboradores(2017), foram avaliadas
mudancas inflamatérias precoces na mucosite oral induzida por radiacdo, onde
administrou pentoxifilina, para avaliar a capacidade de sua influéncia neste tratamento
quanto aos aspectos de modulagédo e alteracbes inflamatoérias. Foi um estudo in vivo
realizado em ratos, onde a irradiacdo foi administrada nos focinhos, e tratados com
pentoxifilina. Analisou as expressdes das proteinas inflamatérias TNF-a e IL-1.
Enquanto a irradiagdo fracionada elevou a expressao de todos os marcadores
inflamatérios, a pentoxifilina minimizou de forma significativa esses fatores, elucidando

sua suposta atividade anti-inflamatoria.

2.7 Ensaio de Liberacdo de Farmacos

O processo de liberagdo do farmaco caracteriza-se como o procedimento que vai
desde o momento no qual o farmaco € liberado de sua forma farmacéutica e se torna
disponivel para ser absorvido pelo organismo e exercer sua atividade farmacoldgica
(CHOWDARY, et al., 1987).

Embora o teste de liberacdo in vitro de farmacos tenha sido desenvolvido
objetivando a avaliacdo de farmacos de formas farmacéutica sélidas, atualmente esta
técnica vem sendo usada para avaliar o perfil cinético de liberacdo de outras formas
como filmes, adesivos transdérmicos, suspensdes, pomadas, supositérios, entre outros
(MARCOLONGO; STORPIRTIS, 2003).

Este ensaio é de suma importancia na industria farmacéutica, visto que é fator
imprescindivel para o desenvolvimento de medicamentos, bem como no controle de
gualidade de rotina (MARCOLONGO; STORPIRTIS, 2003).

Os testes de liberacdo de farmacos ficaram popular, devido ao avanco da
tecnologia e das pesquisas envolvendo liberacdo de farmacos, e maior previsibilidade
dos efeitos terapéuticos através destes testes (NOYES, et al., 1987).

Para melhor compreensédo do ensaio de liberagdo in vitro, € importante conhecer
algumas caracteristicas relacionados ao ensaio, como: permite avaliar a liberacdo de
diversas formas farmacéuticas como filmes, pomadas, géis, cremes, Supositorios,
microemulsdes, entre outras; ocorre a dissolucdo do farmaco no veiculo; difusdo de

farmaco através da membrana (GORDON, 1997).
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A lei de Fick foi usada por NERST e BRUNNER em 1904 para estabelecer outra
relacdo entre a constante de proporcionalidade e o coeficiente de difusdo do soluto,
onde este estudo permitiu a determinagcdo da espessura da camada de difusédo
(WAGNER, 1971; ABDOU, et al., 1989; BANAKAR, 1992). A lei de Fick que permite a
determinacéo do fluxo de permeacédo do farmaco através do estrato corneo, encontra-se
demonstrada na Equacgao 1 (HIGUCHI, 1960).

—DM X Csm Cv
J= X

E ao 1
) Com (Equacéo 1)

Onde:

J = fluxo

Dwm = coeficiente de difusdo do farmaco na membrana
Cs.m = solubilidade do farmaco na membrana

L = extensao de difusdo do farmaco na membrana
Cv = concentracao do farmaco dissolvido no veiculo
Cs,v = solubilidade do farmaco no veiculo

O sistema de liberacdo de farmacos a partir de matrizes poliméricas é bastante
complexo, desta forma, existem alguns modelos usados para avaliar o perfil de liberagéao
de farmacos a partir destas formas farmacéuticas oriundas de polimeros (COSTA;
LOBO, 2001).

O modelo de ordem zero é usado na maioria das vezes para demonstrar a
liberacdo de diversas formas farmacéuticas que apresentam um perfil de liberacéo
controlada. Este modelo cinético se embasa em uma liberacdo lenta, em formas
farmacéuticas que nao se desagreguem (VARELAS, et al., 1995). Aequacdo 2

representa este modelo cinético.
Q: = Qo + Kot (Equacéo 2)

Onde,

Q: = quantidade de farmaco dissolvido ao tempo t

Qo = quantidade inicial de farmaco dissolvido na solucdo (QO0 = 0, geralmente)
ko = constante de liberacéo de ordem zero

t = tempo.
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Este modelo é bastante dificil de se obter na pratica. Formas farmacéuticas de
liberacdo prolongada apresentam esta cinética de ordem zero como perfil de liberacéo,
onde a velocidade de dissolucdo é maior que a velocidade de difusdo do principio ativo
do meio interno para o meio externo a matriz, levando ao encadeamento do farmaco.

Em 1967, GIBALDI e FELDMAN apresentaram o modelo de primeira ordem ao
realizarem estudos de dissolugdo, e dois anos depois WAGNER definiu a Equacao 3

como representativa deste modelo.
LogQ=LogQo + kit (Equacéo 3)

Onde,

Qt = quantidade de farmaco liberado no tempo t

QO = guantidade inicial de farmaco na solucao

k1 = constante de liberacdo de primeira ordem

t = tempo

Neste modelo o grafico representativo obtido é linear, sendo constituido com base
no logaritmo decimal da quantidade liberada de principio ativo em relagcdo ao tempo.
Desta forma a quantidade de farmaco liberado por periodo de coleta tende a ser menor,
visto que este modelo € encontrado com perfil linear. Normalmente este modelo é
seguido por formulacGes carreadoras de farmacos soliveis em meios aquosos em
matrizes que possuem poros, onde a quantidade de farmaco liberado € proporcional a
quantidade que ainda resta de farmaco em seu interior (MULYE; TURCO, 1995).

Ja o0 modelo de HIGUCHI foi desenvolvido em 1961 com o objetivo de demonstrar
a velocidade com que o farmaco € liberado (farmacos de liberagdo controlada) a partir
de seu sistema. Permite a avaliacdo da liberacdo de diversas formas farmacéuticas
como sistemas transdérmicos e tdpicos, e comprimidos matriciais contendo farmacos
hidrofilicos, onde é usado para avaliar a dissolucdo de farmaco (COSTA; LOBO, 2001).
A equacao deste modelo expressa a fracdo da massa liberada, modelo este que é

representado pela Equacéo 4.
Qi =k t*? (Equacéo 4)

Onde,
kH = constante de dissolucdo de Higuchi
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Esta constante descreve a liberagdo do farmaco como um mecanismo de difusdo
baseado na lei de Fick, onde depende da raiz quadrada do tempo.

O modelo de HIGUCHI apresenta algumas limitagdes, devido a possibilidade de
alguns sistemas sofrerem erosdo devido seu intumescimento, onde deve gerar um
relaxamento das cadeias poliméricas, pois este fenbmeno pode comprometer o processo
de transporte do farmaco. Apesar de todas essas limitacdes, esta equacdo ainda € mais
fiel que a equacédo de ordem zero nos sistemas matriciais. O uso deste modelo € mais
confiavel em matrizes que apresentem uma Unica dimensao, e ndo intumesgam, como 0
acetato de celulose em farmacos altamente hidrofilicos (TAHARA, et al., 1996), como é o

caso da pentoxifilina.

O modelo de KORSMEYER-PEPPAS, ¢ indicado para aqueles farmacos que nao
se embasam na Lei de Fick, e desta forma apresentam um comportamento irregular.
Este modelo é indicado para liberagcdo onde existe mais de um fenbmeno envolvido e
apresentam uma liberacdo ndo muito consolidada (MELO et al., 2010). A equacao 5

descreve este modelo.

Qi/Qo=kt" (Equacéo 5)

Onde,

Qt = quantidade de farmaco liberado no tempo t

QO = guantidade inicial de farmaco na solucao

k = constante cinética e n é a exponencial de liberacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar a atividade anti-inflamatéria de filmes poliméricos de

quitosana contendo pentoxifilina para uso tépico.

3.2 Objetivos Especificos

Desenvolver os filmes de quitosana contendo pentoxifilina.

Caracterizaros filmes de quitosana contendo pentoxifilina em relacdo a analises

Espectroscépicas por meio de IV e DRX.

Caracterizaros filmes obtidos em relacdo a andlise térmica TG e DSC.

Caracterizar os filmes obtidosem relacdo a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

Estudar a liberacédo da pentoxifilina no flme de quitosana seguido de quantificacao
em UV-Vis.

Avaliar a atividade anti-inflamatériain vivodo filmeobtido em feridas cuténeas

induzidas em camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

e Pentoxifilina

e Quitosana - Sigma Aldrich

e Acido Acético P.A.

e Hidroxido de Sédio

e Fosfato de Potassio monobasico
e Etanol

e Tampéo Fosfato em pH 7,4

4.2 Desenvolvimento dos Filmes de quitosana e quitosana +
pentoxifilina

O desenvolvimento destas formulacdes foi realizado no Laboratério de
Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

Para desenvolver a formulacdo, foi usada a técnica de evaporacdo do solvente
(SANTANA, C. C. et al., 2014), uma técnica que consiste, inicialmente, na dissolucdo da
quitosana (1% m/v) em solucdo de &cido acético (1% v/v). Esta solucao foi submetida a
agitacdo magnética com o auxilio de uma barra magnéticapor um periodo de 24 horas,
sem haver nenhuma interrupcdo no tempo de agitacdo. Apds esse periodo, a mesma foi
filtrada a vacuo para remocao de qualquer material insolavel, obtendo desta forma, a
solugéo polimérica de quitosana na concentragdo de 1% (m/v).

Fazendo uso de uma pipeta automatica regulavel, retirou-se uma aliquota de 5 mL
desta solucdo e colocou-a em umaplaca de Petri. A solucdo na placa de Petri foi
submetida a homogeneizac&o(60 rpm) por um periodo de 24 horas em uma incubadora
oushaker (Tecnal, mod TE-420, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, as placas
foram acondicionadas em estufa de circulagdo de ar TE-394/2 TECNAL (TECNAL, TE-
394/2, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil)a temperatura constante de 50 °C, por um periodo
de 24 horas, para evaporacdo do acido acético contido nesta formulacdo, os filmes
foram retirados com o auxilio de uma pin¢a ap6s submissdo deste periodo de secagem,

obtendo assim, os filmes brancos, compostos apenas por quitosana (FBr).
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Para obtencdo dos filmes de quitosana contendo o farmaco, preparou-se uma
solucdo aquosa de pentoxifilina na concentracdo de 10mg (F1) e 20mg (F2)/ mL. A
metodologia de incorporacao da pentoxifilina seguiu a mesma metodologia acima para a
producédo do filme branco, com apenas a diferenca que antes da incubacéo de 24 horas
na incubadora oushaker, adicionou-se 1 mL da solugdo de pentoxifina nas

concentracdes descritas acima.

4.3 Caracterizacao dos filmes obtidos

4.3.1 Caracterizacdo fisico-quimica

43.1.1 Espectroscopia de Absorgao ao Vibracional na Regiéo Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de espectroscopia de infravermelho de pentoxifilina e dos filmes foi
realizada utilizando um espectrometro Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer (Perkin
Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA). Bandas de absorcdo caracteristicas foram
utilizadas para analisar o farmaco e os filmes. As amostras de p6 de PENT (cerca de 1
mg) foram adicionadas a 100 mg de KBr, sob uma press&o de 1 x 10" Pa. J& os filmes
foram colocadas sobre a placa de aco e analisados diretamente na varredura de 2000 a
600 cm™,

Essas analises foram realizadas para os filmes F1 (filmes contendo 10mg de

pentoxifilina), F2 (contendo 20mg) e FBr (filmes branco, sem o farmaco).
4.3.1.2 Difracao de Raios-X (DRX)

As amostras foram submetidas a analise por DRX, através de um difratbmetro de
raios X modelo XRD 6000 (Shimadzu®, Kansai, Quioto, Japdo) com varredura angular
2°<26<45°, na montagem de Bragg-Brentano, sistema 6-20, utilizando-se radiagéo de

Cu (ka1) com varredura no passo de 0,5°/ min (26).

4.3.2 Analise Térmica
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4.3.2.1 Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas (TG) da PENT e dos filmes foram obtidas em um
mo&dulo termogravimétrico TG 4000 (Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA), na
razdo de aquecimento de 10°C min-1 até 1000°C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio,
com fluxo de 50 mL/min. Foi utilizado massa de 5,00 £ 0,05 mg acondicionada em
cadinho de alumina para cada amostra. A calibracdo do equipamento foi realizada com

padrao de oxalato de célcio.

4.3.2.2 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um maodulo calorimétrico exploratério diferencial
(Perkin Elmer®, modelo Q20 (TA Instruments, New Castle, USA). As amostras (2.000 *
0,005 mg) foram acondicionadas em cadinhos de aluminio hermeticamente fechados e
pesados. A analise foi executada nas seguintes condicfes: de 25°C a 335°C, sob razéo
de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera de nitrogénio (N2) com fluxo de 50 mL.min
1

4.3.3 Estudo Morfoldgico

4.3.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise de MEV serd realizada para avaliar as caracteristicas topogréficas e
morfologicas dos filmes compostos por quitosana (branco), dos filmes contendo
quitosana e pentoxifilina (F1 e F2) e da pentoxifilina pura. Os filmes serédo cortados e
posteriormente fixados no suporte. As amostras serdo observadas com MICROSCOPIO
MODELO TESCAN VEGA 3 (TESCAN), usando imagens de elétrons secundarios em
2,0kV para o farmaco e 8,0 kV para os filmes, para examinar sua morfologia superficial e

sua estrutura interna.

4.4 Ensaio de liberagcao da pentoxifilina a partir dos filmes

O estudo de liberacdo in vitro da PENT a partir dos filmes foi realizado com
células de difusdo do tipo FRANZ com éarea difusional de 0,7539 cm? e volume em

aproximadamente 6 mL. O compartimento receptor foi preenchido com etanol e tampéao
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fosfato USP 0,01M e pH 7,4 na proporcao 40:60 em um sistema composto de seis
células individuais conectados a um banho termostatizado a 37°C * 0,5°C sob agitacéo
constante de aproximadamente 350 rpm por um periodo de 72 horas. Os filmes foram
colocados entre o compartimento doador e receptor de forma que ficassem em contato
com a solugcéo receptora. Os filmes agiram de duas formas, a primeira como meio
seletivo (membrana) e a segunda como compartimento doador de PENT, para isso
foram ajustados ao tamanho da area difusional, resultando-se em uma concentracéo de
2741,45 pg de PENT para F2 (20 mg) e 1370,72 pg de PENT para F1(10mg). Em
periodos de tempos pré-determinados (0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 6; 8; 12; 18; 24, 30, 36, 42,
48 e 72h) todo o liquido do compartimento receptor foi coletado e imediatamente
reposto. A PENT liberada foi quantificada em espectofotometria UV e o indice de
correlacdo de Pearson (r) foi utilizado para identificar qual modelo cinético se mostrava

mais adequado para descrever a liberagdo da PENT a partir deste sistema.

4.5 Estudoin vivo dos filmes poliméricos contendo pentoxifilina

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) machos e fémeas
pesando entre 25 e 35g provenientes do Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas
de Campina Grande/PB (Acordo de Mutua Cooperacdo - Edital de Chamamento
Publico 001/2013 UEPB/PROAD- CONYV). Estes animais foram mantidos com
temperatura (22+2 °C) e umidade (60-80%) controladas, ciclo claro/escuro de 12
horas e com livre acesso a agua e racdo. Os animais foram trazidos a sala de
experimentacdo pelo menos 1 h antes do inicio dos testes que serdo realizados
durante a fase clara do cicloclaro/escuro.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientagbes para 0S
cuidados com animais de laboratério e normas e consideragcfes éticas aprovadas
pelo comité de Etica no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Médicas
de Campina Grande/PB (FCM/CESED) (ANEXO 1).

45.1 Feridas cutaneas

Para a realizacdo das feridas cutaneas experimentais 0s animais
foramanestesiados por meio de injecdo intraperitoneal de solugcdo contendo

ketamina 100 mg/kg e xilazina 0,05 mg/kg. Em seguida foi realizado a tricotomia de
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uma area de aproximadamente 16cm? da regido dorsal de cada animal, antissepsia
local com clorexidina 4%, e finalmente foi feita duas excisdes circulares na pelecom
punch dermatolégico estéril para biopsia de 7mm de didametro(uma de cada lado da
linha mediana longitudinal do dorso), retirando-se os fragmentos da pele e deixando
exposto o panniculus carnosus (LOWE et al., 2001; FRANK; KAMPFER, 2003; LEE;
LI; HUANG, 2003; WANG et al., 2013; WEINHEIMER-HAUS; MIRZA; KOH, 2015;
CIARLILLO et al.,2017).

45.2 Grupos e Tratamentos

Os animais foram divididos em 5 grupos (1 grupo — controle negativo, 1 grupo —
com filme branco (FBr), 1 grupo — com filme F1, 1 grupo — com filme F2, 1 grupo —
controle positivo com pomada) contendo 7 animais em cada grupo. Os tratamentos
topicos foram aplicados diariamente(uma vez ao dia) a partir da realizacdo das
feridas cutaneas. O dia da realizacdo da ferida foi considerado o dia 0. Nos dias 2,4,
6 e 9, as feridas foram fotografadas(para auxiliar a avaliacéo clinica, e realizacédo da
avaliacdo morfométrica). Era realizada limpeza prévia das feridas utilizando-se salina
estéril 0,9%, e em seguida a aplicacdo topica dos diferentes tratamentos de acordo

com cada grupo experimental como descritosabaixo:

Tabela 1 — Tratamento utilizado nos diferentes grupos no periodo de 9 dias.

Grupo Tratamento Duracéo
G1 200 pl de solucao salina estéril 0,9%
G2 FBr
G3 F1 (1,82 mg PTX) _
G4 F2 (3,64 mg PTX) 9 dias

Diproprionato de betametasona com

G5 sulfato de gentamicina

Foi feita eutanasia em todos os animais através de anestesia inalatoria profunda
(halotano 3%) seguida de deslocamento cervical (CFMV, 2012) para evitar sofrimento

dos animais e seguindo o cédigo de ética.



42

Figura 5 : Protocolo desenvolvido para o teste in vivo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.5.3 Avaliacdo das feridas cutaneas

4.5.3.1 Aspectos clinicos das feridas cutaneas

Para a avaliacdo da evolucéo dos aspectos clinicos da cicatrizacao das feridas foi
feita analise macroscépica, observando-se os sinais flogisticos: edema, hiperemia,
formacéo de crosta e exsudato, nos dias 2,4, 6 e 9apds a realizacdo das feridas
cirurgicas (GUPTA et al., 2015).

4.5.3.2 Anélise morfométrica das feridas cutaneas

Foram obtidas imagens das feridasnos dias 2,4, 6 e 9 ap0s a realizacdo da
lesdo, com o auxilio de uma camera fotografica digital (Nikon® D5300 24,2 MP +
lente Tamron® 16-300mm F/3,5-6,3 Di Il VC PZD MACRO) a uma distancia fixa de
15 cm do objeto. Com uma escala graduada mantida ao lado da ferida, permitiu
realizar a mensuracdo das &reas das lesdes (mm?), utilizando-se o software
ImageJ® 1.51j8 (disponivel em: https://imagej.nih.gov/ij/) (TANG et al., 2014
KOLUMAM et al., 2017). Aarea residualde cada ferida foi obtida através da equacéo
abaixo (IMMONEN; ZAGON; MCLAUGHLIN, 2014; TANG et al., 2014).
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Area atual da ferida

Arearesidual da ferida = 100

area inicial da ferida
4.5.3.3 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como a média £ EPM. Analise de variancia (ANOVA)
de uma via seguida pelo post hoc Teste de Neuman - Keuls foram utilizados para
comparagao entre os grupos, foram consideradas significativas as diferengas com
p<0,05.

4.6 ANALISE MICROBIOLOGICA DAS FERIDAS CUTANEAS

Para identificagdo dos micro-organismos presentes nas feridas cutaneas foram
coletadas amostras das areas das lesGes detrés animais dos gruposG1l, G2 e G4nos
dias 2, 6 e 9, sendo empregados para coleta swabs estéreis em meio Stuart. Apos a
coleta, as amostras foram levadas para o setor microbiolégico do Laboratério de
Anadlises Clinicas da Universidade Estadual da Paraiba (LAC-UEPB). Os swabsforam
inoculados em caldo BHI por um periodo de 24 horas para crescimento bacteriano, para
posteriormente realizar o isolamento e identificacdo das bactérias. Apds essas 24 horas
em caldo BHlI, utilizou-se o swab incorporado neste caldo para semeio em placa de Petri
através do método de esgotamento por estrias, seguido de repiqgue em quatro meios de
cultura (Agar Sangue, Agar CLED, Agar Mac-Conkey, Agar EMB e Agar Mueller-
Hinton.), com intuito de isolar as bactérias para posteriormente identifica-las. Estas

amostras foram incubadas a 37 °C por 24 horas (Figura 6).



Figura 6: Protocolo desenvolvido para andlise da atividade antimicrobiana in vivo.
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Fonte: A prépria autora.
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Apdés a incubacdo das placas, verificou-se as caracteristicas das colonias,

determinando-as como Gram-positivas ou Gram—negativas, bem como o crescimento

microbiolégico e as caracteristicas morfolégicas das colénias em cada meio de cultura,

conforme mostrado na Figura 6. Em seguida, realizou-se os testes de catalase,

coagulase e os teste de identificacdo, onde estes se encontravam em tubos de vidro,

sendo: TSI (picada até o final e estria por cima), SIM (picada até 2/3), LIA (duas picadas

até o final e estria por cima), citrato (traco na superficie) e ureia (estria por cima). A

semeadura desses meios foi realizada, sendo, em seguida, colocada em estufa a 37

°Cpor 24 horas.
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Resultados e Discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento dos Filmes

Na Figura 7 sdo apresentados os trés tipos de filmes desenvolvidos

neste estudo.

Figura 7: Filmes desenvolvidos neste estudo (A: filme branco; B: Filme com
pentoxifilina — 10mg; C: filme com pentoxifilina — 20mg).

Fonte: A propria autora.

Na imagem em A corresponde ao filme branco (FBr), composto apenas
por quitosana. Este apresenta uma coloracdo totalmente translucida, oriunda
do polimero. Em B temos representado o filme contendo pentoxifilina na
concentragcédo de 10mg (F1), em que a pentoxifilina foi facilmente solubilizada

em meio aquoso, devido seu perfil hidrofilico, para posteriormente ser
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incorporada nestes filmes. Visualmente este apresentou um carater
homogéneo de coloracao ligeiramente amarelado, decorrente da interacdo do
farmaco com a quitosana neste sistema. J& em C temos o equivalente ao filme
contendo pentoxifilina na concentracdo de 20 mg (F2). Macroscopicamente
este apresentou um perfil homogéneo, e de coloracdo amarelo leitoso,
decorrente da maior concentragéo do farmaco no sistema. E possivel observar
gue o filme A que possui apenas quitosana em sua composi¢cao apresentou um
perfil mais translucido e limpido, enquanto os filmes F1 e F2 apresentaram uma
coloracdo amarelada decorrente da presenca da pentoxifilina no sistema, onde,
conforme aumentou a concentracdo do sistema, aumentou a intensidade da

coloracéo e a opacidade do mesmo resultanteda presenca do farmaco.

5.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.2.1 ANALISE DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURRIER

A Figura 8 mostra os espectros de infravermelho referente aos filmes de
guitosana contendo pentoxifilina, enquanto que na Figura 9 é apresentado o
espectro de infravermelho da pentoxifilina. Os valores de absorbancia obtidos
por transformada de Fourrier que caracterizam esse sistema estéo disponiveis

na Tabela 2.



Figura 8: Espectro de infravermelho por transformada de Fourrier dos filmes.
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Figura 9: Espectro de infravermelho da pentoxifilina.
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Tabela 2: Absorbancia referente aos picos encontrados e seus respectivos grupos

funcionais.

Faixa de abs. (cm™) Absorcdes encont. (cm™) Grupos de referéncia

1690-1640 1705 Estiramento de CN

1690-1640 1697 Estiramento de C=N

1650 1654 Estiramento C=0 da cetona
alifatica

1650 1653 Estiramento C=0 da cetona
alifatica

1560 1535 Deformacéo de NH2

1465 1466 Estiramento de CH do alcano

1375-1450 1416 Estiramento de CH do alcano

1400 1409 Estiramento de Ac. Carboxilico

1400 1406 Estiramento de Ac. Carboxilico

1420-1330 1369 Estiramento de OH do élcool

1420-1330 1354 Estiramento de OH do alcool

1250-1020 1236 Estiramento de CN da amina

1250-1020 1220 Estiramento de CN da amina

1250-1020 1201 Estiramento de CN da amina

1250-1020 1176 Estiramento de CN da amina

1250-1020 1173 Estiramento de CN da amina

1250-1020 1161 Estiramento de CN da amina

1159 1151 Vibracdo de C-O-C

1275-1020 1066 Estiramento de CO de alcool
primario

1085-1050 1064 Estiramento de CO de élcool
primario

1275-1020 1057 Estiramento de CO de alcool
primario

1250-1000 1043 Estiramento de CO de alcool
primario

1250-1000 1020 Estiramento de CO de élcool

primario
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1275-1020 1012 Estiramento de CO de alcool
730-770 762 Estiramento de CH de alcanos
730-770 752 Estiramento de CH de alcanos
Faixa de abs. (cm™) Absorcdes encont. (cm™) Grupos de referéncia

730-770 736 Estiramento de CH de alcanos
665 661 Estiramento de C=C

Fonte:PAVIA, 2016.

Caracterizando os filmes de quitosana, € possivel encontrar picos
importantes e bastante caracteristicos em seu espectro. No filme branco
encontra-se em 1535 cm™uma absorcdo caracteristica de deformacdo de
ligacbes NH,. Na faixa de 1406 cm™ é possivel detectar uma absorcédo
sugestiva de estiramento de ligacbes de COOH acido carboxilico, pois se
encontra proximo a 1400cm™. Em 1151 cm™ encontra-se vibracdes do tipo C-
O-C, préximo a faixa de 1159cm™.Em 1020 e 1066 cm™encontram-se picos
sugestivos de estiramento C-O de alcoois primérios, visto que estes se
encontram na faixa de 1000 a 1250cm™. Nos filmes contendo pentoxifilina
incorporada nas concentracbes de 10 e 20 mg, encontram-se picos
caracteristicos do farmaco, além dos picos referente ao sistema polimérico,
onde em 1705 cm™ encontra-se um pico referente ao estiramento de CN, em
1697 cm™é possivel observar um pico sugestivo de ligacdes C=N, em 1654 e
em 1653cm™ encontram-se picos sugestivos de estiramento de C=0 da cetona
alifatica, em 1466 e 1416cm™ apresentam estiramentos de ligagdes do tipo CH
dos alcanos, em 1409cm™ ocorre a presenca de pico de estiramento de
COOH, que se encontra proximo a 1400. Em 1369 e 1354cm™ é possivel
observar picos referente ao estiramento de OH de alcoois. Em 1236, 1220,
1201, 1176, 1173, 1161 cm™ encontram-se picos referente a estiramentos de
CN das aminas. Em 1064, 1057, 1043 e 1012cm™ ocorre estiramento de C-O
de alcool primério, em 762, 752 e 736cm™ encontram-se picos sugestivos de
estiramento de CH de alcanos, e em 661cm™ encontra-se um pico sugestivo
de estiramento de ligacdes do tipo C=C (PAVIA, 2016).

Na Figura 9, equivalente ao espectro de infravermelho na andlise de

pentoxifilina € possivel caracterizar os principais picos de absor¢cao no
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infravermelho, onde em 2951 cm™ esta presente um pico duplo com metades
equivalentes, referente a ligacdes N-H, caracteristico de amidas. Em 1693 cm™
esta presente um pico forte caracteristico de ligagcbes C=N, equivalente a
grupos de iminas ou oximas, visto que este se encontra na faixa destes
grupamento, 1690-1640 cm™. J& em 1653 cm™ é notério uma absorcéo
representada por um pico estreito e de forte intensidade de estiramento de
ligacbes C=C de aromatico, e sugestivo de isomeria cis, onde este se encontra
préximo a faixa de 1650 cm™ caracteristica deste tipo de ligacdo.Na faixa do
espectro de 1354 cm™ é a absorcdo representada pelo pico sugestivo de
ligacdo C-N, referente ao grupamento de Amina de estiramento simétrico que
pode abranger a faixa de 1350-1000 cm™. Nesta analise também se encontra
um notdrio e intenso pico de absorcdo na faixa de 750 cm™, caracteristico de
ligacdes C-H de estiramento aromatico na forma de dobramento fora do plano,
visto que este se encontra dentro da faixa de 900-690 cm™(PAVIA, 2016).

O filme branco apresentou um perfil diferente dos demais filmes, como
jaera esperado, devido este ser composto apenas por quitosana, nao
possuindo a incorporacdo do farmaco, desta forma seus poucos picos
apresentaram-se largos, sendo referentes apenas ao do polimero.

Os espectros referente aos filmes F1 e F2representam as interacdes
ocorridas entre as moléculas do farmaco e o polimero, onde estes
apresentaram bandas equivalentes, tanto as bandas oriundas da pentoxifilina
guanto as bandas referentes a quitosana, demonstrando que o farmaco

encontra-se disperso no sistema.

5.2.2 DIFRACAO DE RAIO-X

Para a deteccdo de cristalinidade/amorficidade foram testados os
padrbes para o farmaco e para os filmes ( FBr, F1 e F2), seguido da realizacdo
de comparacdes entre estes. Esta técnica ainda permite avaliar a eficiéncia de
encapsulacdo do farmaco no sistema, bem como sugestfes das contribui¢cdes
do farmaco na amorficidade do sistema.

Analisando os dados cristalogréaficos obtidos neste teste, a pentoxifilina
confirmou sua estrutura cristalina através da presenca de reflexdes cristalinas

bem definidos no difratograma. Este farmaco apresentou uma reflexdo
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cristalina em 15,16°, além de outras reflexdes cristalinas de maior e outras de
menor intensidade em 7,51°, 12,64°, 24,03° e 27,93°.Estes dados
cristalogréficos sdo mostrados na Figura 10.

Figura 10: Difratograma de Raio-x da pentoxifilina, dos filmes e da quitosana.
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Fonte:A prépria autora.

Foi realizada a analise do polimero como padrdo para confirmar sua
estrutura semicristalina e contribuir na analise do sistema desenvolvido (com e
sem farmaco), de modo a inferir nos resultados referente a eficiéncia de
encapsulacdo da pentoxifilina na formulacao.

A difracdo referente a quitosana, apresentou um halo em 10,52°,
seguido de um halo de maior intensidade e mais largo em 19,95°. Também é
possivel observar um discreto e estreito halo em 6,46°. O filme branco
apresentou discretas elevagbes em 8,57° e 11,58° caracteristicos dos halos
apresentados pela quitosana proximos a esta faixa.

Quando analisados, os filmes (incorporados), com o objetivo de verificar
a influéncia do farmaco na difracdo do sistema, bem como seu estado fisico na
formulacao, foi possivel notar que apds a incorporacdo do farmaco de estrutura
cristaina em um sistema estruturalmente semicristalino, a amostra

apresentouum perfil semicristalino onde apresentou refracdes cristalograficas
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caracteristicos do farmaco. Apesar de ser possivel a observacdo de discretas
reflexdes de baixa intensidade no difratograma dos filmes, estas reflexdes
podem ser observadas entre 8,57° e 11,58° de maior intensidade, seguido de
outras entre 18,99° e 25,49° de menor intensidade; ja no filme F1 é possivel
observar um halo definido em 8,01° sugestivo da presenca do farmaco neste
sistema, visto que a pentoxifilina apresentou uma reflexao cristalina préximo a
esta faixa. Em F2 é possivel notar um pico estreito em 9,55°, sugestivo do pico
caracteristico do farmaco que foi encontrado préximo a esta faixa, além de um
discreto e estreito halo em 18,49°, seguido uma elevagdo entre 19,55° e
29,88°, caracteristica da influéncia da quitosana neste sistema, visto que estes
picos estdo proximos aos apresentados pela quitosana.

Em estudo realizado por Yl e colaboradores (2008) com nimodipino, em
gue incorporaram este farmaco em um sistema de liberacdo de farmacos. Este
farmaco quando puro apresentou notéria cristalinidade, ja quando caracterizou-
se 0 sistema, 0 mesmo apresentou uma visivel amorficidade durante toda a
andlise, mostrando a transicdo polimorfica do farmaco de sua estrutura
cristalina para amorfa, ou para fase cristalina desorganizada, fazendo com que
a estrutura do sistema predominasse diante da estrutura do farmaco puro.
Resultados semelhantes foram apresentados em estudos realizado por
SALARI, M. et al., 2018, e por MESSA, L. L. et al., 2016.

Com base nisto, é possivel inferir que algo bastante semelhante ocorreu
neste sistema, onde a pentoxifilina perdeu a maioria de seus picos apos
incorporacao na formulacéo, levando a acreditar que isto ocorreu devido a sua
disperséo nos componentes do sistema, refletindo em uma parcial transicéo
polimérfica da pentoxifilina e enfatizando a influéncia do sistema na presenca
do farmaco. Desta forma €& possivel sugerir que houve uma suficiente
incorporacdo da pentoxifilina no sistema polimérico, visto que o farmaco
apresentou apenas um unico pico no filme F1 e dois picos no filme F2.

Ainda é possivel explicar a parcial perda da cristalinidade da pentoxifilina
através das reacdes fisico-quimicas decorrentes da mistura entre o farmaco e o
polimero quitosana, acarretando em aumento de sua solubilidade, como mostra

o0 estudo realizado por Leuner; Dressman, (2000).
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5.3 ANALISE TERMICA

5.3.1 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

Na avaliacdo da analise termogravimétrica é possivel observar perdas e
ganhos de massa com o aumento da temperatura. Na Figura 11 é apresentado
o termograma da pentoxifilina e dos filmes aqui desenvolvidos. Nesta andlise
do farmaco, encontramosuma curva correspondente aum unico evento de
perda de massa, representada por uma marcante degradacdo que apresenta
seu inicio em cerca de 207,96 °C e finaliza em aproximadamente 330,97 °C
correspondendo a volatilizacdo do processo de pentoxifilina, apresentando um
percentual de supressao de massa equivalente a 99,14%, valor este, préximo a
percentagem encontrada por OLIVEIRA e colaboradores em 2011, quando
realizou um estudo para caracterizar este farmaco através de diversas
andlises, dentre elas a termogravimetria, em que se obteve um percentual de
99,7%.

Analisando as curvas apresentadas pelos filmes F1 e F2 onde
provavelmente o farmaco encontra-se encapsulado no reticulo do sistema, €
possivel observar trés fases de perda de massa, demonstrando uma
degradacdo do farmaco de forma mais lenta em relacdo ao aumento da
temperatura, acarretando em uma maior estabilidade térmica da pentoxifilina
guando submetida a elevadas temperaturas, sendo necessario a submisséo
deste farmaco a maior energia (temperatura) para que sua degradacao ocorra.
Este fato pode ser justificado pela suposta eficiente incorporacdo de forma

homogénea no sistema.
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Figura 11: Analise termogravimétrica da pentoxifilina e dos filmes.
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Abaixo, € apresentado a Tabela 3, representativa dos valores referente a

faixa de temperatura onde transcorre cada evento de perda de massa, bem

como o percentual destas perdas.

Tabela 3:Representacdo numérica dos valores de perdas de massa em cada fase.

Pentoxifilina Filme 1 Filme 2
Ti (°C) 207,96 113,97 103,50
Tt (°C) 330,97 200,10 197,49
Perda; 99,58 94,14 90,37

Fase 1

Perda ¢ 0,4404 85,89 82,42
Perda (%) 99,14% 8,25 7,95
Ti (°C) 200,10 197,49
T: (°C) 398,78 388,31



Perda; 85,77
Fase 2 Perda 49,40
Perda (%) 36,37
Ti (°C) 398,78
T: (°C) 992,21
Fase 3 Perda; 49,40
Perda s 32,66
Perda (%) 16,74
Fonte: autoria proépria.
5.3.2 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)
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As curvas de DSC apresentadas na Figura 12, foram obtidas na faixa de

aguecimento de 25°C (temperatura ambiente) a 335°C.
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Figura 12: Curvas de DSC da pentoxifilina, da quitosana, da mistura fisica de pés
(polimero e farmaco) e dos filmes F1 e F2.
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Fonte: A prépria autora.

Analisando a amostra de pentoxifilina, € observado uma transicao
endotérmica, onde o pico endotérmico corresponde a temperatura de
105,11°C, sendo atribuido ao ponto de fusdo deste farmaco. O valor
encontrado esta de acordo com a literatura que determina a faixa de fusdo de
104 - 107°C (FARMACOPEIA AMERICANA, 2011) e 103-107°C
(FARMACOPEIA BRITANICA, 2009) como a faixa de fus&do do farmaco. Foi
encontrado temperatura de fusdo inicial em 100,6°C na amostra de

pentoxifilina.
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Nas curvas de DSC da quitosana pura, € encontrado um pico endotérmico
amplo em 96,12°C correspondente a evaporacdo da agua que se encontra
ligada por pontes de hidrogénio com grupos hidroxila da quitosana. Um pico
exotérmico também é encontrado nesta amostra, em 306,29°C referente a
degradacao da quitosana (SANTOS, J. E. et al., 2003; KAYA, M. et al.,
2018).

Na mistura de pés observa-se que o pico endotérmico referente a
pentoxifilina sofreu deslocamento para 88,55°C, este deslocamento pode ser
sugestivo da presenca de quitosana na mistura, visto que esta apresenta pico
na mesma faixa de temperatura da pentoxifilina. Em seguida, é apresentado
um pico endotérmico em 134,78°C, atribuido a evaporacdo de substancias
volateis como a agua presente na quitosana, que sofreu afastamento para a
direita devido ao pico do processo de fusdo do farmaco. Mais adiante encontra-
se um pico exotérmico em 308,15°C, decorrente do processo de degradacao
da quitosana.

Analisando o filme F1 (10mg), € notério um pico endotérmico amplo em
118,69°C visualmente semelhante ao pico de evaporacdo da agua presente na
guitosana, porém como o pico endotérmico da quitosana e da pentoxifilina,
ambas puras, surgem na mesma faixa de temperatura, € possivel que tenha
ocorrido uma sobreposicdo dos picos, evento ja relatado na literatura (KAYA,
M., 2018), e devido ao extensivo pico do polimero, este pode ter “mascarado” o
pico do farmaco, outra justificativa para a inibicdo do pico da pentoxifilina, € a
sugestiva incorporacdo das moléculas do farmaco na matriz da quitosana
(MATSUMOTO; ZOGRAFI, 1999), robustecendo a possibilidade de uma
eficiente encapsulacéo, sobretudo quando corroborado com os resultados de
FTIR, DRX e TG. Ainda no filme F1, encontra-se um pico exotérmico em
285,59°C, referente a degradacdo da quitosana.

No filme F2, & apresentado um discreto pico endotérmico em 78,07°C
referente ao pico do farmaco que pode ter apresentado sua cristalinidade
parcialmente inibida resultando em formas parcialmente amorfas, corroborando
com o resultado da analise de DRX. Este pico sofreu deslocamente na faixa de
temperatura devido a interacdo com a quitosana que apresenta um amplo pico

na mesma faixa de temperatura. Desta forma, também foi observado um pico
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atribuido ao amplo pico da quitosana de perda de agua em 122,05°C. Um pico

exotérmico € mostrado em 286,73°C decorrente da degradacéo da quitosana.

5.4 ESTUDO MORFOLOGICO

541 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os filmes brancos sao totalmente incolores, enquanto que os filmes F1 e
F2 se apresentam leitosos e de coloracdo ligeiramente amarelo devido a
presenca do farmaco. Quanto maior for a concentracdo de pentoxifilina no
sistema, mais intensa sera a coloracdo amarelada deste. A morfologia dos
filmes e do farmaco foi analisada por MEV e as micrografias sdo apresentadas

na Figura 13.
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Figura 13: Micrografias eletrdnicas de varredura da pentoxifilina, dos filmes branco, F1
e F2.
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Fonte: A prépria autora.

Na imagem Al observa-se as micrografias referentes a pentoxifilina em
p6, onde é possivel observar que os cristais apresentam formatos regulares,
mas diferem quanto as suas dimensdes, 0 que lhes compete uma certa

heterogeneidade.
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Analisando microscopicamente o filme branco constituido apenas por
guitosana (imagem B1), este apresentou-se como uma matriz compacta, com
poucos micropéros e sem defeitos apreciaveis, semelhante aos achados na
literatura (YASSUE-CORDEIRO, P. H; ZANDONAI, C. H; SILVA, C. F;
FERNANDES-MACHADO, N. R. C., 2015), A fotomicrografia do FBR mostra
ranhuras na superficie do filme, as quais sé&o atribuidas as imperfeicdes da
superficie das placas de Petri.

As imagens C1 e C2 ilustram as micrografias dos filmes de quitosana
contendo pentoxifilina (10mg), denominados filmes F1. Ao analisar, observa-se
gue houve incorporacdo do farmaco no sistema, e que o farmaco encontra-se
disperso no filme, de forma homogénea e aparentemente de mesmo tamanho,
também é notdrio a presenca de macroporos nestes filmes.

Em D1 e D2, é apresentado a micrografia dos filmes F2, compostos por
guitosana e pentoxifilina (20mg), nestas imagens nota-se que também ocorreu
a incorporacdo da pentoxifilina no filme, onde o farmaco também se encontra
disperso em todo o sistema, porém, é evidente a presenca do farmaco em
maior quantidade em relacdo as micrografias dos filmes F1. Ainda nos filmes
F2, observa-se a presenca de macropéros, e que algumas particulas do

farmaco se encontram agrupadas na forma de aglomerados.

5.5 Estudo de liberacao in vitro de pentoxifilina
incorporada nos filmes

Para os farmacos presentes em formas farmacéuticas de uso tépico
exercerem sua acdo farmacoldgica, estes precisam permear a epiderme e
serem difundidos no estrato cérneo. Porém, isso sO € possivel se houver uma
adequada liberacdo destes farmacos a partir do sistema no qual estes
encontram-se encapsulado. A processo de liberagcdo de farmacos, bem como o
mecanismo de permeacdo, sofre influéncia de alguns fatores como a
capacidade apresentada pelo farmaco em se solubilizar no veiculo e na sua
atividade termodinamica (BEMVINDO, 2006).

O estudo de liberacéao in vitro de farmacos de uso topico visa analisar o
potencial que o sistema apresenta em liberar o farmaco que se encontra

incorporado neste. Esta técnica permite avaliar ainda a velocidade com que o
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farmaco é liberado em relacdo ao periodo de tempo decorrido (SILVA, et al.,
2010). Desta forma, diversos modelos foram desenvolvidos para avaliar a
cinética de liberacdo dos farmacos presentes em formulagBes semissodlidas,
porém, o mais conhecido e que tem sido amplamente utilizado € o modelo de
difusdo de Franz (PRACA, 2010). Por este motivo, este foi 0 modelo de escolha
para a realizacdo deste estudo, em que foi avaliado a liberacédo de pentoxifilina
a partir de sistemas poliméricos na forma de filmes.

Os filmes poliméricos de pentoxifilina na concentracdo de 10mg durante
o estudo do perfil de liberag&o foram utilizados para atuarem de duas formas. A
primeira agindo como membrana e a segunda como sistema doador de
farmaco em meio a solucéo tampéao fosfato pH 7,4:etanol (60:40), sob agitacéo
controlada e submetidos a temperatura constante de 37°C durante todo o
estudo.

Os valores de pentoxifilina liberados a partir do sistema polimérico no
compartimento receptor foram quantificados através de UV-Vis e encontram-se
apresentados na Tabela 4 e Tabela 5 referente aos filmes de 10 e 20 mg
respectivamente, em que também é demonstrado o percentual de liberacdo
obtidos em cada periodo de tempo que as amostras foram obtidas durante as
72 horas em que foi realizado o estudo. Este estudo foi realizado em

sextuplicata.

Tabela 4: Quantidade de PTX liberada acumulada (ug/cm® e porcentagem da

guantidade liberada (%) nos respectivos periodos de coleta (h) a partir dos filmes de

10mg.
Tempo (h) Quantidade de PTX liberada (pg/cm?) +/- % Liberada
DP

0,25 669,8430 + 97,74 36,55%

0,5 738,2393 £ 13,61 40,28%

1 787,0371 £ 9,78 42,94%

1,5 816,8883 + 6,95 44,57%

2 842,8368 + 6,85 45,98%

4 887,5112 +/- 7,73 48,42%

6 928,2081 + 9,18 50,64%
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8 967,4761 + 7,01 52,78%
12 1028,7622 + 11,34 56,13%
18 1125,6948 + 23,05 61,42%
24 1213,2267 * 24,26 66,19%
30 1269,6995 * 23,67 72,35%
36 1318,1824 + 19,91 75,00%
42 1357,3642 + 18,07 77,14%
48 1391,4235 + 15,12 79,00%
72 1459,6688 *+ 42,34 82,72%

Fonte: autoria prépria.

Tabela 5: Quantidade de PTX liberada acumulada (ug/cm?® e porcentagem da
guantidade liberada (%) nos respectivos periodos de coleta (h) a partir dos fiimes de

20mg.
Tempo (h) Quantidade de PENT liberada (nug/cm?) +/- % Liberada
D.P

0,25 1401,53+190,43 38,54%
0,5 1543,33+7,04 42,44%
1 1637,56+5,43 45,03%
15 1711,72+3,94 47,07%
2 1766,41+4,45 48,58%
4 1879,7118,28 51,69%
6 1986,38+12,30 54,63%
8 2124,96+7,02 58,44%
12 2288,29+8,56 62,93%
18 2435,22+7,13 66,97%
24 2542,16+7,75 69,91%
30 2647,95 + 6,65 75,23%
36 2747,94 + 7,30 77,98%
42 2840,71 + 4,40 80,53%
48 2940,67 + 13,69 83,28%
72 3119,45 + 20,15 88,20%

Fonte: autoria propria.
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O perfil de liberacdo do farmaco a partir do sistema € apresentado na
Figura 14 para os filmes F1 (10mg) e F2 (20mg) e ocorre em funcdo da
quantidade de pentoxifilina liberada em pg/cm? em relacdo ao tempo durante
as 72 horas do ensaio.A quantificacdo do farmaco foi realizada em 272nm, de
acordo com o comprimento de onda para quantificacdo deste farmaco em
etanol como preconiza a farmacopéia. Pode-se observar que o perfil de
liberacdo da pentoxifiina no fiime F1 (10mg) apresentou uma curva
ascendente, chegando a praticamente um platd apés 48 h de analise,
apresentando liberacdo de 79% da pentoxifilina presente no filme polimérico,
chegando a 82,72% ao término do estudo (72h).No filme F2 (20mg) a
pentoxifilina apresentou um perfil de liberacdo semelhante ao F1, originando
também uma curva ascendente e uma liberacdo correspondente a 83,28%
apos 48 horas, e 88,20% ao final do estudo, em 72 horas.

Figura 14: Perfil de liberacéo da pentoxifilina(ug/cm?) a partir dos filmes F1 (10mg) e
F2 (20 mg) em relacdo ao tempo (h).
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Fonte: A prépria autora.
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Ja conhecendo os valores liberados de pentoxifilina relacionados a area
de difusdo submetida neste ensaio, realizou-se uma interpretacdo mais
aprofundada para determinar o modelo cinético que apresente a melhor relacédo
com o perfil de liberagdo deste farmaco quando incorporado em filmes. Para
isto, foram usados os modelos cinéticos, afim de avaliar qual destes
modelosesta sendo seguidopelo perfil de liberacao do farmaco a partir do filme.
Os modelos empregados nesse estudo foram os de ordem zero, primeira
ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas.

Apoés submeter a liberacdo in vitro da pentoxifilina incorporada no filme
polimérico F1 a estes modelos cinéticos, obteve-se o grafico representativo de

cada perfil, como € mostrado na Figural5s.

Figura 15:Modelos cinéticos empregados ao perfil de liberagdo de pentoxifilina
dos filmes poliméricos (10mg).
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Fonte: A prépria autora.

Na Figura 16 é apresentado os graficos que retratam o perfil dos quatro
modelos cinéticos referentes a liberagao in vitro da pentoxifilina reticulada nos
filmes de quitosana na concentragédo de 20mg, denominados filmes F2.

Figura 16: Modelos cinéticos empregados ao perfil de liberacéo de pentoxifilina
dos filmes poliméricos (20mg).
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Fonte: A prépria autora.

A Tabela 6 e Tabela 7 trds os modelos acompanhados de suas
respectivas equacdes da reta e o coeficiente de correlacdo linear (r) usado
como critério de escolha para a determinacdo do modelo escolhido mais
correlacionado ao perfil de liberacdo da pentoxifilina a partir deste sistema
com farmaco incorporado na concentragcdo de 10mg e 20 mg,

respectivamente.

Tabela 6: Coeficiente de correlagéo linear como fator determinante para a escolha da ordem
de liberacao da PENT a partir do filme polimérico F1 (10mg).

Amostra Equacdes da reta Coeficiente de Modelos Modelo
correlacéo linear (r)  cinéticos escolhido
y = 0,1301x + 6,6565 0,9817 Korsmeyer-
Peppas
y =11,294x + 834,67 0,9364 Ordem
Filme de zero
Pentoxifilina  y =0,0043x + 2,9341 0,9189 Primeira Higuchi
10 mg Ordem
y =101,6x + 681,2 0,9924 Higuchi

Fonte: autoria prépria.
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Tabela 7: Coeficiente de correlacéo linear como fator determinante para a escolha da ordem
de liberacdo da PENT a partir do filme polimérico F2 (20mg).

Amostra Equacdes da reta Coeficiente de Modelos Modelo
correlacéo linear (r)  cinéticos escolhido
y =0,1343x + 7,4014 0,9916 Korsmeyer-
Peppas
y =23,863x +1771,2 0,9315 Ordem
Filme de zero
Pentoxifilina  y =0,0043x + 3,2609 0,9086 Primeira Higuchi
10 mg Ordem
y =215,73x + 1443,1 0,9921 Higuchi

Fonte: autoria prépria.

De acordo com o maior valor do coeficiente de correlagéo linear (r),
pbde-se determinar que a liberacdo da pentoxifilina a partir do filme polimérico
em ambas as concentracbes seguem o modelo de Higuchi, que preconiza
como fator limitante o processo de difusdo do farmaco através da matriz
polimérica, de forma que qualquer outro parametro ndo € capaz de apresentar
influéncia significativa sob este processo. Desta forma, o0 modelo de Higuchi
apresenta uma relacédo linear decorrida entre a quantidade de farmaco liberada
e a raiz quadrada do tempo (TOSCANO, et al., 2001).

Em estudo realizado por CAVALCANTI e colaboradores em 2016, foi
avaliado o perfil de liberagdo da pentoxifilina a partir de uma solugdo, onde
obteve-se uma crescente liberacdo deste farmaco seguida da formag&o de um
platd. Desta forma, em comparacdo com este estudo € possivel inferir que a
formulacdes aqui desenvolvidas na forma de filme polimérico contendo este
farmaco, apresentou perfil de liberacdo semelhante, porém neste estudo é
importante enfatizar que este platdé se mantém ao longo de 72 horas, visto que
no estudo realizado por Cavalcanti, € avaliado a liberacdo deste farmaco

apenas até 24 horas.

5.6 ESTUDO IN VIVO



69

5.6.1 Analise morfométrica das feridas cutaneas

A analise morfomeétrica das feridas foi realizada comparando-se as areas
da feridas nos diversos dias apos a leséo (dias 4, 6 e 9) com area da ferida no
dia 2 (onde as &reas neste dia foram consideradas como sendo 100%).

Como podemos observar na Figura 17, no dia 4 apds a lesdo, o grupo
tratado com o filme F2 (20 mg) apresentou uma area de ferida
significativamente menor que todos os outros grupos (p<0,05; ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Neuman-Keuls). Os grupos tratados com salina
(SALINA), filme branco (FBr) ou filme F1 (10mg) ndo apresentaram entre eles
diferencas estatisticas significativas no tamanho de suas feridas.

De forma semelhante, quando avaliamos as feridas no dia 6 apds a
leséo, observamos que o grupo do filme F2 apresentou feridas com tamanhos
menores comparado com 0s outros grupos, sendo estatisticamente significativa
esta diferenca em relacdo aos grupos FBr e F1.

O grupo pomada apresentou diferenca significativa em relacdo a todos
os demais grupos em todos os dias analisados (dias 4,6 e 9), sempre
apresentando lesdo com maior didmetro que os demais grupos.

No dia 9 apés a lesdo, o grupo pomada havia reduzido em
aproximadamente 50% a area da lesdo, enquanto 0S outros grupos estavam
finalizando o processo cicatricial com a ferida fechada.Este ocorrido pode ser
sugestivamente justificado pelas diferentes propriedades das formulagdes
utilizadas, pois os filmes oriundos do biopolimero quitosana apresentam boa
aderéncia as camadas da pele pois possuem propriedades bioadesivas, além
de ser uma formulacdo considerada elastica e quando comparado com a
pomada reporta estas vantagens, pois devido a sensacao pegajosa da pomada
e devido esta ndo possuir boa capacidade de adesdo como os filmes, ela
apresenta maior facilidade de ser retirada da area da lesdo, visto que os
camundongos podem ter encostado nas paredes das caixas gaiolas e até
mesmo quando estes iam dormir podem ter uns retirado a pomada da lesao
dos outros acidentalmente através do contato entre eles, j& que estes dormem
amontoados, uns em cima dos outros (CLOUTIER., MANTOVANI., ROSEI.,
2015; PAVINATTO, F. J. 2010).
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Desta forma torna-se evidente a importancia e vantagens das novas
formas farmacéuticas frente as formas farmacéuticas convencionais, onde
neste caso fica claro que a grande aderéncia dos filmes na lesdo permitiu uma
liberacdo do farmaco por um periodo de tempo maior em relagdo a pomada,
além de uma liberacdo controlada como foi observado no ensaio de liberacdo
destes filmes desenvolvidos, fator preponderante para este resultado e que
sugestivamente foi uma das possiveis contribuicdes para uma cicatrizacdo
mais rapida nos animais tratados com filmes, além de ndo comprometer a
farmacoterapia devido sua adesdo. Estes filmes também apresentam
microporos que permitem uma maior circulacdo de oxigénio no local da leséao
acarretando em aceleracdo na cicatrizacdo das feridas, visto que a pomada
nao reporta a mesma propriedade (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017).

Outro fator sugestivo para justificar a grande variagcdo da cicatrizacao
entre o grupo pomada em relacdoaos grupos FBr, F1 e F2, é que 0 processo
cicatricial normalmente ocorre entre 12 a 16 dias (inclusive os tratados com
formas farmacéuticas convencionais como a pomada), porém por se tratar de
uma nova forma farmacéutica os tratamentos realizados neste estudo com 0s
filmes aceleraram o processo de cicatrizacdo para 9 dias (CAMPOS, A. C. L.,
BRANCO, A. B., GROTH, A. K., 2007).

No dia 9 apos a lesdo, todos os grupos apresentaram feridas de
tamanhos semelhantes. Na Figura 17 é apresentado o gréafico representativo

da avaliacdo do tamanho das feridas em relacdo ao dia 2 apos a leséo.
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Figura 17: Avaliagdo do tamanho das feridas cutaneas em relacdo ao dia 2
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Figura 17: Avaliacdo do tamanho das feridas cutaneas em relacdo ao dia 2
apos a lesdo. Os dados estdo expressos como média +/- EPM de 6-7 animais
por grupo. SALINA: animais tratados com a aplicacdo tépica de salina 0,9%;
FBr: animais tratados com a aplicacdo topica de filme formado apenas por
quitosana; F1: animais tratados com aplicacao tépica de filme de quitosana
contendo pentoxifilina (10mg); F2: animais tratados com aplicacdo topica de
filme de quitosana contendo pentoxifilina (20mg). *p<0,05, diferente de todos
0s outros grupos; +p<0,05 diferente dos grupos FBr, F1, Pomada; ANOVA de

uma via seguida pelo teste de Neuman-Keuls.

representativas das lesGes de cada grupo nos dias 2, 4, 6e 9 respectivamente,

apos o desencadeamento da leséo.
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Figura 18: Imagens das lesfes no dia 2 apds o desencadeamento da lesé&o.

DIA 2

Figura 19: Imagens das lesdes no dia 4 apds o desencadeamento da lesao.

FBr
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Figura 21: Imagens das lesdes no dia 9 apds o desencadeamento da lesao.
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5.6.2 ESTUDO MICROBIOLOGICO

A Tabela 8 apresenta as bactérias encontradas em cada periodo de
coleta, bem como o tratamento com filme FBr usado nos trés camundongos.
Enquanto a Tabela 9 tras as bactérias presentes nos animais tratados com o
filme F2 e a Tabela 10 representa as bactérias presentes nos animais tratados

com salina.

Tabela 8: Bactérias encontradas nas feridas tratadas com FBr nas trés coletas.

PRIMEIRA SEGUNDA TERCEIRA
AMOSTRA COLETA COLETA COLETA
Staphylococcus Staphylococcus
FBr aureus/ aureus/ Hafnia alvei
(camundongo 1) Enterobacter Citrobacter
gergoviae freundii
Staphylococcus Staphylococcus
FBr aureus/ aureus/ Staphylococcus
(camundongo 2) Enterobacter Escherichia coli aureus
gergoviae
Staphylococcus Staphylococcus
FBr aureus/ aureus/ Nenhuma
(camundongo 3) Enterobacter Citrobacter bactéria



gergoviae

freundii
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Tabela 9: Bactérias encontradas nas feridas tratadas com F2 nas trés coletas.

AMOSTRA

F2
(Camundongo 1)

F2
(Camundongo 2)

F2
(Camundongo 3)

PRIMEIRA
COLETA
Staphylococcus
aureus/
Enterobacter
aerogenes
Staphylococcus
aureus/
Escherichia coli
Staphylococcus
aureus/
Enterobacter

aerogenes

SEGUNDA
COLETA
Staphylococcus
aureus/

Escherichia coli

Staphylococcus
aureus/

Escherichia coli

Staphylococcus

aureus

TERCEIRA
COLETA
Staphylococcus
aureus/
Enterobacter

aerogenes

Staphylococcus

aureus

Nenhuma

bactéria

Tabela 10: Bactérias encontradas nas feridas tratadas com salina (controle negativo)

nas trés coletas.

AMOSTRA

Salina
(Camundongo 1)

Salina
(Camundongo 2)

PRIMEIRA
COLETA
Staphylococcus
aureus/
Enterobacter
aerogenes
Staphylococcus
aureus/
Enterobacter
gergoviae

Staphylococcus

SEGUNDA
COLETA
Staphylococcus
aureus/

Escherichia coli

Staphylococcus

aureus

TERCEIRA
COLETA

Staphylococcus

aureus

Staphylococcus

aureus
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Salina aureus/ Staphylococcus Staphylococcus
(Camundongo 3) Enterobacter aureus/ aureus
aerogenes Escherichia coli

Com relacéo ao FBr (1) observou-se na primeira coleta a presenca de 2
bacterias: Staphylococcus aureus (S. aureus) e Enterobacter gergoviae (Ent.
gergoviae). Segundo Pires, C. A. e colaboradores (2015) S. aureus é um
microorganismo bastante comum em infec¢cdes de pele, assim como Ent.
gergoviae que é uma bactéria muito comum no trato gastrointestinal (ALVES,
R. P. R., 2011; KONEMAN, et al., 2008), e assim sendo, 0os animais podem ter
contraido a partir de suas proprias excretas.

Na segunda coleta, observou-se a presenca de Citrobacter freundii que
também apresenta contaminacgao a partir de fezes, e de S. aureus, porém, na
terceira coleta o S. aureus foi inibido. Isto pode ter ocorrido devido ao maior
tempo ( 6 dias) de tratamento com o filme. Ainda na terceira coleta foi
detectado apenas Hafnia alvei. O fato deste microorganismo ter sido
encontrado apenas nesta Ultima andalise pode ser consequéncia da presenca
de dejetos fecais na caixa gaiola onde os animais se encontravam mantidos,
além de ter sido encontrado resquicios de fezes na lesdo deste animal durante
o estudo, que reforca esta contaminacéao.

Na andlise do FBr (2) é possivel observar que este apresentou as
mesmas bactérias da amostra anterior (FBr 1) durante a primeira coleta,
enquanto na segunda coleta o filme de quitosana inibiu a Enterobacter
gergoviae. Porém, houve coloniza¢do da Escherichia colli (E. colli) no local da
lesdo, isto pode ser decorrente do ambiente em que o camundongo se
encontrava, visto que por se tratar de uma enterobactéria, esta é facilmente
contaminavel através de urina e fezes que podem ter ocasionado esta
contaminagao devido o contato com estes animais no meio em que viviam. Na
terceira coleta o sistema polimérico foi capaz de inibir a presenca de E. colli,
onde foi encontrado apenas S. aureus que pode ser oriunda da mesma cepa
presente nas coletas anteriores ou o sistema polimérico pode ter inibido o S.

aureus presente na segunda coleta e ter ocorrido uma nova colonizacado de
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uma nova cepa, Vvisto que nao é possivel ter esta confirmacao, pois néo foi feito
o teste de sonda genética para identificar o DNA destes microorganismos.

Na amostra do FBr (3), observa-se que este apresentou na primeira e
segunda coleta as mesmas bactérias do FBr(1), onde na terceira coleta néo foi
encontrado nenhuma bactéria colonizada, isto se deve a atividade
antibacteriana da quitosana ja relatada na literatura por KILICARSLAN, et al.,
(2018), e que estava presente no filme, que inibiu as trés bactérias presente
nesta amostra: S. aureus, Enterobacter gergoviae e Citrobacter freundii.

Analisando a amostra F20 (1) foi observado a presenca de S. aureus e
Enterobacter aerogenes na primeira coleta, por se tratar de uma enterobactéria
esta é bastante comum no trato gastrointestinal e desta forma pode ter
contaminado a lesdo através do contato com os dejetos fecais destes animais.

Na segunda coleta foi possivel observar que o S. aureus permaneceu
presente, enquanto o filme F20 (1) inibiu a Enterobacter aerogenes. Houve
também a colonizacdo da Escherichia coli que pode ter sido adquirida através
do contato deste animal com a urina. Na terceira coleta o Enterobacter
aerogenes voltou a colonizar a lesdo, isto se deve devido a uma possivel
contaminagdo cruzada. Também houve resisténcia do S. aureus que também
se manteve presente nesta coleta.

Na analise do F20 (2), durante a primeira e segunda coleta foram
encontrado 0s mesmos microorganismos: S. aureus e Escherichia coli, onde a
E. coli so foi inibida ao analisar a terceira coleta, fator que se deve devido ao
tempo de tratamento com o filme contendo o farmaco. Nesta coleta o S. aureus
apresentou resistente frente ao filme contendo pentoxifilina.

Durante a primeira coleta do filme F20 (3) foi encontrado S. aureus e
Enterobacter aerogenes, porém na segunda coleta este filme ja apresentou
atividade frente a Ent. aerogenes, sendo encontrado desta forma apenas o S.
aureus. Na terceira coleta ndo foi observado nenhum microorganismo, visto
gue o filme contendo pentoxifilina conseguiu inibir a presenca de S. aureus.

No grupo Salina que foi usado como controle negativo, as amostras 4 e 6,
apresentaram perfis semelhantes, onde na primeira coleta foi observardo a
presenca de duas bactérias: S. aureus e Ent. aerogenes, porém a salina inibiu

a Ent. aerogenes na segunda coleta, onde foi observado a resisténcia de S.
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aureus e a colonizacao de E. coli. Na terceira coleta pode observar que a salina
inibiu a E. coli, porém o S. aureus apresentou resisténcia bacteriana.

Na amostra 5 do grupo salina, foi observado na primeira coleta a
presenca de S. aureus e Ent. gergoviae, enquanto que apenas o0 S. aureus se
manteve presente nas coletas posteriores.

Desta forma € possivel inferir que os filmes F20 e FBr apresentaram
atividade frente as bactérias E. coli, Citrobacter freundii e Ent. gergoviae, e em
apenas um caso houve a presenca de Ent. aerogenes na terceira coleta, visto
gue se deve a possivel contaminacdo cruzada. Os filmes FBr apresentaram
atividade frente a S. aureus que € o microorganismo de maior interesse neste
estudo, visto que entre todos 0s microorganismos presente, este € o Unico
comum em infec¢gdes de pele, desta forma observou-se que ocorreu a inibicéo
da maioria das amostras onde esta bactéria se encontrava presente, e em
apenas um caso isolado foi encontrado S. aureus, que pode ser oriundo de
uma nova colonizacao.

Com base nestes resultados, € possivel inferir que o filme FBr apresentou
melhor atividade frente a estes microorganismos quando comparado ao
controle negativo (salina), sobretudo porgque a salina ndo foi capaz de inibir as
cepas de S. aureus em nenhuma de suas amostras, visto que este é o
microorganismo de maior interesse neste estudo.

Outro fator que pode justificar a grande resisténcia de S. aureus nesse
estudo se dar devido a estrutura da parede celular de bactérias Gram positivas
(+), como € o caso deste microorganismo, pois a parede destes é formada por
muitos peptideoglicanos, que acaba dificultando a destruicdo desta parede
(OLIVEIRA, R. T. M, 2015; MURRAY, 1998). Enquanto bactérias Gram
negativas (-) como é o caso das enterobactérias apresentam pouca quantidade
de peptideoglicano presente em sua parede celular, que torna propicia sua

destruicdo com maior facilidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foram desenvolvidos filmes branco (FBr) e filmes de quitosana

contendo pentoxifilina F1 (10 mg) e F2 (20 mg).

Em andlise de infravermelho os filmes F1 e F2 que apresentaram
bandas semelhantes, e todas caracteristicas de bandas da
pentoxifilina e da quitosana, sugerindo que o farmaco foi incorporado

com eficiéncia no sistema.

No difratograma os filmes contendo o farmaco apresentaram-se
parcialmente amorfo, pois apresentaram poucos picos oriundos da
pentoxifilina, ainda assim é possivel inferir uma transicdo no perfil do
farmaco quando comparado com a andlise deste antes da

incorporagao.

A microscopia eletronica de varredura confirmou a incorporacdao da
pentoxifilina nos filmes de quitosana de forma eficaz, demonstrando
gue o farmaco se encontrava de forma homogénea e totalmente

disperso no sistema, corroborando com os resultados do FTIR e DRX.

Ainda foi observado nesta analise do MEV a presenca de muitos péros
nos filmes que continham o farmaco, o que é bastante satisfatorio,
pois a presenca destes péros permite uma liberacdo controlada da
pentoxifilina a partir deste sistema, fato que foi comprovado no estudo

de liberacéo in vitro.

O estudo de liberagao do filme F1 apresentou um perfil de liberacao
controlada durante as 72 horas do estudo, acarretando na formagao

de um platd, seguindo o modelo de Higuchi.



80

O filme F2 apresentou em seu estudo cinético um percentual de
liberacdo de 88,46%, enquanto o filme F1 liberou cerca de 82,72% ao
final do estudo. O filme F2 seguiu 0 mesmo modelo cinético do filme

F1, o modelo de Higuchi.

Este estudo de liberacdo demonstrou uma satisfatoria liberacdo ao
término do estudo, com base na quantidade liberada de farmaco a
partir do sistema, porém ndo demonstrou uma diferenca significativa
entre 48 e 72 horas no percentual de liberacdo do filme F1,
diferentemente do filme F2 que apresentou uma diferenca significativa

neste intervalo de tempo.

O estudo in vivo apresentou resultado satisfatério no tratamento
ultilizando o filme F2, pois demonstrou uma diferenca significativa em

relacdo a todos os demais tratamentos no 4° dia.

No dia 9 o grupo pomada apresentou uma reducdo da area da leséao
de aproximadamente 50% em relacdo a area da lesdo no dia 0. Os
demais grupos de tratamento apresentaram uma reducdo de

aproximadamente 80% em relacéo a area da leséo no dia 0.

No estudo microbioldgico, nos trés tratamentos (FBr, F2 e salina)
houve inibicAo nas diversas cepas que colonizaram a lesdao,
excetoStaphylococcus aureus, pois apenas o tratamento com o filme
FBr foi capaz de inibir algumas cepas desta bactéria, enquanto o

grupo salina apresentou resisténcia em todas elas.
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