avpisooasaser  ([[NINVINANIL

et (22) Data do Depdsito: 19/10/2010

* S
o
Uiy vt
e TS
iy, AN

Republica Federativa do Brasil  (45) Data de Concessao: 03/09/2019

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: MEMBRANA DE QUITOSANA E ALGINATO INCORPORANDO FARMACOS
(51) Int.Cl.: A61K 9/00; A61K 47/36; A61K 31/28; A61P 31/04.

(73) Titular(es): LM FARMA INDUSTRIA E COMERCIO LTDA.; UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP.

(72) Inventor(es): ANGELA MARIA MORAES; ANA KELLY GIRATA; ANA PAULA RODRIGUES; CECILIA ZORZI BUENO;
NESSER CRISTIANO DE PAULA OLIVEIRA.

(57) Resumo: Membrana de quitosana e alginato incorporando farmacos. A presente invencdo descreve uma membrana
composta de quitosana, alginato e excipientes adequados, contendo ou nao um agente antimicrobiano a base de prata
estabilizada. Os polissacarideos empregados sdo biocompativeis, atdxicos e facilitam a cicatrizagao de feridas, ja o0 composto
contendo prata em sua estrutura atua sobre infec¢ées bacterianas. Diante disso as membranas de quitosana-alginato descritas
apresentam potencial para serem utilizadas na terapia de lesées de pele.
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“MEMBRANA - DE QUITOSANA E ALGINATO INCORPORANDO
FARMACOS”
Campo da Invengao

A presente invengcdo descreve uma membrana constituida de

polissacarideos e excipientes aceitaveis cgntendo ou nao um agente
antimicrobiano & base de prata estabilizada. A membrana corresponde a um
dispositivo de filme maleavel, na forma de -um gel reticulado estruturado
podendo apresentar liberagdo controlada de agente antimicrobiano. Mais
esﬁecificarﬁéhte ‘a dité "membrana inclui qhitosana, alginato, agentes
reticulantes e um agente antimicrobiano como o fosfato hidrogenado de

zirconio, sodio e prata.

et

A aplicagao da dita membrana com atividade antimicrobiana é focada na .

area de terapia de lestes de pele. A composigdo da dita membrana confere

——

propriedadesariti-trombogén'icas e hemostaticas, estimula a cicatrizagcéo e a -

reorganizagdo da histoarquitetura celular, promove redugdao da dor pelo

had]

bloqueio dos terminais nervosos e\ééeltéira o procésso_de cicatrizagao dos sitios
doadores de pele para enxerto. Além disso, a membrana proposta tem fungao
de barreira, pois previne a infeccdo pelo impedimento da entrada de
microrganismos na regiéo‘ da lesdo em contato com o meio externo. Devido a
sua adequada capacidade de absorgao de fluidos e também a sua atividade
microbicida, possui aplicagéo em feridas exsudativas, em lesdes infectadas por
microrganismos sensiveis  a prata, em lesdes crénicas e como cobertura em

cirurgias estéticas.

€.
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Fundamentos da Invengio

Diversos™ tipos de curativos comerciais contendo prata ja foram
desenvolvidos paré aplic;agéo em queimaduras e feridas infectadas, entretanto,
existem limitagées quanto a forma de atuagcao de muitos deles. Neste sentido,
destacam-se-a falta de controle na cinética de liberagdo da prata do curativo, a
possibilidade de ocorréncia de eventuais reagdes inflamatérias originadas dos
compostos a. base de prata ou da matriz que os incorpora e que possam
prejudicar a cicatrizacdo da ferida e o nivel de penetragdo do agente
antimicrobiano na ferida. Diversas fontes debatem tais limitagbes, como o
pedido de pét;;té US20050037058-A1 depositado em 14/08/2003 que discute
a aplicabilidade de curativos como o Aquacel®-Ag (Convatec, Skillman) e fibras
com carvio ativado com prata. Mlsh;; e colaboradores (Mishra, A.; Whitaker, .
S.; Potokar, T. S.; Dicksoﬁ, W. A.; The use of Aquacel-Ag® in the treatment of
partial thickness burns: -a national study. Burns, v.33, p.679-680, 2007)
descrevem que ‘esses curativos devem ser hidratados quando aplicados na
lesdo e assim o ion prata pode ser deslocado da matriz (resultando em uma
lenta liberagéo do agente antimicrgbiano) e Atiyeh e colaboradores (Atiyeh, B.
S.; Costagliola, M.; Hayek, S. N.; Dibo, S.A; Effect of silver on bﬁrn wound
infection control and healing: Review of the literature; Burns 33; p. 139-148,
2007) relatéh "éue""élguns Clirativos “revestidos com prata disponiveis
comercialmente resultam em baixa concentragao do ion no leito da lesao.

No pedido de patente US20070275043-A1 depositado em 30/04/2007 &
mencionado que outros produtos desenvolvidos que contém sais de prata

hidrossoluveis se solubilizam muito rapidamente em contato com o exsudato,
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liberando grande parte da prata incorporada logo no inicio do tratamento, o que

faz com que trocas frequentes do curativo sejam necessarias. Da mesma

forma, tém-se curativos com particulas nanocristalinas de prata que

normalrﬁente langam inicialmente uma grande quantidade de prata no leito da
lesdo, muitas vezes sob a forma de flocos, que podem levar a irritagdo da
ferida. Ainda neste sentido, de acordo com Biello (Biello, D. Nanoparticles in
Food Pose a Health Risk? Scientific American News, 2008, disponivel em

HTTP://scientiﬂcamerican.com/articlé'ﬂ.cfm?id=do-nanoparticles—in-food-pose-

health-risk) o governo" a?néricano aponta a necessidade de investigagbes mais
aprofundadas sobre nanoparticulas para uso clinico.

Distintos compostos a base de prata e de diversos outros tipos de
agentes com atividade antimicrobiana tém sido empregados no
desenvolvimento de dispositivos para aplicagdo’em queimaduras e outros tipos
de lesbes, confc">rme sucintamente apresentado a seguir.

De acordo com Ferreira e colaboradores (Ferreira, E; Lucas, R.; Rossi,
L. A.; Andrade, D.; Curativo do paciénte queimado: uma revisao de literatura;
Rev. Esc. Enfer. USP, 2003) a sulfadiazina de prata a 1% é um dos agentes
topicos mais utilizados no tratamento de queimaduraé, tendo a finalidade tanto
de desbridar a lesdo quanto de combater a infecgdo local. Seu uso é
recomendadd em queimaduras de segundo e terceiro graus. A sulfadiazina de
prata a 1% é efetiva contra uma ampla microbiota de bactérias gram-negativas
como Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella sp e Pseudomonas aeruginosa.

Sua atividade inclui também bactérias gram-positivas como Staphylococcus

aureus e Candida albicans. A solugdo é facilmente aplicada e removida e nao


HTTP://scientificamerican.com/article.cfm?id=do-nanoparticles-in-food-pose-health-risk
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provoca dor. E absorvida pelé pele, onde forma reservatérios de ions prata que
sao liberados nos tecidos. Segundo Lansdown (Lansdown, A.; Silver 2: toxicity
in mammals and how its products aid wound.repair.. Journal of wound care.
p.173-177, 2002) e Ferreira e colaboradé.hrAe;:,vv citado anteriormente, como
consequéncia disso, tal composto pode causar diminuigao de glébulos brancos

do sangue (leucopenia), descoloragédo da pele devido a deposi¢cao da prata

(argiria), peroxidagao lipidica no figado e rins, perda de identificagéo celular,

. redugdo da capacidade de proliferagdo e alteragcbes degenerativas nas

organelas citoplasmaticas e do nucleo.
Ferreira e colaboradores, citado acima, recomendam a utilizagao de

sulfadiazina de prata a 1% nos primeiros dias de tratamento de queimaduras,

. énquanto hé"”r')?é'éehg:é dé tecido desvitalizado. Essé agente tépico deve ser

éplicado duas\\'/e'zes ‘ao dia em razao da redugao da prata. No entanto, ha
dificuldades bara se atender a essa recomendagdo quando este composto é
utilizado em curativos oclusivos, em fungao do trauma fisico e emocional que
cada aplicagao pro'v'oc‘av no paciente e do alto custo dos recursos utilizados.

4 Yu e colaboradores (Yu, S.; Mi, F.; Wu, Y.; Peng, C.; Shyu, S.; Huang,
R.; Antibacterial Activity of Chitosan—Alginate Sponges Incorporating Silver
Sulfadiazine: Effect of Ladder-Loop Transition :of Interpolyelectrolyte Complex
and lonic Cros:Ii'nking on the Antibiotic Release, Journal of Applied Polymer
Sc)’ence, Vol. 98, 538-549, 2005) desenvolveram esponjas de quitosana e
éfginato contendo sulfadiazi_na de p;ata. As esponjas contém macroporos em

sua matriz que incorporam a droga, tornando o material desenvolvido,

desvantajosamente, permeavel a microrganismos. Dessa forma o mesmo nao
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protege eficientemente a lesdo de uma nova contaminacdo caso o efeito do
farmaco cesse ao longo do tratamento, além do farmaco, sulfadiazina de prata,
causar reagoes _citotoxicas.

Outro tipq de curativo, constituido de alginato e carboximetilcelulose,

esta descrito no pedido de patente WO02/36866A1 depositado em 03/11/2000.

As fibras sao formadas por extrusao ou fiagdo do material polissacaridico
obtido a partir da solugao do mesmo, apresentando a capacidade de absorver
agua. Desvantajosamente, a invengao descrita anteriormente nao é constituida
de fibras coesas, o que implica em baixa resisténcia mecanica e em dificil
;nanipulag:éo.v N

Campos"““(Campos, M. G. N; Desenvolvimento e Caracterizagédo de
Membranas de Quitosana para Recobrimento de. Feridas e Liberagao
Controlada de Farmacos; Tese de doutorado; Faculdade de Engenharia
Quimica — Universidade Estadual de Campinas; Campinas, 2007) produziu
membranas de 'quitosana incorporando agentes ativos, mas
desvantajosamente estas apresentam baixa capacidade de absorcao de
ﬂUidos. Adicionélménte, a droga contida na membrana era gentamicina ou
sulfadiazina de prata. A gentamicina € um antibjético soltivel em agua, fato que
pode causar umé ‘élta pérda de massa do agente ativo logo apés a colocagao
do curativo na lesdao, que nao poderia entdo atuar como dispositivo. de
liberagao controlada do farmaco. Er; édigéo, em fungéo do uso da sulfadiazina
de prata, o curativo deve ser trocado duas vezes ao dia, devido a desativagao

do composto por redugao da prata, o que pode gerar significativo trauma fisico

no paciente.

-- m——
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No pedido de patente US20070275043-A1 citado anteriormente sao

-~

descritos métodos de produgdo de hidrocoléides compostos por pectina,

carboximetilcelulose, 6leo mineral, poli-isobutileno, celulose purificada,

~ copolimero de estireno-butadieno e carbonato de prata, assim como de fibras

" de alginato e carboximetilcelulose incorporando carbonato de prata, de

espumas de poliuretano com carbonato de prata e de géis a base de carbonato
de prata. Embora os autores afirmem que o carbonato de prata € um sal
inorganico insoluvel em agua, consta na literatura que esse sal apresenta maior
solubilidade em &gua do que o sal_utilizado na invengao aqui descrita. Isso
f)ode acarretar em aitas perdas de liberacdo do sal de prata ja no inicio do
tratamento. Outra desvantagem €& que o material produzido consiste
fundamentalmente de fibras ndo coesas que tém baixa resisténcia mecanica e
sao de dificil manipulagao. Alternativamente, sdo obtidos géis e espumas, mas
nao filmes maleaveis. Apesar da grande gama- de aplicagdes do carbonato de
ﬁr‘ata, nao foram localizados relatos de seu usomem feridas.

No pedido de patente W0O2009/141633-A2 depositado em 22/05/2009 é
relatada a obtengdo de fibras .de -alginato e polietileno glicol contendo um
agente antimicrobiano constituido por nanoparticulas cristalinas de prata
incorporadasA ao alginato durante a formagdo das fibras pela técnica de
eletrospinning. A patente citada faz uso do solvente dimetilsulféxido (DMSO),
incompativel com uma grande variedade de materiais, e gera um biomaterial
n&o consistente, composto por fibras que dificultariam a aplicagéo e troca do

curativo em lesdes de pele. Além disso, tal método envolve desvantajosamente

o uso de uma tecnologia relativamente complexa (elefrospinning). A presente
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- invengdo vantajosamente compreende uma membrana com incorporagdo do

~ agente antimicrobiano durante o processo de preparagao de sua matriz.

RodrigUes (Rodrigues, A. P; Preparagao e caracterizagdo de membranas

de quitosana e alginato para aplicagdo na terapia de lesdes; Tese de

* doutorado; Faculdade de Engenharia Quimica — Universidade Estadual de

Campinas; Caﬂpinas, julho de 2008) incorporou o antibiético bacitracina por
impregnagao em membranas lamelares de quitosana e alginato. No entanto, a
bacitracina atua fundamentalmenteﬁem bactérias gram-positivas de comum
ocorréncia no periodo imediato apds a ocorréncia da queimadura, de forma que
déui'ativo provavelmente apresentaria limitada eficacia contra microrganismos
gram-negativos. Além disso, existe o problema das cepas se tornarem
resistentes ao farmaco, ao contrario de agentes antimicrobianos contendo

prata, para os quais séo raros os casos de resisténcia bacteriana, visto que

- existem multiplos sitios de ligagdo dos ions prata com as bactérias. Como

alternativa para solucionar o problema detectado no trabalho de Rodrigues,
citado acima, a presénte invengdo contempla um aperfeicoamento da dita
membrana constituida de polissacarideos compreendendo vantajosamente um
agente antimicrobiano a base de prata estabilizada e excipientes, que possuem
efeito sinérgico, potencializando a agéo do ativo com os constituintes da
membrana.

O documento W02010/031995A2 depggitado em 17/09/2008 trata de

um dispositivo para o tratamento de feridas composto de dois ou mais materiais

que, isolados, ndo gelificam, mas que formam um gel quando colocados em

contato um com o outro e expostos’a um fluido. Apesar da patente englobar
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~ quitosana e alginato, como a presente invengéao, o diferencial esta na formagéao

de uma membrana destes compostos e nao de um gel que se forma apenas
quando os dois compostos entram em contato com um fluido, sendo ele agua,

sangue ou exsudato da ferida. O material descrito € constituido por fibras

. aglomeradas e compactadas de dificil mahipulagéo, apresentando baixa

- resisténcia mecanica e alta-ades&o no leito da lesao, dificultando sua troca. Ja

B ‘.‘.','é'membrana da presente invengao forma uma pelicula coesa, muito fina, ndao

e '1 adesiva e com uma finalidade de funcionar como segunda pele.

" Meng e cblab_ofédores (Meng, X.; Tian, F.; Yang, J.; He, C.; Xing, N.; Li,

"_,L.';_A "Chitosan_‘and..alginate polyelectrolyte complex membranes and their

"properties for wound dressing application. J. Mater Sci: Mater Med., on line,

.'2010), também focando esforcos no uso de membranas de alginato e

“Is

.» ..quitosana, realizaram estudos de incorporagdo de sulfadiazina de prata,
'~.j§f._"ob_tendo_memb?anascom caracteristicas consideradas bastante adequadas.

“Destaca-se que as membranas produzidas por Meng, citado anteriormente,

°'ndo sao reticuladas com -cloreto de calcio, o que reduz significativamente sua

- estébilidade quirﬁica. Além disso, como ja mencionado, a sulfadiazina de prata

" ""pode resultar em acentuadas reagdes citotoxicas, reduzindo o apelo comercial

B e clinico do material. Lansdown (Lansdown, A_; Silver 2: toxicity in mammals

T20

‘and‘ how its b_roducis aid wound repair. Journal of wound care. p.173-177, 2002)

- descreve que curativos que contenham fosfato. hidrogenado de zircénio, sédio

e ‘prata, 'um‘-c‘o'mposto'de prata inorganico e insolivel em agua, nao

.- apresentam efeitos ‘colaterais como os que apresentam sulfadiazina de prata

" ‘em.sua composicdo. Diante disso, como a membrana aqui proposta apresenta
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esse composto em sua estrutura, tem atividadé'antimicrobiana sem a limitagao
da ocorréncia de efeitos colaterais intensos cor;o ocorre com a sulfadiazina de
prata.

Nesta _categori’a de curativos contendo fosfato hidrogenado de zircénio,

sédio e prata podem ser citados os curativos MaxSorb® Extra Ag (Medline),

- Select Silver® (Milliken), a espuma de poliuretano Comfeel® (Coloplast) e as

- fﬁbras de alginato com prata Invacare® (Invacare). Estes materiais, no entanto,

. sao formulados na forma de fibras, muitas vezes requerendo o uso de curativos

10

secundarios (como é o caso das - fibras compactadas dos absorventes

MaxSorb® Extra Ag e Invacare®) para possibilitar sua fixagao na regido lesada.

. Embora o uso de curativos secundarios para a fixagdo da membrana aqui

BRI 15 " ‘necessidade de realizagao de desbridamento cirurgico, o que, de acordo com

"pro'posta possa nao ser totalmente dispensavel, sua aplicagéo seria bastante

facil visto que a mesma é fina e capaz de se moldar aos contornos do corpo.

Em queimaduras de segundo e terceiro graus, existe frequentemente a

‘Williams (Williams, W.; Pathophysiology of the burn wound. Total Burn Care. p.

e 514;521, 2002), deve ser realizado logo apds o-atendimento do paciente. Apds

P

"~/ .o procedimento cirGrgico, & necessario o recobrimento da area danificada,

FRE visando manter a umidade da lesdo e a temperatura corpérea do paciente

20

controladas, além de diminuir a ocorréncia de contaminagao do local afetado, o

S . que pode ser realizado com sucesso pelo uso da membrana aqui proposta. A

- membrana de quitosana e alginato contendo prata é fina, permitindo

permeabilidade adequada’ a troca gasosa e saida de exsudato, e ainda possui
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atividade de barreira fisica e antimicrobiana, protegendo as lesdes de
contaminagao microbiana.

Uma alternativa para substituicao da péle quando um tecido autélogo
néd esta disponivel é a pele obtida de cadaveres. Porém, o transplante de pele

de outro doador é tdo ou mais complexo do que transplantes de &rgaos

" internos. Como a pele representa a interface do organismo com o ambiente

-‘externo, células especializadas do sistema imunolégico podem promover a

- rejeicdo de tecidos heterélogos. Assim, a pele alégena constitui-se em um

.'Substrato de recobrimento temporario, sendo frequentemente rejeitada apoés

uma a duas semanas. Além disso, esse método traz riscos de infecgdo por

o ";"..':v virus-como os da hepatite e da AIDS para o individuo receptor. Diante desse

" problema, sug_é're-se‘d_ uso da membrana aqui proposta, constituida dos

“polimeros biocompativeis, quitosana e alginato, que nao sido de origem

-humana, reduzindo significativamente o problema de infecgdes virais.

Outra alternativa de cobertura de tecidos lesados por queimaduras apés

o desbridamento cirirgico é a substituicdo do tecido lesado por pele

transplantada, preferencialmente do préprio paciente. Porém, esse método

. .: :1"2.0,..

pode nao ser o mais adequado em fungao da, eventual falta de um ponto de
‘coleta de pele ou de complicagdes clinicas de niveis variados, como a

Tfnorbidade que a retirada desse tecido pode causar, o que poderia ser

~.contornado, por exemplo, pelo uso de curativos apropriados também para a

cobertura das areas de doagao de pele saudavel do paciente. Neste sentido,

como a membrana da presente invencao constitui-se de uma pelicula coesa,
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fina, ndo adesiva, também tem a finalidade de atuar como uma segunda pele
no tratamento de lesGes dérmicas.
|
. A presente invengao se mostra uma alternativa vantajosa, uma vez que
a membrana desenvolvida é biocompativel, bioabsorvivel e quando umedecida

€ anatdmica, adaptando-se aos contornos do corpo. A dita membrana possui

adequada capacidade de absorgao de exsudatos e apresenta baixa perda de

- massa quando em contato com fluidos similares aos corpéreos, fato que indica
' que nao precisa ser trocada com frequéncia, diminuindo o trauma ocasionado
" pela troca da membrana. Além disso, é capaz de formar uma pelicula coesa,

muito fina, permitihdd permeabilidade adequada a troca gasosa e saida de

' ~ exsudato, com adequada resisténcia-mecanica e com a finalidade de funcionar

15

como segunda pele. E estruturada, estavel e nao adesiva facilitando sua
. -fixagao na ferida e garantindo praticidade na aplicagao e, caso necessario, na
remogdao da membrana. A membrana de quitosana e alginato contendo um

R agente antimicrobiano a base de prata estabilizada possibilita sua aplicagao em

- lesGes infectadas e, vantajosamente, para estes agentes contendo prata sdo

i raros -0s casos de resisténcia bacteriana, visto que existem muiltiplos sitios de

ligagcdo dos ions prata com as bactérias.

Diante das informagoes disponiveis no estado da técnica, algumas das

propriedades dos dispositivos formados por quitosana e alginato, quando em
conjunto, sdo melhoradas em relagdo as dos polissacarideos isolados,
: ‘observando-se, por exemplo, maior estabilidade a variagbes de pH e maior

- eficiéncia no controle da liberagdo de principios ativos neles incorporados.

.. Vantajosamente, a associagao de alginato a quitosana pode atuar de maneira
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poéitiva na absorgao dos fluidos das lesdes e.ainda, reduzir o custo final dos
dispositivos e, além desta associagdo, a presente invengao confere melhor
eficiéncia da mémbrana com uma composigao preferencial contendo, entre os
bioativos, compostos a base de prata, objeto da presente invengao.

Breve Descrigao da Invengao

A presente invengao descreve uma membrana em forma de estruturas

- lamelares, compreendendo polissacarideos naturais, como quitosana e

o alginato, incorporando um ou mais excipientes aceitaveis, contendo ou nao um

" agente ah-timicro'b‘ia}'no' a base de prata estabilizada.

O complexo de pollssacarldeos & constituido, preferencialmente, de

qu1tosana e algmato sendo possuvel a substituicdo do alginato por xantana,

‘pectma ou carragena A quntosana empregada em solugao de acido acético
._."glacllal de 0,5,3 _2% (m/y), preferenmalmente 1% (m/v) e o alginato em solugao
,éqt;oéa de 025 é ,'1:%(m/v), p'refere.ncialmente 0,5%. A dita membrana é
| forrﬁada por uma mistura na propor¢ao de 1:1 de solugao de alginato e solugéao

. de quitosana misturada na proporgao de 50% de acetona.

Os excnplentes empregados sao selecnonados do grupo dos agentes

' ‘.--retlculantes ta|s como os.ions blvalentes calcno e sulfato, ou outros agentes
' multifuncionais, como glutaraldeido, aglicona genipina, preferenmalmente ions

~calcio, ou a mistura dos mesmos. —

A memb_rana'tambjém pode apresentar em sua composi¢gdo um agente

~ " antimicrobiano sélécionado para a configuragao preferencial da presente

~invengdo um 'composto inbrgénico praticamente insolivel em agua que contém

prata. E possivel realizar a incorporagdo do agente antimicrobiano em
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~as

_ proporgées preferenciais variando de 0,05 a 2% de prata na mistura

.polissacaridica.

A membrana é empregada como barreira fisica impedindo a entrada de
microrganismos na regido lesada ou como suportes (scaffolds) para o

crescimento de células animais, com aplicagao em medicina regenerativa e em

-éreas correlatas Adicionalmente a membrana contendo o agente

>__ant|m|crob|ano a base de prata pode ser empregado na terapia de lesdes de

'--‘:""-"'pele provenlentes prmcnpalmente de - quelmaduras por sua atividade

o 'antlmlcroblana e estlmulo a mcatnzagao

Breve Descngao das Flguras -

»A estrutura,e.ope_rac;ao da ‘inv'engéo, juntamente com vantagens

- adicionais da mesma poderao ser melhor entendidas mediante referéncia aos

. desenhos em anexo e as seguintes descrigées:

A Figura 1 mostra cortes transversais da membrana compreendendo

5 *-,‘membranas de quutosana e alglnato e, (a) 0% (b) 0,05%, (c) 0,1%, (d) 2% (e)

706,01, 1% (g) 2% de agente antlmlcroblano a base de prata.

Na Figura 2 sao apresentados dados de elwgao em solugao de tampao

:,fosfato (PBS) da prata incorporada em membranas obtidas na presenga de

."'“_d|stlntas proporgées do agente antimicrobiano.

g

| Na'Fig_Uré 36 mqsfrada a morfologia da superficie e cortes transversais

-~ .de um exemplo de concretizagdo da presente invengdo, compreendendo

.~ membranas de quitosana e alginato e, o tensoativo biocompativel Pluronic

7 Feg®,
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Na Figura 4 indica-se a morfologia da superficie e cortes transversais de
um exemplo de concretizagdo da presente invengdo, compreendendo

membranas de quitosana e alginato e, o tensoativo biocompativel Tween 80°.

" Descrigdo Detalhada da Invengao

A presente invengdo descreve uma membrana de estrutura lamelar

porosa ou nao, compreendendo polissacarideos naturais, como quitosana e

.-+ alginato, e um ou mais agentes reticulantes, podendo ou nao conter o agente

%" antimicrobiano a base de prata estabilizada, para aplicagao no tratamento de

lesdes de pele proveniente principalmente de queimaduras.

. Quitosana

A quitosana é (_Jm polimero natural obtido pela desacetilagao da quitina e

f_j:-apfégenta ‘propriedades  antimicrobianas (como agente  bactericida,

s

.‘.'_';bacteriostétiCo,. fungicida e fungistatico) e cicatrizantes. E biocompativel e
naturalmente degradada no organismo (0 monémero e os oligdmeros de

"glucosamina sao substancias que participam de rotas do metabolismo animal),

- apresentando a propriedade de formar géis em solugdes acidas fracas, o que

120

* ‘possibilita sua utilizagao em formulagées farmacéuticas para aplicagbes topicas
- em ferimentos, queimaduras e/ou vesiculas oriundas de agressées fungicas ou

~ bacterianas. A quitina e a quitosana vém despertando grande interesse de

cientistas e tecnélogos.como materiais poliméricos com aplicagées na area

' biomédica. Estes polissacarideos, além de apresentarem propriedades
. biolégicas adequédas, ainda tém diversas outras caracteristicas tecnolégica e

economicamente relevantes. A quitina, por exemplo, consiste em residuos da
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~indastria da besca produzidos a partir do processamento da carapaga dos

crustaceos, tendo, portanto, alta disponibilidade e baixo custo.

No campo de aplicagdes biomédicas, a quitosana & amplamente

‘estudada, e suas interagbes especificas com componentes da matriz

extracelular e fatores de crescimento tém levado ao aumento de sua utilizagao

. __na area de engenharia de tecidos, como no reparo da pele, ossos e cartilagens.

.'Testes C|lnICOS mostram que blomatenals baseados em quitosana nao resultam

f;'iem reagoes alerglcas no corpo humano apo6s implantagéo, injegao, aplicagao

g »»'toplca ou mgestao (Khor E Lim, L.Y. “Implantable applications of chitin and

chitosan”; Blomatenals v. 24, p. 2339—2349 2003) Além de ser um polimero

| "’1.._b|oat|vo a quutosana é'um agente homeostatico, que apresenta propriedades

f"'antl-trombogenlcas Tambem possun a capacndade de estimular o sistema

»ZAlmune do orgarLsmo contra infecgoes V|ra|s e bacterianas. Finalmente, favorece

15 0ssos).

. a regeneragao.de teC|dos moles (como a pele) e duros (como por exemplo, os

= Fou observado que ollgossacandeos resultantes do metabolismo da

"'*."ij."_*qwtosana tem efelto estlmulatorlo nos macroéfagos e, tanto a quitina como a

R 'quitosana séo quimiotéticos para neutréfilos, estimulando a formagéao de tecido
: -"':"granuloso e acelerando a reepitelizagao (Chatelet C.; Damour, O.; Domard, A;
o “lnﬂuence of the degree of acetylation on some blologlcal properties of chitosan
':‘i'?jif Ims" Blomatenals V. 22 p. 261-268, 2001). Para a utilizagdo da quitosana na

"_'cura de feridas, sua lnteragéo com as células presentes na pele é fundamental.

o A broliferagéo dos queratinécitos- sobre membranas de quitosana esta
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relacionada com o grau de acetilagdo das mesmas, sendo que uma menor

P

acetilagao favorece o crescimento dos queratinécitos.

) Alginato

O alginato é um polissacarideo natural extraido de algas, sendo utilizado
nas indUstrias farmacéutica e alimenticia e também na preparagao de matrizes

poliméricas para a encapsulagado de farmacos, macromoléculas e células. Esse

material é relativamente inerte, biocompativel, biodegradavel e resulta em géis

w de e_levada porosidade com boas propriedades mucoadesivas, sendo relevante

' sua épliéagéo_gg" produgao de dispositivos biomédicos.

A capécidade’de gelificagdo dos alginatos auxilia na remocao das

"'-‘j-coberturas preparadas ‘a- partlr deste composto, uma vez que estas nao

".'provocam adesac no lelto da leséo © que diminui a dor e o trauma associados

| és trocas de.curatlvo. A utlllzag:ao de curativos contendo alginato em pacientes
‘ ,queimados pode promover redugdo da dor pelo blogueio dos terminais

-\ nervosos e acelerar o processo de cicatrizagdo dos sitios doadores de pele
S {::fpara enxerto (Paul 'W.;-Sharma, C.P. Chitosan and alginate wound dressings: a

-?‘_.fshort review. Trends in Blomatenals & Artifi c:al Organs v.18, p.18-23, 2004).

:‘Aqente Antlmlcroblano '

O uso de substéncias quimicas tem sido fundamental na prevengéo e

?.f.:'_.gtérapia de infecg:ées.’ Uma das estratégias que tem ganhado atengao € o uso
. dé metais nobres, senido a prata a mais utilizada. Atualmente, a prata tem sido
apiiéada no tratamento de infecgbes encontradas em queimaduras, feridas

< .abertas e tlceras crénicas, sendo o composto fosfato hidrogenado de zirconio,

©s6dio e prata empregado para este fim.

s e,
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Membrana de quitosana, alginato e prata

O complexo de polissacarideos contendo um agente antimicrobiano tem

. apresentagdo na forma de membranas sem poros que atravessam sua

espessura, sendo, portanto, capazes de proteger as lesbes de contaminagao
microbiana. Esta membrana confere uma eficiéncia diferenciada frente aos

disponiveis no mercado, pois reune em constituicao variados compostos

-bioativos, desde os proprios componentes polissacaridicos, assim como o

composto contendo prata e um excipiente biocompativel.

Dentre os agentes antimicrobianos foi selecionado para a configuragao

preferencial da presente invengdo um composto inorganico praticamente

- insolivel ou pouco solivel em &agua que contém prata. O dito agente

150

L antimicrobiano'é'éelecionado preferencialmente dentre um agente constituido

,: de redes tridimensionais de fosfato hidrogenado de zircénio, sédio e prata, com

muitas cavidades equidistantes. Tal composto, quando associado @ membrana

da presente invengao, vantajosamente, implica em menor perda de massa

" ‘precoce e em uma liberagao do composto nas feridas de forma mais controlada

- do que simplesmente pela forma incorporada em gel, ja que os ions prata ficam

' 'vdistribuidos na estrutura lamelar, permitindo maior controle de sua cinética de

. liberagdo. A prata € muito eficaz contra uma :grande variedade de bactérias

0" gram-positivas e Qram-negatiVas, garantindo amplo espectro de uso da

membrana. E poésivel realizar a incorporagdo do agente antimicrobiano em

propor¢cdes preferenciais variando de 0,05 a 2% de prata na mistura

" polissacaridica sem, no entanto, restringi-las a tais valores.
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A presente invengao, vantajosamente, empregou em suas configuragdes

da membrana tensoativos biocompativeis em sua composigao. Os tensoativos

podem preferencialmente ser selecionados dentre os derivados sorbitano

mono-9-octadecanoato poli(oxi-1,2~etanodiilic<;) (Tween 80%) ou dentre

5 copolimeros nao i6nicos de polioxietileno-polioxipropileno (como o Pluronic
.. F68%). | |

: | As membranaé' constituidas de polissacarideos dispersos com o auxilio

'."do‘s tensoativos descritqs acima e livre do agente antimicrobiano, apresentam

- potencial de uso como suportes (scaffolds) para o crescimento de células

A"'v':#:'.'anirhais, com aplicagdo em medicina regenerativa e em areas correlatas. A
';‘-:_4é's's.qb.ié"géo dos tenééétiilc;s além de contribuir vantajoéamente para uma
j,"fhé'lﬁor"disperééb. d'oé polissacarideos,' também auxilia a dispersao do agente
': -- i_ra\ntimicrobiano na mistufa, dando origem a membranas mais homogéneas, tal
N :-"Zc_:‘ara‘ctéristica 'prorhove maior controle da taxa de liberacao do principio ativo.

| - : Os éxcipiehtes_veﬁwpfegados na composicao da membrana sao agentes
- :.-fetiCulantes dos poliééadarfdeos formadores das membranas, que podem ser
fselecionados dentre cations e &anions bivalentes, preferencialmente caicio,
.:-:‘sul,fato,.aglicona genipina e a misturas dos mesmos.

L Exefn -Io 1: Obtencdo da membrana.

" Os seguint‘e"s CO'mpostos sdo0 necessarios para o processo de produgao
““‘da membrana: quitosana; alginato de sodio; acido acético glacial; acetona;

:'-_fosfato hidrogenado de zircénio. sédio e prata; cloreto de calcio dihidratado

. I':‘(CaCl'z.ZHzO); e hidroxido de sodio (NaOH). Podem também ser empregados
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outros pollssacandeos como xantana, pectina;-carragena, dentre outros, além
de outros tipos de polieletrélitos biocompativeis.

Neste exemplo de concretizagdao para' obtengdo da dita membrana,'
objeto da presente invencao, sé; preparadas inicialmente as seguintes

solugdes: alginato de sédio a 0,5% (m/v) em agua deionizada, quitosana a 1%

(m/v) em acido acético glacial a 2% (v/v), hidréxido de s6dio a 1M e cloreto de

- calcio a 2% (m/).

O procedimento utilizado para a “preparagdo dos complexos

'_‘poinSSac’:‘arid'ic’qs*,é baseado na metodologia descrita por Rodrigues (Rodrigues,

A. P; 'Preparagéo e cafacterizé(;éo de membranas de quitosana e Alginato para

apliCégéb ‘na terapia de lesées; Tese de doutorado; Faculdade de Engenharia

‘Quimica — Universidade Estadual de Campinas; Campinas, julho de 2008) e

adaptada por-Buenb (Bueno, C. Z; Influéncia do tipo de estratégia de reforgo
das propriedades mecanicas nas caracterisiticas de membranas de guitosana e

alginato projetédas para o recobrimento de lesdes de pele; Dissertagao de

""_'v:mestrado Faculdade de Engenharia melca — Universidade Estadual de

' Campmas Camplnas maio de 2010). Com o auxullo de uma bomba de infusao,

a uma dada vazao, uma solugédo de qu:tosana e acetona (na proporgao 1:1 em

volume de solugdo de quitosana/acetona) é adicionada lentamente a solugao
~de alginato colocada em um reator encamisado de ago inoxidavel, na mesma

prdborgéb em volume. Durante a adigéo, o sistema & mantido sob agitagao

constan'te a 500 rpm (por exemplo, através de agitador tipo hélice do tipo pas

' inc'iinadas) e temperatura de 25°C.



e

P

10

. bivalentes e (NH4)2SO%.

15

.20

20/29

Ao término da adigdo da solugdo de quitosana, aumenta-se a taxa de
agitacao para 1000 rpm e a mistura é agitada por aproximadamente 10
minutos. A seguir, adiciona-se solugdo de NaOH a 1 M em uma razao de
aproximadamente 0,1:1 em volume de solugdo de NaOH para solugcédo de

alginato inicial, mantendo-se a agitagéo do sistema por mais de 10 minutos.

- Por fim, adiciqna-se uma solugéo de CaClz a 2% (m/v) em uma razao de 0,02:1
“en'i volume de solugdo de CaCl, para solugado inicial de alginato, a qual

~ permanece sob agitagao por 10 minutos.

Por este procedimento s&o obtidas membranas lamelares. Caso sejam

desejéveis membranas porosas, pode-se adicionar ao alginato tensoativos

biocompativeis como Pluronic F-68® e Tween 80°. Outros agentes reticulantes
podem ser empregados, como a aglicona genipina, ions fosfato, cations

" Para a incorporagao do fosfato hidrogenado de zircénio, sédio e prata o
mesmo é adicionado na forma de p6é & mistura contendo os coacervados em

proporgées diVersas até 2,0% de prata em relagdo a massa total de polimeros

" presente .na mistura. Apés a etapa de incorporagao do fosfato hidrogenado de

zirconio, sodio e prata, a suspensao obtida & desaerada, caso desejavel, por
120 minutos.

Em seguida, a mistura é dividida igualmente em termos massicos e

g submetida a Ufa etapa de secagem.a temperatura de 37°C por um tempo

L ‘bfe'fere’-ncial—de 24 horas, sob fluxo constante de ar. Ao término da secagem,

cada membrana é imersa em 150 ml"de solugdo de CaCl, a 2% por uma hora.

Para a retirada do CaCl, em excesso sao feitas mais duas imersdes de uma
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hora em 200 ml de agua deionizada. A secagem final é realizada a temperatura
ambiente por 24 horas.

As membranas obtidas ao final do processo podem ser esterilizadas por
6xido de etileno, radiagdo gama ou outros métodos que nao alterem as

propriedades do material obtido.

- - Exemplo 2: Incorporagdo do composto -antimicrobiano has membranas

.~ O -aspecto ‘dos cortes transversais..das membranas isenta de
antimicrobiano e contendo o composto em variadas proporgdes & apresentado
. . / .
na Figura 1.

As membranas s&o compostas por multiplas lamelas. A medida que se

- :au'r'nenta‘a cbncéntragéo do fosfato hidrogenado de zirconio, sédio e prata,

observa-se um aumento no nimero das lamelas e isso reflete em um aumento

na espéssura das membranas. Ma e colaboradores (Ma, L.; Yu, W.; Ma, X.

Prepairation ‘and characterization of novel sadium alginate/chitosan two by

20 .

.'c;oh""nposi'tevi mémbrénes. Journal -of Applied Polymer Science, v. 106, p. 394—

399, 2007) sugerem que substitutos poliméricos da derme devem ser mais

finos que a pele humana normal, cuja espessura varia entre 500 e 2000 pym,

" dependendo da idade, sexo e regiao do corpo. Dessa maneira, as membranas
- _poliméricas apresentam potencial para o uso na terapia de lesGes de pele, uma

vez que possuem espessura variando de 87 a 520 um no estado seco, e de

115,6 a 2199 pm no estado timido.

As membranas preparadas apresentam eficiéncia minima de

L i'n'corpo}r‘a»géq do fosfato hidrogenado de zirc6ni6, sodio e prata de 87% em sua

_-estrutura, cqnfdhﬁe detecgao por espectroscopia de absorgao atémica.
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Exemplo 3: Absorgédo de fluidos

Curativos devem ser capazes de, se necessario, absorver o fluido
presente na leséo. Para a determinagao do perfil de absorgao, corpos de prova
de dimensdées 2 cm x 1 cm (em triplicata) podem ser expostos a agua

deionizada, solugao de cloreto de sédio (NaCl) a 0,9%, soro fetal bovino (SFB)

_ e fluido corpéreo simulado (FCS). Cada corpo de prova deve ser pesado em

- balanga analitica, para a determinagdo de sua massa inicial e posteriormente

hidratado com 10 ml das referidas solugbes por 24 horas em estufa a 37°C. A
capacidade de absorg¢ao de fluidos é determinada por meio da equacgao 1:

v —_ (Mu —Mi)
w M.

1

c (Equagzo 1)

- onde M; refere-se a4 massa inicial da amostra em equilibrio com o ambiente e

s

20

M, refere-se &4 massa da amostra umida.

As membranas de quitosana e alginato com fosfato hidrogenado de

zirconio, _sédio e prata mostram-se capazes de absorver até 42,3 g H,O/g

‘A'me'r‘ﬁbrana, 234 g solugao salina/g | membrana, 15,0 g fluido corpéreo

simulado/g membrana e 16,8 g soro fetal bovino/g membrana.

Exemplo 4: Estabilidade em solucoes

Os curativos, mesmo que sejam do tipo reabsorviveis, nao devem sofrer

"'.dégradé&;éo pré,cbcé,I sob pena de ndao mais proteger eficientemente a lesao.

Ehéaids de estabilidade podem ser-feitos em agua, solugéo a 0,9% de NaCl,
SFB e FCS. Para esta avaliagdo, as membranas podem ser cortadas em

corpos de prova de dimensdes 6 cm x 1 cm, sendo os ensaios realizados em

- triplicata. Primeiramente, os corpos de prova sao pesados em balanca analitica

para determinagdo da sua massa inicial. Os corpos de prova s&o entao imersos

o
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em 10 ml daé referidas solugées por'um periodo de uma semana a 37° C. Apds
este periodo, as amostras sao retiradas, imersas em 20 mL de agua Milli-Q
durante 5 minutos, para remover sais ou proteinés em equilibrio com as
merhbranas (foram repetidas por cinco vezes essa lavagem) e secas em estufa
a 37°C até aﬁngirem massa constante. A perda de massa & determinada por
meio da Equacgéo 2:

anade

o (M =M)) .
M =~—M—><100 (Equagao 2)

P
i

onde M, refere-se 4 massa inicial e - refere-se a massa final apés o periodo

de incubagao nas solugoes.

~As membranas contendo fosfato hidrogenado de zirconio, sédio e prata

apréSehtam tipicamente o comportamento de perda de massa descrito na

Tabela 1 . 

As porcentagens mais altas de perda de massa s&o verificadas nas

s 'mempra'nas imersas_em .agua, sendo que para membranas preparadas na

20

-b'reéehgé do .agente antimicrobiano esse valor varia de 8,0 a 27,5% e para

“membranas isentas de agente antimicrobiano, & de 10,9%. Por outro lado,

quando expostas a fluidos similares ao corpo humano, apresentam baixa perda

de massa, o que indica que as membranas sao estaveis quando expostas a

" fluidos simulados ao do corpo humano. O fato das membranas serem estaveis

.quando expostas a fluidos ‘indica. que ela nao precisa ser trocada com

frequéncia, diminuindo o trauma ocasionado pela troca.

_,_Tabela 1: Dados de perda de massa em diferentes tipos de fluidos: fluido

¢orp6reo simulado '(FCS), solugdo 0,9% (m/v) de NaCl (SS), soro fetal bovino

'(SFB) apés 7 dias.
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e ok

Conc. prata Perda de Massa (%)

(%) ~~  Agua SS FCS SFB
0,00 10,93+0,28 7,24+ 0,53 5,76 + 0,29 2,92+0,22
0,05 8,01+ 0,20 7,50 + 0,88 7,12+ 0,23 6,85 + 0,47
0,10 27,56+3,98 801+004  7,07+002  621+0,22
0,20 9,69 + 0,50 5,78+ 0,17 5,15+ 0,58 0,95+ 0,12
0,60 16,44 +1,20  5,13+0,71 8,68 + 0,76 0,82 + 0,09

1,10 20,11 +£1,52  6,53+0,03 9,57 + 0,78 0,40 + 0,06
2,00 27,53+1,44  7,2210,04 10,64 + 0,49 0,42 + 0,05

~ Staphylococcus aureus.

e ~ Exemplo 5: Atividade antimicrobiana

o ' Estes t_eétés podem ser realizados de acordo com a norma ASTM G21-

09 em, p_‘élo me'nos,"d‘.uplicata, empregando cepas de Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa.

A ~>‘Na Tabela 2 observa-se a élassiﬁcagéo da atividade antimicrobiana,

'ondAe"-'NA é 'néo_ aceitévél; A é aceitével; S é satisfatorio e AS é altamente

satisfatério, para a membrana controle, constituida somente de quitosana e

. alginato, e para a membrana preparada na presenca de 1,1% de prata. A

L _fhérhbrana constituida d_e'prata apresenta eficacia antimicrobiana satisfatoria

contra‘as cepas testadas, com adequado poténcial de uso na aplicagcdo em

feridas infectadas por Pseudomonas aeruginosa e principalmente, por

b

- " Tabela 2: Atividade""antimicrobiana das membranas com e sem prata.

Membrana preparadas na

Membrana sem prata
presenca de 1,1% de prata

Cepas-

‘ Halo o
Caodigo Caodigo Halo (mm)
- (mm)

P aemgihosa’ ~ NA 0 S 4
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S aureus” NA 0 AS 6
Exemplo 6: Citotoxicidade in vitro

Estes ensaios podem ser realizados de acordo com a norma ASTM
F895-84. Uma das linhagens celulares comumente utilizadas para este fim € a

NCTC Clone 929, que consiste de células de tecido conjuntivo de camundongo

(ATCC CCL1).

- Na Tabela 3 s@o apresentados os indices de zona, onde 0 ¢ nenhuma

zona sob e ao redor da amostra; 1 é alguma alteragéo ou degeneracgao celular

sob a amostra 2 e zona Ilmltada sob a amostra; 3 zona limitada entre 0,5 a 1

- -cmao redor da amostra €4 é zona superior a 1 cm ao redor da amostra, para

as analises de cntotoxwldade das membranas contendo 1,1% de prata.

Tabela 3: Athldade antimicrobiana das membranas com e sem prata.

indice de Zona
Amostra
: : N2 1 N2 2 N2 3 N° 4
- Membrana com 1,1% '
- : o 3 -3 3 3
de p;ata'. -
Contrble negativo
_ o 0 0 0 0
~ (filtro at6xico)
: -Controle positivo’ .
4 4 4 4
(Iatex toxico) -

Observa se que a membrana preparada na presencga de 1,1% de prata

apresenta efeltos citotoxicos moderados, o que ja era de certa forma,

- esperado. De acordo com Atiyeh e colaboradores (Atiyeh, B. S.; Costagliola,

M.; Hayek, S. N.; Dibo, S.A; Effect of silver on burn wound infection control and

healing: Review of the literature, Burns 33; p. 139-148, 2007) a prata apresenta

efeitos téxico,s_:é .queratinécitos e fibroblastos. Esse efeito também pode ser
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observado eh outros curativos ja-comercializados como, por exemplo, o
Aquacel®l Ag da Convatec.
No entanto, pode-se ressaltar que os beneficios da utiliza’géo de
membranas com prata superam a desvantagem de seu efeito citotdxico, pois a
5 prata nao apresenta efeitos colaterais sistémicos e melhora de forma geral o
processo de cicatrizagdo. Além disso, séo raros os casos de resisténcia
- bact'eria.'nAa é‘pkf;fa,"\‘/‘i_s_tp che existemr multiplos sitios de ligagao dos ions prata |
B com és‘béctéfias._ '. | |
- ; Exemplo 7:"C‘orﬁgort‘am'ento quanto A capacidade de drenagem de agua
: ‘_ iO‘ A taXé d‘e‘d'f_enaéem de agua & um importante fator a ser considerado no
- ,.-désenvol\)imento de curativos, pois estes devem ser capazes de impedir o
' 'alci:l,]m'ulo‘ de exsudatos e a desidratagdo excessiva da les3o. Na Tabela 4 sao
apféséhtéd_os os 'valéres de capacid-ade de drenagem das membranas

preparadas na presenga de diversas concentragées de prata.

- 15 - A". '.i Tabgla 4 Cépécidade dé drénagem de agua pelas membranas
Cohéent’ragé’o de prata | Capacidade de drenagem
(%) N (g/m*dia)
0,00 o 12.109,15 + 512,09
- 0,05 | 7.198,71 + 129,09
0,10 5.349,12 + 315,36
020 5.176,92 + 214,19
0,60 , 4.916,71 + 319,3
110 | 4537,24+3473
L. . 200 | 4.458,11+175,8

A. taxa ein"contrada nesse estudo para membranas de quitosana e
ERR aigiha@td sem o fosfato hidrogenado de zircénio, sédio e prata foi de 12.109,15

~.g/m*dia, 0 que esta de.acordo com a literatura. Rodrigues (Rodrigues, A. P;
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Preparacdo e caracterizagdo de membranas_de quitosana e Alginato para
aplicagdo na té?apia de lesbes; Tese de doutorado; Faculdade de Engenharia
Quimica - Universidade Estadual de Campinas; Campinas, julho de 2008)
obteve taxas de drenagem entre 12.219 a 14.343 g/(m?dia) para membranas
constituidas de quitosana e alginato sem incorporacao de farmaco.

Obsewa-se que a capacidade de drenagem das membranas de

. quitosana e alginato incorporando fosfato hidrogenado de zircénio, sddio e

"_‘praté ‘se. reduz conforme se eleva a concentragdo do composto na mistura

inicial. Isso se deve, possivelmente, ao aumento da espessura das membranas

‘devido a presenga das particulas do agente antimicrobiano localizadas entre as

- ‘ﬁb‘réé dé quitosana e alginato, dificultando a permeagao da agua.

—

" De acordo. com Behar e colaboradores (Behar, D.; Juszynski, M.: Hur, N.
B.; Golah, J.; Eldad, A.; Tuchman, Y.; Sterenberg, N.; Rudensky, B. Omiderm, a
new synthetic wound covering: Physical properties and drug permeability

stljdies. Joumal-' of Biomedical Materials Research, v. 20(6), p. 731-738, 1985) a

pele saudavel perde ém média cerca de 240 g/(mZdia). Lamke e colaboradores

(Lamké' L.O.; Nilsson, G.E.; Réithner, H. L. 'l:he evaporative water loss from

- burns and the water permeability of grafts and artificial membranes used in the

- treatment of burns. Burns. p.159-65, 1977) relatam que a perda de agua para a

a0

pele les'ada"podé Vériar de 279 ¢ 26 g/(m?*dia) para queimaduras de primeiro

grau a 5138 + 202 g/(m*dia) para uma ferida granular. Balakrishnan e

. colaboradores - (Balakrishnan, B.; Mohanty, M.; Umashankar, P. R

- Jayakrishnan, A. Evaluation of an in situ forming hydrogel wound dressing

"‘bésed on oxidized alginate and gelatin. Biomaterials, p. 6335-6342, 2005)

L eammwr—a
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afirmam que curativos com taxas de 2000 a 2500 g/(mz'di_a) promoveriam um
nivel adequado de umidade para feridas,~sem . permitir que ocorresse
desidratagdo excessiva. Por outro lado, Behar e colaboradores, citado

inicialmente, consideram os valores de permeabilidade a agua préximo a 5000

g/(m?*dia) como ideais para curativos utilizados em feridas com alto grau de

- exsudato. Diante disso, a membra;\a de quitosana e alginato preparada na
. breséng:a de prata e apresentada na presente invengao pode ser utilizada em
fer_fdas’ éxSud_ativés. | _
| Exémglo ‘8: Comgortatﬁento quanto a liberacéo da prata incorporada
BETENS

. Merﬁbrénas prepéradas na presenga de 0,05 a 2,0% de apresentam o

L be'rfil de eluigao tipico de prata mostrado na Figura 2. Observa-se que com o

‘aumento da concentragdo da prata na membrana, ocorre um aumento na

concentragéo da prata eluida. O valor maximo obtido foi de 60 ppm para

- '_'me_mbranas de quitosana e alginato preparadas na presenca de 2% de prata.

..':‘1.5'.'."

Va]ores equivalentes sao relatados no pedido de patente US20070275043-A1,

. débositado'em 30/04/2007 por Freeman e colaboradores, da ordem de 50ppm

para curativos de alginato e CMC. Ainda, curativos comercialmente disponiveis

"~ como oquuacel®-‘Ag é Silver Alginate® |l apresentam valores de 70ppm e

20

) :5.5pbm,l_resbectiv\'/amen'te.

Exemplo 9: Obtencdo de membranas lamelares porosas

‘ ', Parao ﬁrebafo de membranas lamelares porosas adiciona-se 1,8ml de
Tween _80® ou 1,8g de Pluronic F68® a 180 mL de solugzo de alginato a 0,5%,
previamente a adig&o deéta ao reator. As outras etapas seguem conforme ja

descrito, sem a etapa de incorporagdo do fosfato hidrogenado de zircénio,

N e
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sédio e prata. Membranas com as _gropriedades médias listadas na Tabela 5
sdo obtidas, apresentando morfologias de superficie e secgao transversal
conforme ilustrado nas Figuras 3 e 4.

Tabela 5. Cbmparagéo entre membranas com os surfatantes Pluronic F68%® e

5 Tween 80%, nao incorporando fosfato hidrogenado de zircénio, sédio e prata.

Propriedade Com Pluronic F68®° Com Tween 80°%
Espessura (um) - 410,00 + 60,0 380,00 + 30,0
- Espessura ap0s exposigao a agua |
_ ' ' 1310,00 + 80,0 1480,00 + 170,0
(um)
Absorcao de agua em 24 h (g9/g) - 13,83 £ 0,42 13,67 £ 0,49
Perda de massa em agua apés 7
o : 30,47 £ 2,16 31,38 £ 0,98
. dias (%)

Exemplo .10: Obtencao de membranas lamelares porosas contendo fosfato
| hidrogenado de zircénio, sédio e prata
Para o preparo de membranas lamelares porosas adiciona-se 1,8mL de
. Tween_ 80% ou 1,89 de Pluronic F68® a 180 mL-de solugao de alginato a 0,5%,
10 ] -pr:é\-iiam'etnté' 'é..ladig:éq desta a0 reator. ‘As outras etapas seguem conforme ja
| descrito. Sao obtidas membranas com as propriedades médias listadas na
Tabela 6. :

Tabela 6. Comparagao entre membranas com os surfatantes Pluronic F68®e

L]

Tween 80%, prepavrad.as na presenga de 1,1% de prata.

‘Propriedade Com Pluronic F68® Com Tween 80°

Espessura (um) 720,00 + 15,0 610,00 £ 21,00

Espessura apds exposi¢ao a agua (um) 1480,00 + 35,0 1210,00 £ 13,00
'Absorgéo'dé-_égu_a em 24h (g/g) 28,12+ 0,10 25,09 £ 0,16

" Perda de massa em agua em 24h (%) 12,21 0,89 10,13 + 0,08

o
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Reivindicagdes

1. Membrana caracterizada por conter polissacarideos naturais, um
agente antimicrobiano a base de prata estabilizada e excipientes
aceitaveis.

5 2. Membrana, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por
compreender, preferencialmente, os polissacarideos naturais quitosana
e alginato.

3. Membrana, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada pelo fato do
alginato poder ser substituido por xantana, pectina ou carragena.

10 4. Membrana, de acordo com as reivindicagbes 2, caracterizada por
compreender uma solugdo de alginato de sédio em agua variando de
0,25 a 1% (mlv), preferencialmente 0,5% (m/v).

5. Membrana, de acordo com as reivindicagdes 2, caracterizada por

compreender uma solugdo de quitosana em &cido acético glacial
15 variando de 0,5 a 2% (m/v), preferencialmente 1% (m/v).

6. Membrana de acordo com as reivindicagdes de 4 e 5, caracterizada por
compreender uma mistura na propor¢do 1:1 de solugao de alginato e
solucdo de quitosana misturada na proporgao de 50% de acetona.

7. Membrana, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por

20 compreender um ou mais excipientes selecionados do grupo dos
agentes reticulantes, tais como os ions bivalentes calcio e sulfato, ou
outros agentes multifuncionais, como glutaraldeido, aglicona genipina,

ou a mistura dos mesmos.
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8. Membrana, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizada por
compreender, preferencialmente, ions calcio.

9. Membrana, de acordo com a reivindicagdo de 1, caracterizada por
conter um agente antimicrobiano selecionado dentre o grupo dos

5 agentes a base de prata estabilizada.

10. Membrana, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizada por conter
preferencialmente o agente antimicrobiano fosfato hidrogenado de
zirconio, sédio e prata.

11.Membrana, de acordo com a reivindicagdao 10, caracterizada por

10 compreender um agente antimicrobiano a base de prata estabilizada na
concentragao de 0,05% a 2%.

12.Uso da membrana descrita nas reivindicagbes de 1 a 8 caracterizada
por ser empregada no preparo de uma barreira fisica impedindo a
entrada de microrganismos na regido lesada ou como suportes

15 (scaffolds) para o crescimento de células animais, com aplicagédo em
medicina regenerativa € em areas correlatas.

13.Uso da membrana descrita nas reivindicagbes de 1 a 11 caracterizada
por ser empregada no preparo de um curativo para a terapia de lesbes
de pele provenientes principalmente de queimaduras, por sua atividade

20 antimicrobiana e estimulo a cicatrizagdo.

Petigdo 870190043372, de 08/05/2019, pag. 6/9
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