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RESUMO

Caracterizagdo fisico-quimica e avaliacdo do efeito de esponjas de alginato-gelatina-acido
usnico sobre a cicatrizagdo em ratos. Aldino do Nascimento Porto Neto — Dissertacdo de
Mestrado — NPGME. Universidade Federal de Sergipe, Aracaju, 2012.

Existe um interesse na drea farmacéutica no uso de esponjas, produzidas com biopolimeros,
como matrizes para a liberagdo controlada de farmacos. Os biopolimeros para aplicag¢des
farmacéuticas devem possuir propriedades fisico-quimicas e mecanicas adequadas, além de
serem biocompativeis. O alginato € um biopolimero, obtido a partir do dcido alginico, que tem
sido largamente estudado devido a sua capacidade de incorporar compostos € promover a
liberacdo controlada de farmacos. A gelatina é uma proteina obtida pela hidrdlise do coldgeno
e vem sendo empregada na obtencao de hidrogéis e esponjas com propriedades terap€uticas.
O 4cido tusnico (AU) é o metabdlito mais abundante do liquen Cladonia substellata e possui
comprovada atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, analgésica e cicatrizante. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar fisico-quimicamente e avaliar o efeito de
esponjas de alginato-gelatina, contendo dcido usnico sob a cicatrizacdo em ratos. As esponjas
foram preparadas a partir do alginato e gelatina, incorporadas com 4cido tusnico, nas
concentracdes de 1 e 5% (m/v) e liofilizadas. Para caracterizacdo do material foram utilizadas
a andlise termogravimétrica/termogravimétrica derivada (TG/DTG), a calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho
(FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e testes de propriedades mecanicas. O
ensaio bioldgico foi realizado com 36 ratos divididos em trés grupos: sem tratamento (CTR);
tratados com esponja inerte (ALG/GEL); e tratados com esponja contendo acido tsnico a 5%
(AU 5%). Ap6s 7 e 14 dias, seis animais de cada grupo foram eutanasiados para andlise
histolégica. O teor médio de 4cido usnico foi de 60,03 e 97,38% nas esponjas de 1 e 5%,
respectivamente. Os resultados da analise de DSC mostram a auséncia do pico endotérmico
referente ao AU puro, indicando que o farmaco foi incorporado ao sistema polimérico. As
curvas TG/DTG corroboram com os dados do DSC e mostraram que a incorporac¢ao do dcido
usnico ndo alterou o perfil geral da decomposi¢ao térmica das esponjas. Os espectros FTIR
das esponjas mostraram um somatério de eventos correspondentes as bandas do acido dsnico,
alginato e gelatina, indicando a presenca dos referidos compostos no sistema. A andlise por
MEV mostrou, que a incorporacdo de diferentes concentracdes de AU, nas esponjas promove
alteracdes na estrutura microscépica, resultando em diferentes comportamentos mecanicos.
Os ensaios bioldgicos em 7 dias, mostram uma reacdo inflamatéria nas porcdes centrais e
marginais da ferida, porém os grupos ALG/GEL e AU 5%, promoveram uma aceleracdo na
formacdo de tecido de granulagdo mais maduro. Em 14 dias, no grupo AU 5%, foi nitida a
reducdo do componente inflamatério mesmo na porcao central da ferida. Adicionalmente,
observou-se uma marcante redugdo na rede vascular, quando comparado ao grupo CTR,
acompanhada de um padrao homogéneo de colagenizacdo tipo III em toda a extensdo da
cicatriz. Em conclusdo, a incorporagdo do acido tsnico ndo alterou a estabilidade térmica das
esponjas e, além disso, o uso de esponja de alginato e gelatina favorece a cicatrizacdo de
feridas e a incorporacdo do farmaco facilita a contracdo da ferida e uma deposi¢do homogénea
de coldgeno, evitando a formacdo de cicatrizes antiestéticas.

Descritores: Biomateriais; esponjas; dcido udsnico; caracterizagdo fisico-quimica;
cicatrizagao.



ABSTRACT

Physicochemical characterization and evaluation of the effect of alginate-gelatin-usnic acid
sponges of wound healing in rats. Aldino do Nascimento Porto Neto — Dissertacdo de
Mestrado — NPGME. Universidade Federal de Sergipe, Aracaju, 2012.

There is interest in the pharmaceutical area in the use of sponges, produced with biopolymers,
as matrices for the controlled release of drugs. The biopolymers for pharmaceutical
applications must have physicochemical and appropriate mechanical and biocompatibility.
Alginate is a biopolymer, obtained from the alginic acid, which has been largely studied due
to its ability to incorporate and promote the controlled release of drugs. Gelatin is a protein
obtained by hydrolysis of collagen and has been used in obtaining produce hydrogels and
sponges with therapeutic properties. Usnic acid (UA) is the most abundant metabolite of the
lichen Cladonia substellata has proven antimicrobial, anti-inflammatory, analgesic and
healing activities. In this context, the aim of this work was to physicochemical
characterization and evaluate the effect of alginate-gelatin sponges, containing usnic acid on
wound healing in rats. The sponges were prepared from gelatin, alginate and incorporated
with usnic acid in concentrations of 1 and 5% (m/v) and freeze dried. For material
characterization were used thermogravimetry/derivative thermogravimetry (TG/DTG),
differential scanning calorimetry (DSC), infrared absorption spectroscopy (FTIR), scanning
electron microscopy (SEM) and mechanical properties tests. The biological assay was
performed with 36 rats divided into three groups: without treatment (CTR); treated with inert
sponge (ALG/GEL); and treated with the sponge containing usnic acid 5% (AU 5%). After 7
and 14 days, six animals from each group were submitted to euthanasia for histological
analysis. The average content of usnic acid was 60.03 and 97.38% for sponges in 1 and 5%,
respectively. DSC analysis results show the absence of endothermic peak of UA pure,
indicating that the drug was incorporated into the polymer system. TG/DTG curves
corroborate with the DSC data and showed that the incorporation of usnic acid has not
changed the thermal behavior of sponges. The FTIR spectra of sponges showed a sum
corresponding to the event of usnic acid, alginate and gelatin bands, indicating the presence of
these compounds in the system. The analysis by SEM showed that the incorporation of
different concentrations of UA, in sponges promotes changes in microscopic structure,
resulting in different mechanical behaviors. The biological assays in 7 days, showed an
inflammatory reaction in the marginal and central portions of the wound, but ALG/ GEL and
AU 5% groups, promoted an acceleration in the formation of granulation tissue. In 14 days, in
the AU 5% group, was a clear reduction of the inflammatory component even in the central
portion of the wound. Additionally, there was a marked reduction in vascular component,
when compared to the CTR group with a homogeneous pattern of colagenization type III in
the entire length of the scar. In conclusion, the incorporation of usnic acid has not changed the
thermal stability of sponges and, in addition, the use of alginate-gelatin sponge and promotes
the wound healing and the incorporation of the drug eases wound contraction and a
homogeneous deposition of collagen, avoiding the formation of hipertrophic scars.

Key-words: Biomaterials; sponges; usnic acid; physicochemical characterization; wound
healing.
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1. INTRODUCAO

Os avancos na tecnologia vém proporcionando a idealizacdo de novas formas
farmacéuticas, favorecendo o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos.

As formas farmacéuticas tradicionais s@o caracterizadas por apresentarem a liberagao
imediata do farmaco, podendo necessitar de vdrias administra¢cdes durante o periodo de
tratamento, podendo levar a toxicidade, efeitos colaterais indesejdveis e descontinuidade do
tratamento terapéutico.

Por outro lado, o sistema de liberagdo controlada de—farmaces € um sistema de
administracao desenvolvido para prolongar o tempo de liberacdo do farmaco no organismo, o
que possibilita regular e otimizar a duragdo da acdo terapéutica e o desempenho
farmacoldgico do agente, e ainda, reduzir possivel toxicidade, efeitos indesejaveis e a
necessidade de novas administracdes, facilitando ao paciente a adesdo ao tratamento e
proporcionando vantagens terapéuticas e econdmicas.

A introdugdo de biomateriais na obten¢do de sistemas de liberacao de fairmacos t€m se
mostrado promissora, devido capacidade de bioadesdo e bioreabsor¢cdo de seus constituintes.
Os tratamentos na drea da sadde, utilizando esses materiais, estdo ganhando destaque pelo
sucesso obtido nas respostas terapéuticas, evidenciando, a melhoria na qualidade de vida das
pessoas.

Os biomateriais podem ser definidos como uma substincia ou uma combinagdo de
substancias, que podem ser de origem natural ou sintética, agindo de forma transitéria ou
permanente no hospedeiro, destinados a possuir uma interagdo com os sistemas bioldgicos
para tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcao do corpo.

Biopolimeros representam uma classe de biomateriais mais versdteis disponiveis para
aplicacdes em diversas dreas, inclusive a farmacéutica, sendo utilizados na formulacdo de
cosméticos e medicamentos de liberacdo convencional e de liberacdo modificada, onde neste
ultimo, atuam como moduladores e direcionadores da liberacdo de farmacos em locais
especificos no organismo.

Dentre os biopolimeros estd o alginato, o qual € obtido a partir do 4dcido alginico e
pode ser associado a fons Na®, denominado alginato de sédio, o que confere grande
solubilidade em dgua, além de induzir a formacdo de géis (hidrogel) em solucdes aquosas,

sendo utilizado, por exemplo, na liberacdo controlada de fatores de crescimento, como o fator
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de crescimento fibrobléstico basico (bFGF), o fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF) e fator de transformacdo de crescimento (TGFa), para aceleracdo do processo
cicatricial, na producdo de microesferas com liberacao controlada de metformina e para
cultura de células-tronco, entre outros (CENSI et al., 2012; SWAMY et al., 2012; YAO et al.,
2012)

Villanova et al. (2010) descreveram o alginato e a gelatina, como os principais
polimeros naturais utilizados em matrizes inovadoras para liberagdo de farmacos,
proporcionando um eficiente desempenho terap&utico.

A necessidade de desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo biodegraddveis que
proporcionem estabilidade fisico-quimica ao produto, que garanta a aceitabilidade do paciente
e promovam qualquer outro atributo relacionado a seguranca e efetividade do tratamento tem
se intensificado devido a falta de condi¢des seletivas de terapias que algumas doencas e
traumas fisicos requerem.

Em vista disso, trabalhos envolvendo o preparo de esponjas com a incorporagdo de
compostos bioativos (fairmacos sintéticos ou produtos naturais) tem sido alvo para a busca de
alternativas terapéuticas para diversas enfermidades (DAI, et al., 2009; KUMAR et al., 2010;
SEO et al., 2012).

O interesse em compostos de origem natural tem aumentado consideravelmente,
gracas a diversidade da ocorréncia na natureza. Uma vasta gama de compostos naturais,
produtos de metabolismo primdrio e secunddrio € biologicamente ativa.

O 4cido usnico € um dos metabdlitos mais abundantes e comuns do liquen Cladonia
substellata Vainio, cuja espécie é de grande ocorréncia na regido nordeste, principalmente, no
estado de Sergipe.

As principais atividades do &4cido usnico estdo relacionadas com efeito anti-
inflamatério (HUANG et al., 2011) e analgésico (VINJAYAKUMAR et al., 2000),
antimicrobiano (WECKESSER er al., 2007), antiviral (CAMPANELLA er al., 2002),
antiparasitirio (CARVALHO et al., 2005; FOURNET et al., 2007), gastroprotetor e
antioxidante (ODABASOGLU et al., 2006; RABELO et al., 2012) e cicatrizante (NUNES,
2009; NUNES et al., 2011).

As propriedades anti-inflamatoria e cicatrizante apresentadas pelo 4cido tsnico aliada
a possibilidade de utiliza¢do de esponjas para a liberacdo controlada de formacos motivaram o
presente estudo, que tem como objetivo caracterizar fisico-quimicamente esponjas de

alginato-gelatina incorporadas com 4cido tsnico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lesoes cutaneas e o processo de cicatrizacao

A pele, considerado o maior 6rgdo do corpo, funciona como uma barreira natural do
organismo, que protege os tecidos subjacentes, controla o fluxo sanguineo, regula a
temperatura somadtica, além de promover a reserva de nutrientes e fungdes sensoriais
(NUNES, 2009).

Processos traumaticos que resultam em alteracdes da integridade da pele decorrem na
formac¢do de uma ferida que podem acontecer como parte de um processo de doenca ou ter
uma etiologia acidental ou intencional.

As feridas geralmente levam a um aumento da perda de liquidos, hipotermia,
comprometimento da imunidade e alteragdes na estética corporal, devido ao aparecimento de
cicatrizes (WILD et al., 2010).

O aumento da incidéncia de lesdes cutdneas na populacdo brasileira é um fato
conhecido pelos profissionais de saide e tem proporcionado discussdes sobre o assunto,
devido esse tipo de lesdo ser de igual frequéncia na populacdo mundial, pois além de possuir
cardter recidivo, apresenta morbidade significativa.

As feridas acometem a populagdo brasileira de forma geral, independente de idade,
sexo ou etnia, sendo responsavel por um alto indice de casos relacionados as alteragdes na
integridade cutinea, constituindo-se, portanto, um importante problema na satide publica
(ALBUQUERQUE; ALVES, 2011).

O processo de cicatrizacdo tecidual envolve uma série de processos bioldgicos
complexos que visa a recuperagdo de elementos estruturais celulares, tais como alteracdes
vasculares e celulares, proliferacao epitelial, proliferacdo de fibroblastos, sintese e deposicado
de coldgeno, produgdo de elastina e proteoglicanos, revascularizacdo, contracdo da ferida e
remodelagdo (BUSNARDO, 2010; MENDONCA et al., 2009).

A cicatrizagdo de feridas pode ser beneficiada quando os principais eventos que a
possibilitam sdo estimulados, como por exemplo, nutri¢do, proliferacdo celular e controle do
processo inflamatério (BUSNARDO, 2010; WILD et al., 2010).

As lesdes cutdneas cronicas repercutem em custos financeiros elevados e profundas

consequéncias sociais sobre os portadores, os quais com frequéncia desenvolvem sequelas
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que podem levar a perda de membros e de suas fungdes, com consequente afastamento do
trabalho e de suas atividades normais.

O impacto social e econdomico das lesdes cronicas e suas consequéncias, devido a
infeccdo local ou sistémica, tem sido alvo de grande preocupacao por parte dos profissionais,
fazendo com que a utiliza¢do indiscriminada de antissépticos € dos mais variados tipos de
agentes antimicrobianos, ocasionem repercussdes extremamente danosas (ALBUQUERQUE;
ALVES, 2011). Com estudos do efeito desses diversos agentes sobre os tecidos, pode-se
constatar que a maioria provocava mais danos do que beneficios, e sua utilizacdo tem-se
tornado cada vez mais restrita.

Por mais que existam recursos e tecnologias em excesso no mercado, no campo da
cicatrizacdo e dos curativos, o aperfeicoamento de tais recursos € necessdrio para torna-los
acessiveis a maior nimero de pessoas, mediante o desenvolvimento de tecnologias mais
simples, eficientes e facilmente reprodutiveis. O elevado custo dos recursos tecnoldgicos, na
producdo de curativos, € um desafio para a industria, j4 que sdo em sua maioria importados e
patenteados por empresas multinacionais (ALBUQUERQUE; ALVES, 2011).

O uso de biomateriais na terapia de regeneragao tissular se mostrou eficaz, pois esses
materiais proporcionam a proliferacdo e diferenciacdo celular, além de formarem matrizes
porosas tridimensionais, favorecendo a infiltracdo celular, mantendo o fornecimento de
oxigénio e nutrientes necessarios para as células que atuam na reparagdo tecidual (TABATA,
2009).

Embora a reparacdo tecidual seja um processo sistémico, € necessdrio favorecer
condic¢des locais através de terapias tOpicas adequadas para viabilizar o processo fisiolégico.
Entretanto, os biomateriais surgem como uma alternativa para producdo de curativos
bioativos, os quais podem possuir farmacos incorporados, acelerando o processo de reparagao

tecidual (VILLANOVA et al., 2010)

2.2 Biomateriais

O aumento da expectativa e da qualidade de vida junto com os avan¢os da medicina
atual tem possibilitado o desenvolvimento de novos materiais a serem utilizados como
dispositivos tempordrios ou permanentes para implantes no corpo humano.

Os biomateriais sdo produtos aptos para serem utilizados em humanos, com a
finalidade de tratamento ou alivio de uma enfermidade ou lesdo, e também para a substitui¢ao

e modificacdo de sua anatomia ou de um processo fisiologico. Incluem qualquer produto
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natural, sintético e natural modificado que pode ser utilizado como um dispositivo médico ou
parte dele (ALMEIDA, 2010).

A escolha dos biomateriais para o desenvolvimento de matrizes envolve uma pesquisa
detalhada, uma vez que as matrizes devem preencher certos requisitos, tais como:

- ser biocompativel e atéxica, de modo que provoque uma resposta inflamatéria ou
toxica;

- ser biodegraddvel, com uma taxa de degradacdo que permita acompanhar o
crescimento celular;

- ter propriedades mecanicas similares as do tecido onde vai ser implantado;

- formar uma estrutura porosa tridimensional, onde exista conexao entre 0s poros para
a vascularizagdo, crescimento das células, passagem de nutrientes e oxigénio (SANTOS,
2010).

O uso de produtos de origem natural como carreadores de farmacos apresenta-se como
uma das mais atraentes e promissoras alternativas tecnoldgicas atuais, devido a maior
biocompatibilidade destas substancias em comparagdo aos materiais sintéticos (DORNELAS
et al., 2008).

Os polimeros tém sido a classe de materiais mais versitil na medicina, em
biotecnologia e nas industrias de cosméticos e alimentos. Podem ser usados, por exemplo,
como implantes permanentes para reparar, restaurar ou reconstituir tecidos, em aplicacdes de
substituicdo total ou parcial de Orgdos ou tecidos danificados e em composi¢oes
biodegraddveis adequadas para substituicao temporaria (KO et al., 2010).

A biodegradabilidade e a bioadesdo dos polimeros sdo caracteristicas exploradas na
modulagdo da liberacdo de farmacos, uma vez que € altamente desejdvel que um material
introduzido no organismo possa aderir ao sitio de acdo e desaparecer depois de cumprida sua
func¢ao, sem a necessidade de intervencdes para sua retirada (VILLANOVA et al., 2010).

A biodegradabilidade dos polimeros € um atributo explorado na modula¢do da
liberacdo de farmacos, uma vez que € altamente desejavel que um material introduzido no
organismo desapareca depois de cumprida sua funcdo, sem a necessidade de intervengdes para
sua retirada. Os produtos de degradacdo formados sdo metabolizados a di6xido de carbono e
agua, via ciclo de Krebs, ou sdo excretados na urina (SEVERINO et al., 2011)

O mecanismo que descreve a bioadesdo de polimeros a mucosa ainda ndo foi
totalmente esclarecido. Acredita-se que os seguintes eventos estejam envolvidos: adsorcao,
espalhamento do material bioadesivo sobre a mucosa e interpenetracdo entre cadeias do

polimero e da mucosa.
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De modo geral, as caracteristicas que favorecem a bioadesividade sdo: elevada massa
molar; capacidade de dispersdo em dgua; presenca de grande nimero de grupos carboxila e/ou
hidroxila; habilidade de formar ligacdes de hidrogénio; flexibilidade da cadeia polimérica; e,
presenca de superficie negativamente carregada, embora alguns polimeros catidnicos sejam
bioadesivos (SEVERINO et al., 2011; VILLANOVA et al., 2010).

Tais propriedades facilitam a interpenetracdo das cadeias poliméricas pela mucina,
principal proteina do muco, permitindo o estabelecimento de interagdes fisicas e mecanicas
(WANG et al., 2010).

O alginato ¢ um biopolimero obtido a partir do 4cido alginico, um polimero linear, o
qual é formado por mondmeros de residuos de dcido a-L-gulurdnico e B-D-manurdnico
presentes em proporc¢des e sequéncia variaveis na parede celular e espaco intercelular de algas
marrons (KO et al., 2010).

Este biopolimero apresenta afinidade para varios cétions metélicos tais como Ca™, K*
e Na'. Quando associado a fons Na" recebe o nome de alginato de sédio (C¢H;04Na) (Figura
1), o qual apresenta grande solubilidade em solu¢des aquosas, favorecendo a formacao de

hidrogéis (CENSI et al., 2012).
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Figura 1. Estrutura do alginato de sédio.

O hidrogel, composto de alginato de sédio, por ser biodegraddvel e atdéxico, €
adequado para diversas aplicagdes, tais como, estabilizantes e emulsionantes farmacéuticos,
adsorvente de fons, filmes e curativos, além de poder ser utilizado como um potencial sistema

de liberagcdo de agentes bioativos (BILGAINYA et al., 2010).
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Outro biomaterial empregado em sistemas carreadores de farmacos € a gelatina, a qual
em combinacdo com outros biopolimeros, em blendas e compdsitos, adquire propriedades
adequadas a utilizacdo como sistema de liberagao.

A gelatina € uma proteina presente na pele, ossos e tecidos, obtida pela hidrélise do
coldgeno, em que as ligagdes moleculares naturais entre fibras separadas de coldgeno sdo
quebradas, permitindo o seu rearranjo. A gelatina contém principalmente residuos de trés
aminodcidos glicina, prolina e hidroxiprolina. A for¢a de tensdo de matrizes a base de gelatina
¢ devido a presenca de hélices triplas. Quanto maior o teor de hélice tripla, maior e a forca da
matriz (CONDE, 2011).

Esta proteina vem sendo empregada na obtencdo de materiais como, filmes
antimicrobianos (GOMEZ-ESTACA er al., 2011) e nanoparticulas carreadoras de farmacos
(SARAOGI et al., 2010). Estudos demonstram que a gelatina possui efeito ativador de
macréfagos (ZENG; CHEN, 2010) € altamente hemostatico (CHARLESWORTH et al., 2012)
e consequentemente a gelatina tem sido usada para a obtencdo de curativos (WANG, et al.,
2012). Pesquisas relatam que a obtencdo de matrizes de alginato associadas a gelatina pode
conferir liberagao controlada de farmacos (WANG et al., 2010; KOTAGALE et al., 2010).

Desse modo, a utilizacdo de matrizes de alginato e gelatina na forma de esponjas, se

apresentam como um promissor sistema de liberacdo de farmacos e revestimento cutaneo.

2.3 Esponjas

Existe um considerdvel interesse no uso de esponjas dentro da drea farmacéutica e
biomédica, particularmente como matrizes para a liberacdo controlada de farmacos, como
curativos e como matrizes para crescimento celular dentro do campo da engenharia de
tecidos.

As esponjas sdo desenvolvidas a partir do hidrogel, passando posteriormente por um
processo denominado freeze-drying (liofiliza¢do). Este método permite obter uma estrutura
tridimensional extremamente porosa. A solucdo polimérica (hidrogel) é submetida a baixas
temperaturas, inferiores a -20°C, de maneira a congelar a solu¢ao e manter todas as moléculas
no estado sélido (SEOQ, et al., 2012).

As amostras sdo entdo liofilizadas sob pressdo reduzida, ou seja, o solvente é
sublimado passando diretamente do estado sélido para o gasoso. Portanto os poros que
aparecem na matriz pertencem aos espagos anteriormente ocupados pelo solvente (SANTOS,

2010).
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Esponjas de alginato tém atraido um particular interesse como matrizes para
engenharia de tecidos, como por exemplo, na cicatrizagdao de feridas (DAI et al., 2009), na
cultura de células-tronco derivadas de osso (SUAREZ-GONZALEZ et al., 2010) e como
curativo hemostatico em feridas hemorragicas (GROENWOLD et al., 2011).

A partir do desenvolvimento de matrizes porosas tridimensionais obtidas a partir da
associacdo de biopolimeros, o alginato e gelatina vém sendo investigadas devido a baixa
toxicidade, propriedades mecanicas favoraveis e capacidade para bioreabsor¢do dos materiais
constituintes (HWANG et al., 2010; ZHU; MARCHANT, 2011).

Quando associados na matriz polimérica, a interacdo entre o alginato e a gelatina se
deve aos grupos ionizdveis amino e carboxilatos, formando interacdes idnicas, e também
pelas ligacdes de hidrogénio, formada pelo grupamento funcional carboxilico e hidroxila

presentes na estrutura dos biopolimeros (Fig.2) (LI et al., 2011).
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Figura 2. Esquema das interacoes entre o alginato e gelatina (adaptado de LI et al., 2011).

Para desenvolver esponjas efetivas para aplicagdes biomédicas e farmacéuticas €
essencial considerar suas propriedades no contexto de sua aplicagdo. Matrizes de engenharia

de tecidos devem manter o crescimento celular, apresentar resisténcia adequada ao trauma
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mecanico associado com a aplicacdo in vivo, além de ser capaz de incorporar e liberar fatores
de crescimento em uma taxa adequada (ELBERT, 2011).

De forma similar, curativos devem apresentar flexibilidade suficiente para permitir
aderéncia no tecido a ser tratado em um periodo continuado, permitindo ao mesmo tempo
maximizar o conforto e a comodidade do paciente. Nesse contexto, a utilizacdo da esponja de
alginato-gelatina, como uma forma farmacéutica tecnoldgica simples, eficiente e reprodutivel,
torna-se vidvel no campo de aplicacdo da engenharia de tecidos, em especial no processo de
reparagdo de lesdes cutaneas.

Pesquisas realizadas com compostos naturais, voltadas ao desenvolvimento e estudos
pré-clinicos de novos medicamentos para o tratamento lesdes cutaneas e, direcionados para as
necessidades de satide da populacdo, vém ganhando destaque no Sistema Unico de Sadde
(SUS).

A possibilidade de disponibilizacdo das esponjas como um produto inovador no
tratamento de feridas tem estimulado o interesse de futura comercializacdo desse sistema
potencialmente promissor no mercado farmacéutico.

Em busca realizada no site do Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI),
Banco Americano (United States Patent and Trademark Office) e Banco Mundial (World
Intellectual Property Organization) nao ha depdsito ou registro de patentes expedidas para
esponjas ou qualquer outro tipo de matriz que contenham alginato de sédio e gelatina,

incorporado com um composto liquénico bioativo.

2.4 Compostos isolados de liquens

Os liquens sdo estruturas resultantes da associacdo entre um fungo (micobionte) e uma
alga ou cianobactéria (fotobionte), fazem parte de um grupo extremamente diverso,
apresentando desde formas muito simples até estruturas morfolégicas e anatdmicas muito
complexas (KAFFER et al., 2010).

Taxonomicamente, de acordo com o Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica,
os liquens participam do Reino Fungi, uma vez que, praticamente, 95% dos liquens sdo
constituidos pelo organismo micobionte (LEGAZ, 2006).

Sao considerados os primeiros colonizadores de habitats terrestres na terra. Cerca de
25.000 espécies de liquens habitam mais de 10% da superficie terrestre, do Artico as regides
tropicais, das planicies as montanhas mais altas. S3o ricos em metabdlitos protetores contra

fatores extrinsecos fisicos e biolégicos. Ocorrem em condi¢Oes extremas de existéncia,
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possuem crescimento lento e de longa duracdo (pode chegar a vérios milhares de anos)
(MITROVIC, et al.,2011).

Geralmente, os metabdlitos dos liquens podem ser divididos em dois grupos: priméarios
e secunddrios. Os metabdlitos primdrios sdo proteinas, lipidios, carboidratos e outros
compostos organicos envolvidos no metabolismo e na estrutura do liquen. Ja os metabdlitos
secundérios, conhecidos como compostos liquénicos, sdo principalmente moléculas pequenas,
porém complexas. A quantidade pode variar de 0,1 a 10%, chegando a 30% do peso do talo
seco. Sdo insoluvéis na dgua, mas podem ser extraidos com solventes organicos. Mais de
1.050 compostos liquénicos diferentes ja foram relatados (MITROVIC et al., 2011).

H4 relatos de uso terapéutico dos liquens desde a antiguidade. As pesquisas sobre a
producdo das substancias liquénicas ou dcidos liquénicos, comecaram com os alemaes
HESSE (1898); ZOPF (1905) e FISCHER (1913), entre outros, mas recebeu maior atencao
dos japoneses Asahina e Shibata (1954) que iniciaram um estudo no qual desenvolveram
métodos mais simplificados e especificos de extracdo destes metabodlitos, que desde entdo,
vém sendo fonte de diversos trabalhos publicados na literatura.

Virios dcidos liquénicos tém sido estudados do ponto de vista farmacoldgico. Tais
dcidos sdao na maioria compostos fendlicos, dentre eles &cidos alifdticos, depsideos,
depsidonas, benzil ésteres, antraquinonas, terpendides e derivados do dcido pulvinico.

De todos os metabdlitos secundarios, o acido usnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-
dimetil-1,3(2H,9bH)-dibenzo-furandiona; C;sH;607] é o mais estudado, apresentando diversas
atividades biolégicas (NUNES et al., 2010).

E praticamente insolivel em dgua (0,01 g/100 mL a 25°C, Merck Index, 1995) e
solivel em solventes organicos, tais como: dimetilsulf6xido, acetona, cloroférmio, metanol,
acetato de etila e diclorometano INGOLFSDOTTIR, 2002).

Por apresentar baixa solubilidade em dgua, suas propriedades fisico-quimicas tornam-
se desfavordveis para aplicacdes terapéuticas, pois por apresentar cardter hidrofébico a
dispersdo do farmaco se dard em solventes organicos, os quais apresentam um grau de
toxicidade no organismo. Isso poderd ser melhorado incorporando o dcido udsnico em
lipossomas, realizando complexos de inclusdo em carboidratos, como por exemplo, a
ciclodextrina ou retirando o solvente por meio da evaporagdo ou sublimacao.

O 4cido usnico apresenta-se como um pigmento cortical amarelo e ocorre em duas
formas enantioméricas, dependendo da projecao do grupo metilico angular na posi¢do 9b-

quiral (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura do (+)-(9b-R)- e (-)-(9b-S)-acido tisnico (adaptado de INGOLFSDOTTIR, 2002).

z

Sabe-se, que este 4cido atua como agente cicatrizante, ¢ um agente antitumoral
potente, apresenta também atividade antibidtica, anti-histaminica, antiviral.

O estudo desenvolvido com filmes de coldgeno contendo lipossomas de dcido tsnico
demonstrou que o uso dos filmes é muito vantajoso, em relacdo aos filmes sem o farmaco,
favorecendo a cicatrizacdo de queimaduras, sendo esse beneficio relacionado com a
modulacdo de alguns dos eventos bioldgicos envolvidos neste processo cicatricial, como a
resposta inflamatoria, fase de epitelizacao e formagao do colageno (NUNES et al., 2011).

Diante das atividades terapéuticas apresentadas pelo dcido tsnico, tornam-se
imprescindiveis as andlises das caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas das esponjas,

para que o sistema de revestimento cutaneo e liberagao proposto possa ser testado “in vivo”.

2.5 Caracterizacao termoanalitica

As técnicas termoanaliticas comegaram a ser inventadas e estudadas a partir do inicio
do século passado. Os trabalhos iniciais foram resultado do esfor¢o isolado de alguns grupos
de pesquisadores que empregavam uma instrumentagao rudimentar idealizada e construida em
seus proprios laboratorios.

A instrumentacdo termoanalitica evoluiu extraordinariamente em virtude de varios
fatores, dentre os quais se destacam como os mais importantes: de um lado os progressos
globais da ciéncia e da tecnologia que permitiram o aperfeicoamento continuo da
instrumentagcdo bdsica, de outro, a redescoberta das potencialidades de aplicacdo desses
métodos nos mais variados setores cientificos, tecnoldgicos e de producdo de bens de
consumo (CONDE, 2011).

O elevado grau de sofisticacdo da instrumentacdo termoanalitica, popularizou-se em

fun¢do de uma aplicagdo pratica crescente e vem sendo encarada como importante ferramenta
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de trabalho em todos os setores de vanguarda que se dedicam a pesquisa, ao desenvolvimento
de novos produtos e ao controle de qualidade da producdo.

Nos sistemas termoanaliticos a amostra é colocada em um ambiente cuja temperatura é
controlada por um dispositivo programador e suas alteracdes sao monitoradas através de um
transdutor adequado que produz um sinal elétrico de saida andlogo a transformacao ocorrida.

A definicdo aceita de Andlise Térmica, como dada pela Confederagdo Internacional de
Andlise Térmica e Calorimetria (ICTAC) é: “Um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reagdo ¢ medida como fun¢do da
temperatura, enquanto a substincia € submetida a um programa controlado de temperatura”.

Esta defini¢do implica que uma técnica térmica para que possa ser considerada como
termoanalitica, trés critérios devem ser satisfeitos: uma propriedade fisica tem que ser medida;
a medida deve ser expressa (direta ou indiretamente) como fun¢do da temperatura; a medida
tem que ser feita sob um programa controlado de temperatura.

Dentre as técnicas difundidas e utilizadas neste estudo estdo: termogravimetria,
termogravimetria derivada (TG/DTG) e a calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

Estas técnicas permitem obter informag¢des com respeito a: variagcdo de massa,
estabilidade térmica; dgua livre e; dgua ligada; pureza, ponto de fusdo, ponto de ebuli¢do,
calores de transicdo, calores especificos, diagramas de fase, cinética da reagdo, estudos de

catalisadores, transi¢des vitreas, entre outros (IONASHIRO, 2004)

2.5.1 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é uma técnica na qual mensura-se a
diferenca de energia fornecida a substincia e a um material de referéncia, em fungdo da
temperatura enquanto a substancia e o material referéncia sao submetidos a uma programagao
controlada de temperatura.

De acordo com o método de medicdo utilizado, hd duas modalidades: calorimetria
exploratoria diferencial com compensacdo de poténcia e calorimetria exploratoria diferencial
com fluxo de calor JONASHIRO, 2004).

No método DSC por fluxo de calor, as amostras sdo aquecidas por uma fonte de calor
(forno) e o que se mede e a diferenca de calor entre a amostra e a referéncia. Sendo esta
diferenca de calor proporcional a diferenca de temperatura entre os materiais, e a partir dai

obtém-se indiretamente o fluxo de calor entre eles (em J/s ou W e mJ/s ou mW).
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Neste método as amostras (de referéncia e em analise) sdo colocadas no forno e como
neste o fornecimento de calor € uniforme, os ruidos devidos as flutuagdes de temperatura e a
variagdes de convecgdo sao muito pequenos, o que contribui para a estabilidade da linha de
base e elevada sensibilidade de medigao.

No método DSC por compensagdo de poténcia usam-se dois microaquecedores na
parte inferior dos termopares para fornecer calor individualmente a amostra em andlise € a
amostra de referéncia, controlando a variacao de temperatura (dT/dt) e o fornecimento de
poténcia elétrica aos microaquecedores de modo que a diferenca de temperatura entre aqueles
materiais seja sempre nula.

Quando ocorre uma reacdo endotérmica na amostra aplica-se energia ao
microaquecedor da amostra em andlise e se ocorre uma reagdo exotérmica aplica-se energia
ao microaquecedor da amostra de referéncia. Esta diferenca de poténcia elétrica (1W =1 J/s)
fornecida aos microaquecedores para equilibrar a diferenca de temperatura entre os materiais
que € medida e registrada (CONDE, 2011).

Neste método, as capacidades calorificas do bloco das amostras e dos
microaquecedores sdo pequenas, a resisténcia calorifica entre o aquecedor e a amostra é
pequena e o sistema de controle de temperatura € muito eficiente, obtendo-se curvas térmicas
com picos incisivos e de maior resolu¢do que os produzidos com o sistema anterior.

Através dessas técnicas, podem-se acompanhar os efeitos de calor associados com
alteracdes fisicas ou quimicas da amostra, tais como transicoes de fase (fusdo ebuli¢do,
sublimagdo, congelacdo, inversdes de estruturas cristalinas) ou rea¢des de desidratacdo, de
dissocia¢do, de decomposi¢do, de 6xido-reducao, etc. capazes de causar variacdes de calor.

Em geral transicoes de fase, desidratacdes, reducdes e certas reacdes de decomposicao
produzem efeitos endotérmicos, enquanto que cristaliza¢des, oxidacdes, algumas reacdes de

decomposicdo produzem efeitos exotérmicos.

2.5.2 Analise termogravimétrica e termogravimétrica derivada (TG/DTG)

Datam de muitos anos as tentativas para se chegar a um conhecimento detalhado sobre
as alteragdes que o aquecimento pode provocar na massa das substancias, a fim de se poder
estabelecer a faixa de temperatura em que se comec¢a a decompor, bem como para se seguir o
andamento de reagdes de desidratagcdo, oxidacdo, decomposicao, entre outros (IONASHIRO,

2004).
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Neste sentido, inimeros pesquisadores se empenharam na laboriosa construcao, ponto
a ponto, das curvas de perda de massa em fun¢do da temperatura, aquecendo as amostras até
uma dada temperatura e a seguir, apds o resfriamento, pesando-as em balancas analiticas.

Na termogravimetria, a massa da amostra (m), € continuamente registrada como
fun¢do da temperatura (T) ou tempo (t): M = f (T ou t). Portanto, nas curvas TG, os desniveis
em relacdo ao eixo das ordenadas correspondem as variacdes de massa sofridas pela amostra e
permitem obter dados que podem ser utilizados com finalidades quantitativas (CONDE,
2011).

Na termogravimetria derivada sdo obtidas curvas que correspondem a derivada
primeira da curva TG e nos quais as inflexdes da curva sdo substituidas por picos que
delimitam dreas proporcionais as alteragdes de massa sofridas pela amostra.

Nesse sistema a balancga suspende duas amostras idénticas sobre dois fornos idénticos,
aquecidos linearmente, mas um deles sendo mantido cerca de 5°C mais quente que o outro.
Estabelece-se um diferencial de massa que € proporcional a razdo de aquecimento dos fornos.
Dentre as aplicacoes da andlise termogravimétrica e termogravimétrica derivada estio:

a) Estudo da decomposi¢ao térmica de substancias organicas, inorganicas e dos mais variados
tipos de materiais como: minerais, minérios, carvao, petréleo, madeira, polimeros, alimentos,
materiais explosivos etc.

b) Estudos sobre corrosdo de metais em atmosferas controladas, em faixas muito amplas de
temperatura.

c) Estudos sobre a velocidade de destilacdo e evaporacdo de liquidos, e de sublimacgao de

sélidos.

2.6 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho (FTIR)

A técnica da espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho (FTIR) € uma das
técnicas espectroscopicas mais utilizadas na identificacdo dos diferentes grupos constituintes
de um material.

Este tipo de andlise baseia-se na propriedade dos materiais, devido as ligacdes
quimicas possuirem frequéncias de vibracdo e de elongacdo especificas, as quais
correspondem niveis energéticos especificos da molécula. As frequéncias das vibracdes
dependem do comprimento da ligacdo (maior para ligacdes simples e menor para ligacdes
triplas) e da massa dos atomos (os dtomos mais leves t€m maior frequéncia de vibragao que os

mais pesados).
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Existem alguns modos de vibragdo, mas os mais conhecidos sdo o elongamento,
caracterizado pela mudanca no comprimento da ligacdo, e a deformagdo, que acontece quando
ha uma variacdo do angulo da ligagdo. Estas vibragdes podem ser simétricas ou assimétricas
(SANTOS, 2010).

Deste modo, quando a radiacdo incide sobre o material e o atravessa, a molécula
absorve-a. No entanto, como cada grupo funcional apresenta valores diferentes e
caracteristicos para vibracdo, elongacao e rotacdo, a leitura do espectro, e as suas bandas,
permite a verificacdo dos tipos de grupos que constituem cada composto (MORRINSON;
BOYD, 2009).

O espectrofotometro usado em espectroscopia FTIR, tem um interferometro
incorporado, por onde é guiado o feixe de luz infravermelha (IV) com todos os comprimentos
de onda. O sinal obtido € depois tratado por um método matemadtico, a transformada de
Fourier, resultando num espectro idéntico ao de espectroscopia de infravermelho
convencional: absorbancia (%) em fung¢ao de nimero de onda (cm'l).

Na interpretacdo do espectro obtido, ¢ importante admitir o nimero de onda (que é
proporcional a frequéncia) para o qual a absorbancia € significativa. Para esses valores de
nimero de onda, deve ser consultada a literatura para saber a que ligacdes quimicas
correspondem.

A técnica de FTIR pode ainda ser complementada com o ATR (Attenuated Total
Reflection), para uma andlise superficial dos compostos quimicos. O objetivo do ATR € entdo
detectar os desvios no trajeto do feixe de luz infravermelha, que acontecem em um cristal com
um elevado indice de refracdo. O uso deste acessério faz diminuir o tempo de amostragem,
minimizar as variagdes espectrais de analisador para analisador e obter uma melhor qualidade

espectral para uma precisao maior no estudo das amostras (SANTOS, 2010).

2.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrOnica tornou-se a técnica mais importante na caracterizacdo da
morfologia de materiais. A microscopia eletronica de varredura (MEV) (em inglés, scanning
electron microscopy) produz imagens de elevada ampliacao (de até 300.000x) e resolucdo da
superficie de uma amostra.

As imagens de MEV tem uma aparéncia tridimensional, e deste modo, sdo bastante

uteis para a andlise da estrutura da superficie da amostra.
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O MEV permite observar e caracterizar materiais organicos e inorganicos em escala
nanométrica (nm) e micrométrica (" m). Por meio desta técnica podem-se obter imagens de
superficies de um grande nimero de materiais (LOPES, 2009).

Quanto aos seus componentes, 0 MEV caracteriza-se por uma coluna éptico-eletronica
(canhdo de elétrons e sistema de reducdo do feixe de elétrons), por uma unidade de varredura,
por uma camara (onde se situa o porta-amostra), por um sistema de detectores e por um
sistema de visualizagdo de imagem. Ao serem captadas, estas particulas fornecem vérias
informacdes sobre as caracteristicas da amostra, tais como: a morfologia da superficie, a
composi¢do, a estrutura cristalografica, entre outros.

Na técnica de MEV os sinais de maior relevancia para a formacdo da imagem sdo os
elétrons secunddrios e os elétrons retrodifundidos. Os primeiros fornecem a imagem
morfoldgica da superficie da amostra, sendo estes responsdveis pela obtencdo das imagens de
alta resolucdo, enquanto os segundos fornecem a imagem caracteristica da variacdo da
composi¢do da amostra, fornecendo informacdo sobre os diferentes elementos presentes nela
(LOPES, 2009).

Os elétrons secunddrios resultam da transferéncia de energia entre os elétrons
bombardeados e os elétrons das camadas exteriores. O elétron do dtomo vai sair deste com
uma energia relativamente mais baixa, cerca de 50 eV.

Estes elétrons sdo provenientes de uma interacio ineldstica. Esta interacdo ocorre na
superficie e a sua intensidade e muito influenciada pela morfologia da amostra, o que faz com
que os elétrons secundérios sejam tteis para a obteng¢do da morfologia da amostra (CONDE,
2011).

Os elétrons retro difundidos tém origem em interagdes eldsticas onde o elétron sofre
um grande desvio angular (cerca de 180). Estes elétrons possuem uma energia proxima da do
feixe incidente e sdo origindrios da superficie da amostra. Se dividirmos o numero de elétrons
retrodifundidos pelo numero de elétrons incidentes obtemos o coeficiente de retrodifusdo.
Este valor aumenta com o nimero atomico médio do material e o angulo de incidéncia.
Assim, por serem provocados por interagdo com os dtomos da amostra, fornecem dados sobre
o contraste baseado no nimero atdmico dos dtomos presentes no material, bem como, sobre
as variacdes microscopicas da composi¢do quimica da amostra e sobre a sua morfologia.

O MEV constitue-se também de uma ferramenta que ajuda a elucidar o
comportamento mecanico de sistemas poliméricos, quando esses s@o submetidos a forcas de

tracdo e compressao.
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2.8 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas dos materiais sao avaliadas a partir de uma solicitacdo, na
forma de uma deformacgdo ou na aplicagdo de uma tensdo, com o monitoramento da resposta
do material. Estes experimentos sdao destrutivos, j4 que uma de suas finalidades ¢ a
determinac¢do de propriedades limite do material.

O comportamento mecanico ou dindmico-mecanico de um material serd comandado
por sua viscoelasticidade, que serd func¢do do tipo de ensaio e de solicitacdo aplicados.
Dependendo da resposta ao estimulo mecanico, o material pode ser classificado como elastico
Ou ViSCOSO0.

Para um soélido perfeitamente eldstico ou Hookiano a deformagdo € proporcional a
tensdo aplicada e vice-versa, segundo a lei de Hooke. Materiais poliméricos apresentam
comportamento mecéanico intermedidrio ao eldstico e ao viscoso, sendo denominados
viscoelasticos (CASSU; FELISBERTI, 2005).

A fim de desenvolver esponjas eficazes para aplicagdes biomédicas, é essencial
considerar suas propriedades mecanicas no contexto da sua aplicacdo. Matrizes de engenharia
de tecidos devem nao s6 manter o crescimento das células, mas também ser adequadamente
robustos e flexiveis de modo a suportar o trauma mecanico associado com aplicagdo in vivo e
permitir a aderéncia ao tecido em questdo por um periodo sustentado de tempo, conferindo
conforto e comodidade para o paciente (LAI et al., 2003).

A elasticidade é a qualidade de um material que permite que ele retorne a sua forma
original apds a deformagdo. Duas medidas sdo utilizadas para quantificar elasticidade. O
modulo de elasticidade (E) é a rigidez de um material
e € calculado como a inclina¢do da secdo linear de cada parcela (LOUDEN et al., 2007). O
médulo de resiliéncia (Er) é a energia absorvida por um material quando
esticada até ao limite eldstico e, assim, a energia libertada pelo material quando retornar a
partir do seu limite eldstico a sua forma original (ASKELAND; PHULE, 2006). O moédulo de
resiliéncia é calculado como a drea sob a regiao eldstica da curva de tensao-deformacao.

A resisténcia a trac@o € determinada como o maior nivel de tensdo aplicada a amostra
antes de ser destruida (LOUDEN et al., 2007). O limite elastico (o) € medida como a tensao
méxima aplicada antes do dano permanente ocorre, ou seja, a tensdo em que a curva de
tensdo-deformacdo segue uma relacdo linear (HIBBELER, 2003). Deformacao elastica (g) € a
maxima tensdo (ou estiramento) aplicada a esponja antes que ocorra um dano permanente e €

calculada como a tensdo correspondente com o limite eldstico (LOUDEN et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

- Caracterizar e avaliar o efeito de esponjas de alginato-gelatina incorporadas com &4cido

usnico sobre o processo de reparo cicatricial utilizando modelo animal

3.2 Especificos

- Obter esponjas a partir de uma propor¢ao fixa de alginato/gelatina (1:1) ndo-incoporadas e
incorporadas com 4cido tsnico nas concentracdes de 1 e 5% (m/v);

- Caracterizar as esponjas de alginato/gelatina/dcido tsnico obtidas por meio de curvas de
calorimetria exploratdria diferencial (DSC), andlise termogravimétrica/termogravimétrica
derivada (TG/DTG), espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR), imagens
de microscopia eletronica de varredura (MEV) e propriedades mecanicas.

- Avaliar em ratos o processo de reparo cicatricial de animais tratados com esponjas de

alginato/gelatina/acido usnico.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao e caracterizacao fisico-quimica de esponjas contendo acido tsnico

4.1.1 Material

Para preparacdo das esponjas, foi utilizado (+) 4cido tdsnico (98%, lote 329967,
Sigma), alginato de sddio (lote W201502), e gelatina (lote G2500), proveniente de pele suina,
adquiridos na Sigma-Aldrich. Para a solubilizacdo do dcido udsnico, foi utilizado 1,4-dioxano

(C4Hg0Oy), anidro (99,8%, lote 296309), também adquirido na Sigma-Aldrich.

4.1.2 Preparacao das esponjas

Foram desenvolvidos trés tipos de esponjas: uma esponja, como controle, onde foi
constituida apenas por alginato e gelatina (ALG/GEL), e duas esponjas, como teste,
constituida de alginato e gelatina incorporados com &cido tsnico nas concentragdes de 1%
(AU 1%) e 5% (AU 5%).

Inicialmente, foi preparada uma solug@o polimérica para obten¢do das esponjas, onde
foram dissolvidos, o alginato e gelatina (1:1) em pd, (1% m/v) em 100 mL de dgua destilada a
40°C por 4h mediante agitacdo magnética (Figura 4; A). Separadamente, o 4cido tsnico nas
concentracoes de 1 e 5% (em relacdo a massa dos polimeros, ver Tabela 1), foi dissolvido em
10 mL de dioxano, sendo posteriormente adicionado a 50 mL da solu¢do polimérica,
mantendo a mistura sob agitacao e temperatura de 50°C por 24 h (Figura 4; B).

As solugdes (1 e 5%) resultantes foram colocadas em moldes de polietileno
retangulares e congeladas a -20°C em freezer durante 24 h (Figura 4; C). Em seguida, as
solucdes poliméricas congeladas foram liofilizadas a -80°C por 24 h (Figura 4; D). Apds o
periodo da liofilizacdo, as esponjas (Figura 4; E) permaneceram no dessecador sob pressdao

reduzida, até a utilizacdo nas andlises.



33

Figura 4. Procedimento de preparacio as esponjas

Tabela 1. Composicao das soluces poliméricas que constituem as esponjas.

Amostras Maiginato (&) Migelatina (&) Mycido dsnico (&)
ALG/GEL 0,5 0,5 0

AU 1% 0,5 0,5 0,01

AU 5% 0,5 0,5 0,05

ALG/GEL= esponjas de alginato e gelatina sem 4cido usnico; AU 1% = esponjas de alginato
e gelatina incorporadas com &cido dsnico a 1%; AU 5% = esponjas de alginato e gelatina
incorporadas com écido usnico a 5%.

4.1.3 Analise quantitativa das esponjas

4.1.3.1 Solucao padrao de acido Gsnico

A curva de calibracdo e doseamento seguiram a metodologia descrita por Nunes et al.
(2009).
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A solugdo estoque padrao foi obtida pesando 5 mg de 4cido tsnico, que foi transferido
para um baldo volumétrico de 100 mL, utilizando o metanol como solvente e submetendo a
sonicagdo por 5 minutos. Esta solucdo foi aquecida em banho-maria a 40°C até completa
solubilizacdo do farmaco. A concentragao final de dcido dsnico foi de 0,05 mg/mL.

Dilui¢des apropriadas da solucdo estoque padrdo foram efetuadas com metanol para

execuc¢do da curva de calibracdo perfazendo concentragcdes de 2, 4, 8 e 12 ug/mL.

4.1.3.2 Extracao e doseamento do acido dsnico a partir das esponjas

Para a extracdo as esponjas foram cortadas em unidades de 1 mm’. Apés o corte as
esponjas foram adicionadas em tubos de ensaio contendo 20 mL de metanol. Cada tubo foi
submetido a agitacdo em Vortex durante cinco minutos e, em seguida, submetido a sonicacao
durante cinco minutos para liberar o contetido do &4cido usnico incorporado. Ao final da
agitacdo, para a esponja a 1%, a solucdo resultante constitui-se na amostra.

Para a esponja a 5% foi realizada uma dilui¢ao adicional, retirando-se 5 mL da solucdo
mae e diluindo-se para um baldo de 10 mL com metanol. As amostras obtidas foram, entao,
analisadas por espectrofotometria no comprimento de onda de 290 nm. Todas as amostras
foram realizadas em triplicata para cada esponja.

A andlise de doseamento foi realizada no Laboratério de Ensaios Farmacéuticos e

Toxicidade (LEFT) da Universidade Federal de Sergipe.

4.1.4 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas da calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram obtidas na faixa de
temperatura entre 25 e 550°C, utilizando-se célula calorimétrica modelo DSC-50 da marca
Shimadzu®, sob atmosfera dindmica de N, (50 mL.min'l), razdo de aquecimento de 10°C.min"
! utilizando cépsula de aluminio parcialmente fechada contendo aproximadamente 2,5 mg de
amostra.

A célula foi calibrada e verificada antes dos ensaios no eixo de temperatura utilizando
padrdes de indio (Tpyszo = 156,6°C) e zinco (Teuszo = 419,5°C) metdlicos com pureza de
99,99%. Para o fluxo de calor foi empregado o AHg,gs, do indio metdlico (28,7 J .g'l). Foram
analisadas as curvas DSC das amostras de &acido usnico (AU), alginato (ALG), gelatina

(GEL), esponjas sem 4cido usnico (ALG/GEL) e esponjas incorporadas com o farmaco nas
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concentracoes de 1% (AU 1%) e 5% (AU 5%). A andalise DSC foi realizada no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos (LTA) da Universidade Federal de Sergipe.

4.1.5 Analise termogravimétrica e termogravimétrica derivada (TG/DTG)

As curvas da andlise termogravimétrica e termogravimétrica derivada (TG/DTG) das
esponjas, foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 900°C, utilizando a termobalanga
modelo TGA-50 da marca Shimadzu®, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL.min’l),
razdo de aquecimento de 10°C.min'1, utilizando porta amostra de alumina contendo massa de
amostra em torno de 2,5 mg. Antes dos ensaios foi verificada a calibracdo do instrumento
empregando-se uma amostra de oxalato de cédlcio monoidratado conforme norma ASTM
(1582 — 93). A andlise dos resultados foi realizada a partir da aplicacdo do software Tasys-50
(Shimadzu®).

Foram analisadas, quanto ao perfil termoanalitico, as amostras de 4cido dsnico (AU),
alginato (ALG), gelatina (GEL), esponjas sem 4cido usnico (ALG/GEL) e esponjas
incorporadas com o farmaco nas concentragdes de 1% (AU 1%) e 5% (AU 5%). As analises
TG/DTG foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) da
Universidade Federal de Sergipe.

4.1.6 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do Infravermelho (FTIR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR) foram obtidos em
equipamento PerkinElmer®, no comprimento de onda de 4000 a 400 cm™, com resolucdo de 4
cm'l, diluindo-se as amostras em KBr sob a forma de pastilha.

Foram analisados os espectros FTIR das amostras de 4cido usnico (AU), alginato
(ALG), gelatina (GEL), esponjas sem dcido dsnico (ALG/GEL) e esponjas incorporadas com
o farmaco nas concentracdes de 1% (AU 1%) e 5% (AU 5%). As andlises foram realizadas no

Departamento de Farmécia da Universidade Federal de Pernambuco.

4.1.7 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As imagens da microscopia eletronica de varredura (MEV) foram coletadas por

deposi¢cdo em aluminio revestido com carbono, usando um microscopio eletronico de
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varredura Shimadzu® S$S-550 trabalhando a 12 kV. As amostras foram cobertas com
aproximadamente 20 nm de Au por 2 minutos de banho entre 5 € 6 mA. Foram analisadas as
imagens das esponjas sem dcido usnico (ALG/GEL) e esponjas incorporadas com o farmaco
nas concentragdes de 1% (AU 1%) e 5% (AU 5%), nas escalas de 50 e 500 um. A anélise foi

realizada no departamento de Quimica da Universidade Federal de Pernambuco.

4.1.8 Avaliacao das propriedades mecanicas

Os ensaios mecanicos de alongamento e compressdo foram realizados, no Instituto de
Tecnologia e Pesquisa (ITP), na Universidade Tiradentes, utilizando um analisador de textura
(TA-XT?2 - Stable Micro Systems, Leatherhead, Gra-Bretanha).

A resisténcia a tracdo (TS), alongamento (E) e médulo de Young (YM) foram
determinados utilizando amostras de esponjas de 25 mm x 10 mm em conformidade com a
norma ASTM D882 (ASTM, 1995). A velocidade de tragdo foi de 1,00 mm.s” e a distancia
inicial foi de 10 mm.

A TS foi calculada usando a forca maxima na ruptura dividida pela drea de corte
transversal da esponja. O E foi expresso em percentagem em relagdo ao comprimento original
da esponja, e YM foi calculado como a relagdo entre 7§ e E.

A avaliacdo da compressdo foi realizada por meio da mensuragdo da rigidez da
esponja que consistiu em colocar a esponja cortada em 1 cm?, sob um cilindro de aluminio, de
1 cm de diametro, o qual realizava o ciclo de compressao da amostra a distancia de 2,5 mm
(aproximadamente metade da espessura da esponja), com velocidade de 0,05 mm.s™. Para o

cédlculo da rigidez foi utilizado a formula: k = Ppgx/dcomp , Onde ;

k =rigidez;
Pax = forca méxima do pico de compressao aplicada a esponja (N);

dcomp = distancia de compressdo (mm).

4.2. Avaliacao do processo de cicatrizacio de esponjas de alginato/gelatina/acido tsnico,
em modelo animal

Para a avaliagdo do processo de cicatrizagdo, foram selecionadas as esponjas
incorporadas com 5% de farmaco, pois obtiveram o melhor resultado na anélise quantitativa

de acido usnico.
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4.2.1 Animais

Para realizacdo dos ensaios in vivo foram utilizados ratos adultos machos, linhagem
Wistar, pesando 250-300 g. Os ratos foram alojados em gaiolas de propileno, com o fundo
recoberto com maravalha, mantidos na temperatura de 25°C e umidade controlada em 75%.

Os animais foram mantidos com alimentacdo e dgua ad libitum. Os protocolos
experimentais e procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa

Animal da Universidade Federal de Sergipe (Protocolo n°® 81/10).

4.2.2 Realizacao da ferida e formacao dos grupos

Um total de trinta e seis animais foram anestesiados, com quetamina e Xxilazina, via
intraperitoneal (dose de 100 mg/Kg: 5 mg/Kg) (Figura 5; A). Apds atingir o plano anestésico,
foi realizada tricotomia manual da regido média dorsal e antissepsia com solucao de iodo-
povidona tépico a 7,5% (POVIDINE®).

A técnica operatdria seguiu a mesma padronizagdo para os animais de todos os grupos
que consistiu na excisdo total da pele e hipoderme, na regido 1 cm abaixo da regido dssea
escapular, realizada com um punch metédlico para bidpsia (RICHTER®) com didmetro de 8
mm (Figura 5; B). As feridas ndo foram suturadas e a hemostasia foi feita por compressao
digital com gaze (Figura 5; C).

Esses animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos distintos denominados:
CTR (grupo controle negativo, o qual ndo recebeu tratamento); ALG/GEL (grupo controle
positivo, tratado com esponja sem dcido tsnico) e AU 5% (grupo teste, tratado com esponja
incorporada com acido 5%).

Para os animais tratados, a drea lesada foi lavada com soro fisiolégico, em seguida as
esponjas foram cuidadosamente aplicadas sobre o ferimento, ndo realizando bandagem
(Figura 5; D). Apdés 7 e 14 dias, antes da eutandsia, os animais foram avaliados
macroscopicamente para avaliacdo pré-clinica do processo de reparo tecidual. Assim, as
feridas foram fotografadas e o diametro médio foi determinado no eixo cranio-caudal e latero-
lateral com uso de paquimetro digital Digimess®. Em seguida os animais de cada grupo

foram submetidos a eutandsia de acordo com procedimento aprovado pelo Comité de Etica.
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Figura 5. Etapas da técnica operatoria. (A) Anestesia; (B) Realizacao da ferida; (C) Ferida; (D) Aplicacao
da esponja.

4.2.3 Procedimento histologico

Apds o procedimento, foi realizada a remocdo dos espécimes equivalentes a area
cicatricial com margem de 0,5 cm de pele integra em torno da lesdo, com profundidade até a
primeira camada muscular. Cada pega foi fixada com o auxilio de alfinetes em EVA e
colocada em recipiente plistico com solucdo de formol tamponado a 10% e pH 7,4 para a
fixacao.

Posteriormente as pecas foram hemisseccionadas, desidratadas em solucdes crescentes
de etanol a 70, 95 e 100° GL, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina (técnica
histolégica convencional). Sec¢des histologicas de 5 * m foram obtidas a partir das amostras

emblocadas em parafina e posteriormente submetidas a coloragdo de Hematoxilina/Eosina

(HE) e Picrossirius.
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4.2.3.1 Determinacao do indice percentual de epitelizacao da superficie da ferida

O indice de epitelizacao da superficie da ferida foi avaliado observando-se a formagao
de epitélio pavimentoso estratificado, na regido correspondente, a superficie da ferida
cirirgica. Para obtencdo deste indice, foram selecionadas quatro imagens previamente
fotomicrografadas de cada sec¢do histoldgica.

Estas foram processadas em um software especifico para morfometria Image Tool®,
onde foi determinado o nimero de pixels correspondente a drea de extensdo ocupada pela
faixa de epitelizacdo na superficie da ferida e a extensao total da superficie da ferida.

Posteriormente foi determinado o percentual de epitelizacdo (Ep) em cada caso,
calculando-se a razao entre a extensao superficial ocupada pelo epitélio neoformado (Eex) e a

extensao total do ferimento (ET), multiplicado por 100, de acordo com a seguinte férmula:

Ep = (Eex / ET) x 100, onde:
Ep — Percentual de epitelizacio;
Eex — extensao superficial ocupada pelo epitélio neoformado;

ET — extensao total do ferimento.

4.2.3.2 Avaliacao da deposicao de colageno

Sessoes histoldgicas coradas com Picrossirius foram realizadas para andlise descritiva,
utilizando luz polarizada, da deposicao colagénica. Fibras de coldgeno foram analisadas de
acordo com seu padrdo de birrefringéncia (verde/amarelo-esverdeado, laranja ou laranja-
avermelhado); morfologia das fibras (onduladas ou retas, finas ou espessas, curtas ou longas)
e disposicao das fibras (arranjo reticulado ou entrelagado).

A andlise quantitativa da area preenchida por fibras de coldgeno foi determinada pela
densidade O6ptica de um sistema de andlise de imagens de campos selecionados
aleatoriamente. O sistema utilizado consiste em uma camara CCD Sony DXC-101, acoplada a
um microscopio Olympus CX3, através do qual as imagens foram emitidas para um monitor.
Por meio de um sistema de digitalizacdo (Olympus 77 C-7070 WIDEZOOM) as imagens
foram inseridas em um computador, e processadas no software (ImageLab®).

Um total de dez campos aleatérios foram analisados com uma ampliagao de 100x. A
area ocupada pelas fibras de coldgeno foi determinada por reconhecimento densitométrico

digital, pelo ajuste dos niveis de mensuragdo da diferenga da densidade das cores das fibras de
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coldgeno. A drea ocupada pelas fibras foi dividida pela 4rea total do campo. Os resultados

foram expressos em porcentagem da drea da lesdo que apresentava fibras de colageno.

4.3 Analise estatistica

Para andlise estatistica, de comparacdo entre as médias, dos resultados das
propriedades mecanicas, avaliagdo da rea¢do de granulagdo, indice percentual de epitelizacdo
da superficie da ferida e deposicdo de coldgeno, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Tukey. Para os ensaios bioldgicos, cada tempo de estudo (7 e 14 dias) foi

comparado separadamente. Foi utilizado um nivel de significancia p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencao e caracterizacao de esponjas contendo acido tisnico

Macroscopicamente, as esponjas apresentaram, apds a secagem, variacdes na
coloragdo em funcdo da concentragdo de 4cido tsnico. A esponja preparada apenas com o0s
biopolimeros mostrou-se branca, biopolimero-acido dsnico 1% foi levemente amarelada e a

de 5% tem uma cor amarela (Figura 6).

-
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Figura 6. Aspecto macroscépico das esponjas sem o farmaco (A), com acido Gsnico 1 (B) e 5% (C).

_

Apés a obtengdo das esponjas foi realizado o doseamento, segundo Nunes et al.

(2009). Os resultados estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Teor de acido Gsnico presente nas esponjas de alginato e gelatina.

Concentracao de acido usnico (pg/mL)

AU% Tedrica Experimental (DP) Teor (%)
1,0 8,0 4,8 (0,401) 60,03
5,0 11,78 11,48 (0,140) 97,38

DP.= desvio-padrao

A Figura 7 mostra a curva DSC do 4cido usnico (AU), que apresentou dois eventos
envolvendo variacdo de entalpia, um primeiro evento endotérmico entre a faixa de

temperatura de 192-210°C, com pico agudo bem definido em 201°C, caracteristico da fusdo
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do farmaco, seguido de um evento exotérmico, com pico na temperatura de 273°C,

caracteristico de decomposicao do composto (NUNES et al., 2010).

|Endo dl

S

Fluxo de calor (mW/mg)

Temperatura (°C)

Figura 7. Curvas DSC do acido usnico (AU), gelatina (GEL), alginato (ALG) e das esponjas com 1% (AU
1%) e 5% (AU 5%) e sem acido usnico (ALG/GEL), obtidas na razio de aquecimento de 10 °C.min'1, sob
atmosfera dindmica de N,.

Na Figura 7 sdo apresentadas também as curvas do alginato e da gelatina isoladas. A
curva DSC da esponja inerte (ALG/GEL) mostrou quatro eventos envolvendo variacdo de
entalpia, sendo o primeiro endotérmico, entre 36-145°C, correspondente a desidratacdo
(umidade de superficie), e os subsequentes exotérmicos, caracteristicos de decomposi¢cdo e
eliminacdo de material carbonaceo.

No entanto, este evento pode ser visualizado na curva TG (Figura 8), onde a perda de
umidade foi de aproximadamente 12%. A esponja inerte apresentou estabilidade térmica entre
145 e 196°C e em seguida foi observado trés eventos com perda de massa, o primeiro em 196-
270°C e o segundo em 270-515°C, com variacao de 18.7% e 31.8%, respectivamente (Tabela
3).

As curvas DSC das esponjas nas concentragdes de 1 e 5% (Figura 7) mostraram
também quatro eventos, onde foram observados um primeiro evento endotérmico, seguido de
dois eventos exotérmicos caracteristicos de decomposicdo e o ultimo de eliminagdo de
derivados do carbono. Adicionalmente, essas curvas mostram ainda a auséncia do pico de
fusdo do é4cido usnico em 201°C, indicando que o mesmo ndo encontra-se livre nas

preparagdes, sugerindo a incorporagdo efetiva do farmaco.
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A curva TG (Figura 8) corroboram com esses dados, onde o primeiro evento estd
relacionado com a desidratagdo da matriz polimérica, com perda de massa de 13,2% para
esponja com 1% e 7,8% para esponja com 5% de farmaco, seguido de dois eventos de
decomposicdo, e um ultimo de elimina¢do de material carbondceo, com perda de massa e

faixas de temperatura descritos na Tabela 3.

DTG (12 derivada)

Perda de massa (%)

! ! | ! . | ! ! | ! !
0 200 400 600 800
Temperatura (°C)

Figura 8. Curvas TG (A) e DTG (B) do acido usnico (AU), gelatina (GEL), alginato (ALG) e das esponjas
com 1% (AU 1%) e 5% (AU 5%) e sem acido asnico (ALG/GEL), obtidas na razao de aquecimento de 10
°C.min’", sob atmosfera dindmica de N,.

As curvas TG/DTG das esponjas inertes e com acido tsnico a 1 e 5% sao visualizadas
com um comportamento térmico e percentuais de perda de massa similares, sugerindo que a

incorporacdo do farmaco ndo afetou a estabilidade das esponjas.
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Tabela 3. Faixas de temperatura e percentuais de perda de massa, nas etapas da analise
termogravimétrica, das esponjas de alginato e gelatina sem o farmaco (ALG/GEL),
incorporadas com o farmaco a 1% (AU 1%) e 5% (AU 5%).

1* etapa Thraixa 2° etapa Thraixa 3% etapa Thraixa 4% etapa Thraixa
(%) (°O) (%) Qo) (%) °C) (%) o)

~

ALG/GEL 12.0 36-145 18.7 196-270 31.8 270-515 18.2 515-900

AU 1% 13.2 36-140 19.6 213-271 33.6 271-480 22.6 480-900

AU 5% 7.8 38-180 20.2 240-275 31.2 275-518 17.6 518-900

A Figura 9 mostra os espectros de absor¢do na regido do infravermelho do 4cido
usnico (AU), alginato (ALG), gelatina (GEL), e das esponjas com farmaco, obtidas nas

concentracdes de 1 (AU 1%) e 5% (AU 5%), e sem 4cido tsnico (ALG/GEL).
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Figura 9. Espectros de absorcao na regiao do infravermelho (FTIR) do acido dsnico (AU), gelatina (GEL),
alginato (ALG) e das esponjas com farmaco a 1% (AU 1%) e 5% (AU 5%) e sem acido usnico
(ALG/GEL).
O espectro no infravermelho do 4cido tsnico (Figura 9) mostrou uma banda em 1690

cm™ correspondente ao grupo cetdnico conjugado. Bandas no ndmero de onda em 1715 e
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1678 cm™' foram assinaladas para os grupos (C=0) grupos cetdnicos nio-conjugados e cetona
ndo-aromdtica, respectivamente. A banda em 1628 cm™ refere-se a grupos conjugados e
grupos doadores de elétrons em anéis aromaticos. Também foi possivel verificar bandas
simétricas referentes ao grupo (C-O-C) aquil-etér em 1283 e 1072 cm’! (NUNES et al., 2010).

O espectro de absor¢@o no infravermelho da gelatina € caracterizado pela presenca das
bandas fortes em 1637 e 1554 cm™, caracteristicas de grupos carboxamidas (C=0 e C-N) e
vibragao de flexao de grupamentos (-NH). As bandas de absor¢ao caracteristicas, em 1593 e
1411 cm’, observadas no espectro do alginato, correspondem, respectivamente, ao grupo
carboxila (-COQ") assimétrico e simétrico presente em sua estrutura (LI et al., 2011).

De acordo com esses espectros, pode-se observar que as esponjas mostraram um
somatério de eventos correspondentes as bandas do 4cido tsnico, alginato e gelatina,
sugerindo a presenca dos referidos componentes na amostra.

A caracterizacdo de superficie das esponjas usando MEV ¢ util na compreensdo da
morfologia e como as substancias foram incorporadas (SZYNKOWSKA et al., 2008).

Em geral, a porosidade, o tamanho médio dos poros e a orientacdo da matriz porosa
sao elementos indispensdveis para a atividade bioldgica de biomateriais. O processo de
liofilizacdo foi utilizado para o preparo das esponjas, onde as solucdes inicialmente
preparadas foram congeladas a -20°C em um congelador convencional (em vez de nitrogénio
liquido, T= -70°C). Neste processo, comparado ao de nitrogénio liquido a taxa de
resfriamento € lenta e € produzindo uma grande quantidade de pequenos cristais de gelo,
resultando em morfologia altamente porosa e homogénea (CHOI et al., 1999).

Na Figura 10 sdo apresentadas as fotomicrografias obtidas por MEV para as esponjas
inertes e com dcido usnico na concentracao de le 5%. A morfologia das esponjas preparadas
somente com os biopolimeros, alginato e gelatina, e esponjas incorporadas com acido snico
1 e 5% exibiram estruturas altamente porosas com poros interligados, conforme o esperado

para este tipo de estrutura.
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Figura 10. Fotomicrografia, obtida por microscopia eletronica de varredura (MEV) das esponjas sem
acido vsnico (A e D), com acido tsnico 1% (B e E), 5% (C e F). (Barra A, B, C = 500um; D, E, F = 50um)

De acordo, com a comparagdo das microscopias, as amostras de biopolimeros sem
dcido dsnico (Figura 10; A e D), parecem apresentar com o maior didmetro dos poros e uma
disposi¢do das fibras poliméricas mais heterogéneas, enquanto, as amostras incorporadas com
acido usnico 1% (Figura 10; B e E) apresentam-se folheadas, com poros menores e mais
definidos e disposi¢des mais homogéneas das fibras poliméricas por todo material. Em
contrapartida a fotomicrografia das esponjas com d&cido tsnico 5% (Figura 10; C e F),
exibiram maior adensamento da estrutura fibrilar com aumento regular no tamanho dos poros.

Pode-se destacar ainda que o didmetro dos poros pode estar relacionado por outros
fatores, por exemplo, a variagdo na velocidade de congelamento e viscosidade nos hidrogéis
de biopolimero. Visivelmente, a medida que foi incorporado uma maior concentracdo de
dcido dsnico, houve um aumento perceptivel na viscosidade, fazendo com que os poros
microscopicamente se apresentem mais abertos (RUBIRA et al., 2009).

A fim de desenvolver esponjas eficazes para aplicagdes biomédicas, é essencial
considerar suas propriedades mecanicas no contexto da sua aplicacdo. Matrizes utilizadas na
engenharia de tecidos devem ndo sé manter o crescimento das células, como também ser
adequadamente robustas e flexiveis, de modo a suportar o trauma mecénico, associado a
aplicagdo in vivo e permitir a aderéncia ao tecido em questdo, conferindo conforto e

comodidade para o paciente (LAI et al., 2003).



47

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores referentes as propriedades mecanicas
mensurados nas esponjas. Os ensaios mecdnicos de alongamento compreenderam a
determinagao do Médulo de Young, tensdo e deformacao.

As esponjas incorporadas com 4cido TUsnico apresentaram variagcdes no
comportamento mecanico a tracdo. A esponja incorporada com 4cido usnico 1% obteve a
resposta inicial de cardter eldstico (Mddulo de Young = 2,3) antes da ruptura a uma
deformacao de 13%, ao passo que com a adi¢do do farmaco a 5% foi observado uma maior
forca (tensdo) necessdria para uma menor deformagdo, modificando a resposta mecanica para
o carater plastico. Este efeito parece estar associado ao maior teor de sélidos presentes na
solugdo polimérica (BILGAINYA, et al., 2010; NANDAGIRI, et al., 2011).

A adicdo de acido dsnico ndo proporcionou diferenca significativa (p>0,05) na rigidez,
quando as esponjas sdo submetidas a uma for¢a de compressao, como pode ser observado na

Tabela 4.

Tabela 4. Propriedades mecanicas das esponjas sem acido usnico (ALG/GEL) e com 1% (AU
1%) e 5% do farmaco (AU 5%).

ALG/GEL AU 1% AU 5%
Médulo de Young (Mpa) 6,7+2,8" 23+1,1° 21,1 +£6,0°
Tensdo (Mpa) 0,94 + 0,47 ® 0,29+0,11° 1,54 0,6
Deformacio (%) 156+6,9"° 13+2,7° 7,1+1,7°
Espessura (mm) 0,507 £ 0,04 * 0,651 +0,175% 0,625 +0,07 *
Rigidez a compressao (N/mm) 0,100 +0,02° 0,223 +0,13% 0,221 +0,13%
Densidade (g/cm?) 0,0147 £0,001*  0,0134+0,001°  0,0175 +0,001°

Letras iguais na mesma linha ndo apresenta diferencga estatisticamente significativa (p>0,05).

Estes dados estdo de acordo ao observado nas imagens obtidas por MEV, onde as
esponjas incorporadas com 4cido usnico apresentam uma rede de malha bem definida e
homogénea, quando comparados as esponjas de biopolimeros.

A incorporagdo de acido usnico a 1% levou a obtencao de estruturas homogéneas com
diametro de poros menor quando comparadas aquelas incorporadas com &4cido usnico a 5%,
sugerindo a tendéncia ao comportamento eldstico (BILGAINYA, et al., 2010).

Em contrapartida, as esponjas incorporadas com dcido usnico a 5% apresentaram
estrutura fibrilar densa, porém mais heterogénea resultando em diminui¢do da resisténcia
mecanica, devido a presenca de zonas fracas na arquitetura fibrilar, o que pode permitir a

ruptura (LAI et al., 2003).
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A densidade das esponjas (n=10), mostrou que a esponja a 1% apresentou uma
densidade média menor que a esponja sem 4cido Usnico e a 5% de AU. As interagdes entre as
cadeias de polimeros e a superficie do farmaco em baixa concentracao podem ter perturbado a
rede de ligagdes de hidrogénio o que acarretou em reducdo da viscosidade, aumento do

volume e consequentemente diminui¢dao na densidade. (BILGAINYA et al., 2010).

5.2. Avaliacao do processo de cicatrizacao de esponjas de alginato/gelatina/acido tsnico,
em modelo animal

5.2.1 Analise da rea¢ao de granulacao

Em sete dias, no grupo CTR (Figura 11; Ia) observou-se uma maior densidade na
infiltragdo de leucdcitos, predominantemente linfocitos, em toda extensdo da ferida, associada
a formacdo de uma moderada rede vascular, formada por capilares hiperemiados e
regularmente distribuidos. De permeio, foi evidenciado leve a moderada proliferacio de
células ovaladas e fusiformes volumosas, interpretadas como fibroblastos ativos e/ou células
endoteliais.

Ao mesmo tempo experimental, ambos os grupos ALG/GEL (Figura 11; Ib) e AU 5%
(Figura 11; Ic) apresentaram rea¢do de granulagdo caracterizada por macica proliferacdo de
células ovaladas e fusiformes, associadas a deposicdo de uma delgada e delicada malha
colagénica, que parecia suportar uma rica rede vascular composta por capilares hiperemiados.

No presente estudo, a identificacdo de um componente fibrocelular mais evidente e de
uma rede vascular mais desenvolvida nos grupos ALG/GEL e AU 5%, sugere que utilizagao
de esponjas de alginato de sodio e gelatina em feridas abertas acelerou a formacgdo de tecido
de granulagdo mais maduro em sete dias.

De especial interesse, foi a observacdo de que o componente vascular da reacdo de
granulacdo foi homogeneamente distribuido ao longo da ferida no grupo AU 5%, enquanto
que no grupo ALG/GEL, a por¢do mais central e superior da ferida exibiu um padrdo de
neoformacdo vascular ainda inconspicuo.

Estudos anteriores demonstraram que solucdes de baixa viscosidade de alginato de
sodio sdo capazes de reduzir a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias envolvidas no
desenvolvimento da resposta imunoldgica, como a interleucina 6 (IL-6), fator alfa de necrose

tumoral (TNF-), leucotrieno B4 (LTB4) e prostaglandina E2 (PGE2) (RAZAVI et al., 2008).
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Corroborando estes dados, relatos recentes indicaram que esponja de alginato de
sodio, utilizada na cultura de macréfagos de origem murina, promoveu a reducido dos niveis
de IL-1B e IL-6, liberadas por estes durante a avaliacdo in vitro dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, estimulada por lipopolissacarideos (SEO et al., 2012).

Desta forma, € possivel sugerir que o uso deste polimero pode ser ttil no controle da
resposta imune, facilitando a instalacio de fendmenos proliferativos que caracterizam a
reacdo de granulacdo, a fase pos-inflamatdria do reparo.

Em catorze dias, os grupos CTR (Figura 11; Ila) e ALG/GEL (Figura 11; IIb), ainda
exibiam reacdo de granulacdo de moderada a intensa nas por¢des mais centrais da ferida, em
detrimento de uma maior colagenizacdo e menor infiltracdo inflamatdria evidenciada nas
margens cicatriciais. Contudo deve ser destacado que no grupo ALG/GEL o componente
inflamatério se mostrou menos expressivo, ao passo que, o componente colagénico se
apresentou mais aparente e disposto em fasciculos paralelos em relacao a superficie da ferida.

No grupo AU 5% (Figura 11; Ilc), foi nitida a reducdo do componente inflamatério
mesmo na porcdo central da ferida. Adicionalmente, observou-se uma marcante reducdo na
rede vascular, especialmente quando comparado ao grupo CTR, acompanhada de um padrdo

homogéneo de colagenizacido em toda a extensdo da cicatriz.

Figura 11. Seccoes histologicas coradas com hematoxilina-eosina. Sete dias: (Ia) Formacido de rede
vascular, composta por capilares hiperemiados e regularmente distribuidos no grupo CTR. (Ib) Reacéo de
granulacio com presenca de células ovaladas e fusiformes, deposicio de malha colagénica delgada e padrao
vascular inconspicuo no grupo ALG/GEL. (Ic) Componente vascular distribuido de forma homogénea na
extensido da ferida no grupo AU 5%. 14 dias: (Ila e IIb) Reacido de granulacao de moderada a intensa na
porcao central da ferida apresentada nos grupos CTR e ALG/GEL, respectivamente. (IIc) Reducdo do
componente inflamatorio e vascular no grupo AU 5%.
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Foi evidenciado também um maior contingente inflamatério no grupo controle quando
comparado aos grupos tratados com esponja (ASADA et al., 1997). Suportando estes
achados, um importante efeito inibitério do alginato de sédio sobre a degranulacdo de
mastdcitos, um fendmeno bioquimico intimamente associado ao recrutamento de leucdcitos
durante o reparo.

Neste estudo, o componente vascular da reacdo de granulagdo mostrou-se mais
desenvolvido no grupo AU 5% que nos demais. Este parece ser o primeiro relato trazendo
evidéncias de uma possivel atividade angiogénica do dcido udsnico (AU). Contudo, ¢é
necessdrio enfatizar que este efeito biologico poderia nao resultar de uma acdo estimulatéria
direta do AU sobre células endoteliais, mas de um efeito indireto sobre outras etapas do
reparo que favoreceriam o desenvolvimento do componente vascular da rea¢do de granulagdo.

Suportando estes achados, Nunes et al. (2011) observaram que a utilizacao de filmes
contendo 4cido uUsnico como curativos para queimaduras dérmicas, em modelo murino,
acelerou a deposi¢do e maturagdo do coldgeno tipo III, uma molécula responsivel pela
orientagdo da migracao de células endoteliais durante a fase de granulagao.

Além disso, Francolini et al. (2004) demonstraram que o acido tusnico foi capaz de
impedir a formacdo de biofilmes bacterianos sobre superficies poliméricas. Desta forma, a
menor carga microbiana poderia reduzir o recrutamento quimiotatico de leucdcitos,
permitindo a instalagc@o precoce da reacdo de granulacdo.

A evidente reducdo do componente vascular e melhor organizagdo da cicatriz fibrosa
observados em AU 5% em 14 dias parecem suportar a teoria de que o AU tem uma ac¢io mais
efetiva sobre fibroblastos do que sobre o endotélio. Corroborando estes achados, Nunes et al.
(2011) observaram nitida involu¢do do contingente vascular e melhor resolucdo fibrosa da

reacdo de granulacdo em animais tratados com acido dsnico.

5.2.2 Analise do indice percentual de epitelizacao da superficie da ferida

Em sete dias, o indice de epitelizacdo se mostrou ainda bastante heterogéneo em todos
os grupos analisados. Embora, os grupos ALG/GEL e AU 5%, tenham exibidos valores
percentuais médios de epitelizacdo um pouco mais elevados que o grupo controle, esta

diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Percentual médio de epitelizacio da superficie da ferida em 7 dias. (CTR - controle; ALG/GEL
— esponja sem acido tsnico; AU 5% — esponja com acido tsnico a 5%).

Ja em catorze dias (Figura 13), o percentual médio de epitelizacao da superficie ferida
foi significativamente menor no grupo controle que nos grupos ALG/GEL e AU 5% (p<0,01),
embora ndo tenha sido evidenciada diferenga estatisticamente significativa entre esses dois

dltimos grupos (p>0,05).
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Figura 13. Percentual médio de epitelizacio da superficie da ferida em 14 dias. ** Diferenca significativa
para o grupo CTR (p=0,000).

Deve ser destacado, que em catorze dias, nos grupos tratados com a esponja, a
espessura tanto da epiderme neoformada quanto da camada cérnea se apresentou bastante

variada, ora o epitélio se mostrando delgado e exibindo interface plana com tecido conjuntivo,
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ora mais espesso € com pequenos brotamentos para o interior do conjuntivo, que
mimetizavam rudimentos de anexos dérmicos (Figura 14).

Os dados obtidos na andlise da epitelizacdo da superficie da ferida sugerem que o
tratamento com esponja de alginato e gelatina acelerou o processo de proliferacio de
ceratindcitos e reconstituicdo do revestimento epitelial dérmico. De fato, o papel do alginato
como cofator para a producio de fator de crescimento epidérmico e consequente estimulo a
proliferacdo de ceratindcitos (células epiteliais epidérmicas) ja estd bem definido desde a

década passada (KAWADA et al., 1997).

Figura 14. Seccoes histologicas coradas com hematoxilina-eosina: 14 dias. Epitélio neoformado
apresentando pequenos brotamentos (setas pretas) e rudimentos de anexos dérmicos (seta branca)
(A e C) ALG/GEL; (Be D) AU 5%.

Contudo, a incorporacio do AU as esponjas ndo pareceu promover alteracdes
substanciais no padrdo de epitelizacdo, corroborando relatos prévios de Nunes et al. (2011),

realizados com filmes de coldgeno contendo AU incorporados em lipossomas.
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Estes dados parecem se contrapor aqueles publicados por Burlando et al. (2009), que
verificaram um potente efeito estimulatério do AU sobre o fechamento de feridas, incluindo a
recuperacdo do revestimento epitelial dérmico.

Este aparente paradoxo poderia estar relacionado ao fato de que, tanto no presente
estudo quanto naquele relatado por Nunes et al. (2011), as moléculas de 4cido usnico
provavelmente foram liberadas durante as primeiras 24 a 48h do processo cicatricial, na
medida em que as formas farmacéuticas eram reabsorvidas.

Desse modo, ao ter inicio a fase de epitelizacdo, ndo teria havido acdo direta deste
metabolito liquénico sobre os ceratindcitos a fim de estimular diretamente sua proliferacdo.
No entanto, tais achados ndo devem ser interpretados de maneira negativa, uma vez que,
sendo os ceratindcitos potenciais fontes de citocinas envolvidas na degradacdo e neossintese
do coldgeno, um processo demasiadamente acelerado de epitelizacdo poderia comprometer a

dinamica da remodelacdo fibrosa e resultar em cicatrizes antiestéticas.

5.2.3 Analise da deposiciao de colageno

Em sete dias, conforme observado na Figura 15, a andlise quantitativa da deposicdo de
coldgeno, revelou que o conteido de fibras coldgenas foi significativamente menor no grupo
CTR do que nos grupos ALG/GEL (p<0,001) e AU 5% (p<0,01), posto que ndo tenha sido
evidenciada diferenca estatisticamente significativa entre esses dois ultimos grupos (p>0,05).

O mesmo padrdo quantitativo de colagenizacao se repetiu no tempo de catorze dias
(Figura 16), embora os grupos ALG/GEL (p<0,05) e AU 5% (p<0,01) apresentassem uma
quantidade de coldgeno significativamente maior que o grupo CTR, novamente ndo foi
observada diferenca significativa entre os grupos tratados com a esponja.

No sétimo dia, em todos os grupos apresentaram predominancia de fibras de coldgeno
exibindo marcante birrefringéncia alaranjada (coldgeno tipo I), organizadas em um padrao
arquitetural reticular, associadas a grande quantidade de espacos interfibrilares.
Individualmente, as fibras se apresentavam delgadas e delicadas, levemente onduladas, e

exibiam comprimento varidvel.
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Figura 15. Analise quantitativa da contagem de colageno em 7 dias. (CTR - controle; ALG/GEL - esponja
sem acido tsnico; AU 5% - esponja com acido dsnico a 5%). *** Diferenca significativa para o grupo
CTR (p<0,001); ** Diferenca significativa para o grupo CTR (p<0,01).

F

60

20

Deposicdo de coldgeno (%)
&

e el by

o - CIR ALG/GEL Al 5%

Figura 16. Analise quantitativa da contagem de colageno em 14 dias. ** Diferenca significativa para o
grupo CTR (p<0,01); * Diferenca significativa para o grupo CTR (p<0,05).

Os grupos CTR e ALG/GEL exibiram padrées morfoldgicos bastante similares,
caracterizados por maior adensamento das fibras nas margens e base da ferida e
hipocolagenizacdo das areas mais centrais (Figura 17; A e 17; B, respectivamente). O grupo
AU 5%, por outro lado, apresentou maior homogeneidade na distribui¢cdo das fibras coldgenas
em toda a extensado da ferida (Figura 17; C).

No décimo quarto dia, observou-se, no grupo CTR, maior densidade de deposi¢do

colagénica, com feixes mais espessos e grosseiros de coldgeno tipo I, ora ondulados ora
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estirados, organizados em um padrdo predominantemente paralelo a superficie da ferida. Os
espacos interfibrilares se mostravam reduzidos, embora a por¢do mais central da ferida ainda
se apresentasse hipocolagenizada em comparacao as margens e base (Figura 17; D).

O grupo ALG/GEL, apesar de exibir um arranjo arquitetural semelhante, apresentou
feixes de coldgeno I menos espessos € com aparéncia menos grosseira na base e margens da
ferida quando comparados a CTR (Figura 17; E).

O grupo AU 5%, por sua vez, manteve a caracteristica de uma colagenizacdo mais
homogénea em toda a extensdo da ferida, exibindo a deposicao de fibras delgadas ora curtas

ora longas, levemente onduladas e dispostas paralelamente (Figura 17; F).

Figura 17. Deposicao feixes delgados de colageno tipo I em arranjo reticular em sete (A, B e C) e paralela
em 14 dias (D, E e F). Notar hipocolagenizaciao (setas cheias) no centro das feridas em CTR (A/D) e
ALG/GEL (B/E), e disposicio homogénea do colageno (setas pontilhadas) em AU 5% (C/F).
(Picrossirius/polarizacio. Barra = 250 pm).

No tecido dérmico normal, é possivel observar a presenca de dois subtipos de
coldgeno fibrilar, denominados coldgeno I e III. O coldgeno tipo I forma fibras de espessura
varidvel, dispostas paralela ou entrelacadamente, com birrefringéncia amarelo-alaranjada e
avermelhada, enquanto o coldgeno de tipo III forma fibras delgadas constituida de fibrilas
delicadas, frouxamente dispostas mostrando uma fraca birrefringéncia de coloragdo
esverdeada e amarelo-esverdeadas quando analisado pela Picrossirius-polarizacdao (DANTAS
FILHO et al., 2007).

Durante a formagdo do processo cicatricial, o coldgeno tipo III € inicialmente

sintetizado e depositado, sendo substituido por tipo I a medida que ocorre maturagdo do tecido
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cicatricial (CARNEIRO et al., 2005). Esse processo tem grande relevancia para a resisténcia
dérmica na drea cicatricial, posto que o aumento na relagdo entre coldgeno tipo I e tipo III €
determinante para a forca ténsil e estabilidade mecanica do tecido conjuntivo (FRIEDMAN et
al., 1993).

A predominancia de coldgeno tipo I em todos os grupos sugere, portanto, um estagio
avancado de cicatrizacdo, onde ja ocorreu a substituicdo do padrdo jovem da derme papilar
(rica em coldgeno tipo III) por um tecido fibroso em maturacao (rico em coldgeno tipo I).

Relatos prévios de Nunes et al. (2011), indicam que a anélise da disposi¢ao das fibras
e fibrilas também constitui uma varidvel importante na andlise da dinamica do reparo,
predominando, inicialmente, um padrio reticular, em razdo da presenca de uma rica rede
vascular associada ao desenvolvimento da reacao de granulacao.

N

Posteriormente, a medida que aumenta o conteido de coldgeno tipo I, as fibras
assumem um arranjo paralelo a superficie da ferida, a fim de facilitar o fendmeno de
contragcdo cicatricial; finalmente, ocorre um gradual rearranjo na arquitetura colagénica, as
fibras passando a exibir uma organizacdo entrelacada, que propicia maior resisténcia
mecéanica a cicatriz fibrosa.

Desta forma, a disposicao reticular das fibrilas em sete dias, também evidenciada em
outros estudos (ALBUQUERQUE—JUNIOR et al., 2009; DANTAS et al., 2011; NUNES et
al.,2011), € um forte indicativo de que, apesar de ter havido a deposi¢@o de coldgeno tipo I, o
processo de remodelacdo ainda estd nas fases iniciais, a0 passo que o arranjo paralelo visto
em 14 dias sugere uma evolu¢do adequada do reparo, aparentemente facilitando a contragcao
da ferida.

Por outro lado, a maior condensacdo fibrosa nas margens e base das feridas,
evidenciada nos grupos CTR e ALG/GEL, em detrimento da distribuicio mais homogénea
das fibras de coldgeno tipo I observada em AU 5%, tanto em sete quanto em catorze dias,
sugere que o 4cido usnico parece exercer algum efeito estimulatério sobre a sintese de
coldgeno. Achados similares foram relatados por Nunes et al. (2011), utilizando AU
veiculado em vesiculas lipossomais, incorporadas em filmes de coldgeno bovino.

A andlise quantitativa do coldgeno depositado indicou que a esponja sem o farmaco
parece ter maior atividade pro-fibropldsica do que aquela incorporada com 4cido udsnico,
corroborando relatos prévios de Dantas et al. (2011).

De fato, o maior componente fibroso evidenciado nos grupos ALG/GEL e AU 5%

sugere um possivel efeito modulatério do alginato sobre a colagenizacdao. No entanto,
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NAGAKURA et al. (2005) verificaram um efeito inibitério do alginato de sédio sobre a
fibroplasia in vitro.

Portanto, é possivel especular que o efeito biolégico poderia ser resultado de um
efeito indireto, resultante da reducdo da infiltracdo inflamatéria e facilitacdo da instalacdo da
fase proliferativa do reparo.

Contudo, é importante ressaltar que em nenhum dos animais que compunham os
grupos ALG/GEL ou AU 5% foi evidenciada excessiva deposi¢ao colagénica, indicando que,
dentro dos parametros propostos neste experimento, o uso das esponjas de alginato, contendo
ou ndo 4cido tsnico, ndo levou a hipercolagenizacao patoldgica caracteristicas das quelodides

ou cicatrizes hipertroficas.
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6 CONCLUSOES

- Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica demonstraram que farmaco foi
incorporado ao sistema de forma eficiente e indicando que o mesmo nao sofreu degradacao
quimica durante o processo de fabricacdo das esponjas;

- A esponja incorporada com &cido usnico 5%, apresentou menor resisténcia
mecanica, corroborando com a observacao microestrutural que mostrou a presenca de uma
estrutura de malha fibrilar densa e heterogénea, porém o aumento regular dos poros parece
sugerir um melhor perfil de liberagdo do produto incorporado, por facilitar a permeagdo do
solvente.

- O uso de esponja de alginato e gelatina favorece a cicatrizagdo de feridas, onde
sugere-se que este beneficio esteja relacionado a modulagdo de alguns dos eventos biolégicos
envolvidos neste processo, tais como a reagdo de granulacdo, epitelizacdo e deposicdo de
coldgeno. Além disso, a incorporacdo de &4cido Usnico, nas esponjas proporcionou uma
disposicdo mais homogénea do coldgeno, facilitando aparentemente a contracdo da ferida,

evitando a formacdo de cicatrizes antiestéticas.
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Abstract

Sponges composed of sodium alginate and gelatin were prepared via a freeze drying process
in order to assess the utility of mixed sponges as potential wound dressings or matrices for
tissue engineering. The results of scanning electron microscopy (SEM) showed that freezing
temperature had a significant effect on the structure and density of sponges. SEM views of the
sponges demonstrated that they have pores with mean diameters of 180-280 mm.

Key-words: bioactive sponges, usnic acid, biopolymers.
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1. Introduction

Sponges may be defined as dispersions of gas (usually air) in a solid matrix [1]. There
has been considerable recent interest in the use of sponges within the pharmaceutical and
biomedical arena, particularly as matrices for controlled drug delivery, as wound dressings
and as matrices for cell growth within the tissue engineering field [1].

Natural polymers have similar components with native extracellular matrices (ECM)
and are widely used for biomedical applications. Gelatin and chitosan derivatives are among
the most frequently used biomaterials due to their biocompatibility. Gelatin is obtained by a
controlled hydrolysis of the fibrous insoluble protein, collagen, which is widely found in
nature and is the major constituent of skin, bones and connective tissue, has always been used
together with chitosan to prepare composite film for biomedical applications for its low cost
and excellent functional and filmogenic properties [3-5]. Besides, gelatin is of advantage to
absorb excess exudates because of its excellent ability to absorb water more than 5-10 times
as weight as itself. However, gelatin is generally crosslinked by chemical methods, which
inevitably use toxic crosslinkers or initiators, and therefore cause a cytotoxicity problem.
Besides, gelatin hydrogels have certain drawbacks which are unfavorable for wound healing,
1.e. insufficient flexibility and water absorption capacity.

Alginate, an anionic polymer, widely used as an instant gel for bone tissue
engineering, is biocompatible, hydrophilic, and biodegradable under normal physiological
conditions [7-9].

Usnic acid is one of the most common and abundant lichen metabolites. It has been
previously shown that usnic acid has antiviral [3], antibiotic [16], antiprotozoal [13],
antitumoral [17], anti-inflammatory, antipyretic and analgesic [18], dermal Burn healing [11],

gastroprotective and antioxidante and hepatotoxic activities [10].
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The aim of this study was to prepare a alginate/gelatin sponge constituted of usnic acid
and to evaluate its characterization physico-chemical using differential thermal analysis
(DTA), thermogravimetry/derivative thermogravimetry (TG/DTG) and infrared spectroscopy
(FTIR). Sponges were also characterized regarding microstructure using scanning electron
microscopy (SEM).

2. Material and methods
2.1 Materials

Usnic acid, 2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimetyl-1,3(2H,9bH)-dibenzeno-
furandione and alginate were purchased from Sigma. All chemicals were of reagent grade.
2.2 Preparation of gelatin/alginate sponges

The gelatin and sodium alginate powders were dissolved in distilled water to prepare a
polymer solution, 1% (w/v) and, separately, UA was dissolved in 10 mL of dioxane to prepare
concentrations of 1 and 5% (w/v). The mixtures were stirred at 50°C for 4 h. 50 mL of
polymer solution was added to each concentration of UA, keeping the mixture under stirring
at 50°C for 24h. After this, the solution was placed in plastic molds and frozen at -20°C for 24
hours. The frozen hydrogel were lyophilized at -80°C for 24h.

2.3 Scanning electron microscopy (SEM)

The dried films were mounted on aluminum stubs, coated with a thin layer of gold and
visualized with a JEOL Model JSM-6360-LV scanning electron microscope, at an accelerated
voltage of 20 kV.

2.4 Mechanical properties

The mechanical properties of the sponges were determined by conducting compression
tests using a texture analyzer (TMS-PRO, Food Technology Corporation, USA) equipped
with a 1kN load cell. The compression tests were performed on the hydrogel cylinders (10mm

in diameter and 10mm in thickness, prepared by 30 kGy irradiation) at a constant strain rate of



74

1 mm/s. Compressive modules of the hybrid hydrogels were determined by the average slope
of the stress—strain curve over the strain range of 0-5%. Data from each sample was
calculated using triplicate measurement.
2.5 Determination of Usnic Acid content by UV spectrophotometric method

The UA content were determined by UV spectrophotometric method described by
Nunes et al. (2011). The analysis was performed in a Shimadzu UV 1800 spectrophotometer.
2.5.1 Usnic Acid Standard Solution

A methanolic primary stock solution of UA (5.0 mg) was prepared in methanol. All
the measurements were performed at room temperature. The standard solutions were prepared
by the proper dilution of the primary stock solution with methanol to obtain working standard.
The absorbances of these solutions were fitted in the calibration curve to calculate the
accuracy and precision of the method.
2.5.2 Sample preparation for spectrophotometric analysis

To extract the sponges were cut in units of 1mm’.The sponges were diluted in
methanol to volumetric flasks of 20 ml. The misture was stirred for 5 min and sonicated for 5
min. Finally, the mixture was and diluted with methanol for drug assay by ultraviolet
spectrophotometry at 290 nm. All samples were performed in triplicate for each sponge.
2.6 Thermal analysis

DSC curves were obtained in a DSC-50 cell (Shimadzu) using aluminium crucibles
with about 2 mg of samples, under dynamic nitrogen atmosphere (50 mL.min") and heating
rate of 10°C.min"" in the temperature range from 25 to 600°C. The DSC cell was calibrated
with indium (m.p. 156.6°C; Hys = 28.54 J.g™) and zinc (m.p. 419.6°C). TG/DTG curves were
obtained with a thermobalance model TGA 50 (Shimadzu) in the temperature range 25 —

900°C, using platinum crucibles with ~3 mg of samples, under dynamic nitrogen atmosphere
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(50 mL.min’l) and heating rate of 10°C.min"!. TG/DTG was calibrated using a CaC,04.H,0O
standard in conformity to ASTM.
2.7 Infrared spectroscopy (FTIR)

The infrared absorption spectra were obtained at room temperature in the range 4000 -

400 cm-1 in KBr pellets using a PerkinElmer spectrophotometer.

3. Results and discussion
3.1 Macroscopic characteristic of sponges and pore structure

Initial inspection of the sponges indicated that all had flexible textures, as shown in
Fig. 1, with considerable bending possible prior to fracture. Given the necessity of a
combination of mechanical robustness and flexibility that will inevitably be required for in
vivo applications, these initial indications were considered to be promising.

INSERT FIG 1

In order to further elucidate the relationship between the composition and the
mechanical properties, the sponges were examined using SEM.

The porous structure of our scaffolds was achieved through a process of thermally
induced phase separation and subsequent sublimation of the solvent as described in the
Materials and Methods section. In general, porosity, mean pore size and orientation of porous
matrix are indispensable elements of biologic activity of biomaterials having open-pored
structures [12]. The effects of freezing rate on the sponge morphology were reported in many
works [13-14]. Quenching at -700C could produce a lot of small ice crystals, resulting in the
relatively homogeneous morphology [3]. SEM images of polysaccharide sponges prepared
from cross-linked and freeze-dried gelatin/alginate composite hydrogels showed extensive

arrays of ordered micro-capillaries with smooth walls (Fig. 2).



76

A Fig. 2 shows the SEM micrographs of the cross sections of scaffolds of alginate-
gelatin sponge (A and B) and UA-alginate-gelatin sponge (C and D).

There were clear differences in the appearance of the fibrillar structure of the sponges
depending on the composition. The crosslinked alginate/gelatin sponge showed a reasonably
irregular network, as shown in Fig. 2a and b. The sponge UA-alginate-gelatin, however,

showed a much more regular morphology, as indicated in Fig. 2¢ e d.

INSERT FIG 2

3.2 Mechanical Analysis
Table 1 shows the values on the mechanical properties measured in sponges. The mechanical
tests for determining the elongation understood Young's modulus, stress and strain.

The sponges containing usnic acid showed variations in the tensile mechanical
behavior. The sponge incorporated with 1% usnic acid obtained initial response character
plastic (Young's modulus = 2.3) before break at a strain of 13%, whereas with the addition of
the drug was observed at 5% greater strength (voltage) required to lower deformation,
modifying the mechanical response for the character plastic. This effect appears to be
associated with higher solids content present in the polymer solution [18, 19].

INSERT TABLE 1

These data are consistent to those observed in the images obtained by SEM, where the
sponges incorporated with usnic acid present a mesh network homogeneous and well defined
when compared to sponges biopolymers. The incorporation of usnic acid 1% led to obtaining
homogeneous structures with pore diameters smaller when compared with those incorporated
with usnic acid 5%, suggesting the tendency for elastic behavior [18]. In contrast, the sponges

incorporated with usnic acid exhibited 5% fibrillar structure more heterogenous resulting in
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decreased mechanical strength due to the presence of weak spots caused by fine fibrillar

architecture that can allow rupture [20].

3.3 Determination of Usnic Acid content by UV spectrophotometric method

The optimized UV-spectrophotometric method was applied to the determination of
UA in sponges using calibration curve method. The results show that the proposed method
was successfully applied for the assay of UA in sponges formulation.

The Table 2 shows that the concentration of UA incorporated in the sponges with 1%
UA were smaller than those incorporated with 5% UA. This result can be correlated with the
findings of the SEM where the sponges 1% UA showed lower pore size, which can lead

hinder the permeation of solvent extractor.

3.4 Thermal analysis

DSC curves of AU, pure gelatin, alginate alone, alginate-gelatin sponge, AU/alginate-
gelatin sponges (1 and 5%) are shown in Fig. 3. DSC curve of UA showed an endothermic
event between 192-210°C with a well-defined peak at 201°C corresponding to the melting
point of the drug (Fig. 3). Furthermore, the DSC curve showed an exothermic event caused by
thermal decomposition of the examined sample. This second event had a peak at 273°C. TG
curves showed an event of fast mass loss occurring in the range of 230 to 350°C (Fig. 4), as
well as further slow mass loss in the range of 350 to 900°C, which is usually attributed to the
elimination of carbonaceous material. The DSC curves of UA/alginate-gelatin sponges (1 and
5%) not evidenced the melting peak of AU at 201°C, indicating absence of free UA.

TG/DTG curves of alginate/gelatin sponge presented four steps of weight loss can be

observed: 36-145°C (12.0%), 196-270°C (18.7%), 270-515°C (31.8%) and 515-900°C
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(18.2%). The TG/DTG curves of UA/alginate-gelatin sponges showed similar profile
differing only the percentage of weight loss (Fig.4 and Table 2).
INSERT FIGURE 3 AND 4

INSERT TABLE 2

Table 2. Mass losses for (alginate:gelatin) sponge and UA/alginate-gelatin sponges (1 and
5%).

The usnic acid spectrum (Fig. 5) showed a 1690 cm™ band corresponding to a
conjugated cyclic ketone group. Weak bands at 1715 and 1678 cm’ in the infrared spectrum
are assigned to the v(C=0) non-conjugated cyclic ketone and the non-aromatic methyl ketone,
respectively. Conjugation, electron donating ring substituents and possible intra-molecular
hydrogen-bonding, all contribute to the lower wavenumber position of the aromatic methyl
ketone to 1628 cm™. It is also possible to assign the antisymmetric and symmetric v(COC)
aryl alkyl ether modes to bands at approximately 1283 and 1072 cm™, respectively. In the
FTIR spectrum of NaAlg two strong absorption peaks at 1611 and 1415 cm™ are seen. They
can be assigned to the antisymmetric and symmetric stretching vibrations of the carboxylate
group, respectively [21].

INSERT FIGURE 5
4.Conclusion

This work showed that using the biocompatible natural polymers, gelatin and alginate,
novel crosslinked sponges were successfully prepared. The absence of the melting peak of
UA at 201°C indicates that there is not free UA in the system with alginate-gelatin. The
TG/DTG curves of the alginate-gelatin-UA showed different thermal decomposition profiles

as compared to alginate-gelatin.
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FIGURE CAPTIONS

Fig 1. Photograph of alginate:gelatin sponge showing the pliability of the freeze dried

material.

Fig. 2. DSC curves of usnic acid (UA), pure gelatina, alginate alone, (alginate:gelatin) sponge
and UA/alginate:gelatin sponges (1 and 5%) obtained in dynamic nitrogen atmosphere (50

mL.min-1) and rate heating 10°C.min™".

Fig. 3. TG/DTG curves of usnic acid (UA), pure gelatina, alginate alone, (alginate:gelatin)
sponge and UA-alginate:gelatin sponges (1 and 5%) obtained in dynamic nitrogen atmosphere

(50 mL.min-1) and rate heating 10°C.min™".

Fig. 4. The infrared spectra of usnic acid (UA), pure gelatina, alginate alone, (alginate:gelatin)

sponge and UA/alginate:gelatin sponges (1 and 5%).

Fig. 5. SEM micrographs of the cross sections of porous sponges. (A) and (B) alginate-gelatin

sponge, and (C) and (D) UA- alginate-gelatin sponge.
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TABLE CAPTIONS

Table 1. Mechanical properties of the sponges without usnic acid (ALG / GEL) and 1 (UA 1%) and
5% of the drug (UA 5%).

Table 2. Determination of usnic acid in sponges

Table 3. Mass losses for (alginate:gelatin) sponge and UA/alginate-gelatin sponges (1 and
5%).
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ALG/GEL AU 1% AU 5%
Young modulus (Mpa) 6,7+28* 23+1,1% 21,1 +£6,0°
Tensile strength (Mpa) 0,94 +047* 0,29 +0,11 b 1,54+0,6*
Strain (%) 156 +6,9° 13+2,7° 71+£1,7°
Thickness (mm) 0,507 + 0,04 * 0,651 +0,175% 0,625 +0,07 *
Firmness (N/mm) 0,100 +£0,02* 0,223 +0,13° 0,221 +£0,13°
Density (g/cm3) 0,0147 +£0,001* 0,0134 + 0,001 b 0,0175 +0,001°
Table 1
Usnic acid concentration (pg/mlL)
AU% Theoretical Experimental (RSD) Recovery (%)
1.0 4.8 (0.401) 60.03
5.0 11.78 11.48 (0.140) 97.38
R.S.D.=relative standard deviation
Table 2
Sponge 1% step  Trange 2nd step Trange 3rd step Trange 4th step Trange
(%) (%) (°C) (%) (°C) (%) (°0)
Alginate/gelatin 12.0 36-145 18.7 196-270 31.8 270-515 18.2 515-900
UA/Alg-gel 1% 13.2.0 36-140 19.6 213-271 33.6 271-480 22.6 480-900
UA/Alg-gel 5% 7.8 38-180 20.2 240-275 31.2 275-518 17.6 518-900

Table 3
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