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RESUMO

Flexibilidade, transparéncia e alta resisténcia mecanica e térmica sao
caracteristicas apresentadas pelo hibrido Ureasil-Polieter. Por essa razéo esse
material chama a atencdo para ser usado em sistemas formadores de filmes. Sua
sintese é realizada pelo processo sol-gel, caracterizada por uma reacao de hidrdlise
seguida por uma condensacao, sendo a velocidade das reagdes influenciada pelo
tipo de catalisador aplicado no processo. Todavia, para a consolidacdo da aplicacao
em sistemas formadores de filmes, sdo ainda desejaveis outras caracteristicas como
ser aparentemente atrativo, o tempo de formac&o do filme ndo ser muito longo e
nem muito curto, a bioadesdo do material ser adequada para que o filme possa
permanecer na pele durante todo o tratamento, entre outros. Neste cenario, o
objetivo desse projeto foi avaliar a influencia do tipo de catalisador nas
caracteristicas do hibrido formado. Utilizou-se o polimero POE com massas
moleculares de 500 e 1900 g mol™ e o polimero POP com massas moleculares de
400 e 2000 g mol™. Ao final dos experimentos, observaram-se variagdes no tempo
de formacédo do filme e na regularidade do espalhamento do filme sob uma
superficie de teflon, conforme o tipo de catalisador aplicado no processo sol-gel,
sendo que o filme formado utilizando catalisador acido se formou de forma mais
regular quando comparado com o filme formado com catalisador neutro. A
bioadesédo do filme também foi influenciada pelos diferentes tipos de catalisadores
utilizados, uma vez que os filmes sintetizados com catalisador acido apresentaram
uma maior bioadesédo em relagéo aos produzidos com catalisador neutro. Entretanto,
observando o perfil de liberacdo da sulfadiazina de prata e as caracteristicas
térmicas avaliadas pelo DSC o tipo de catalisador ndo apresentou uma forte
influencia. Analisando o0s resultados obtidos pode se concluir que o tipo de
catalisador utilizado no processo sol-gel possui influencia em algumas
caracteristicas do filme formado.
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1.INTRODUCAO
As infeccbes em tecidos danificados séo as principais causas de mortalidade

e morbidade no tratamento de queimaduras. A aplicacdo toépica de um
antimicrobiano é a melhor alternativa para prevencéo e tratamento de infec¢coes em
pacientes hospitalizados. A sulfadiazina de prata € o agente tdépico mais empregado
como agente profilatico por ser de boa aceitacdo do paciente, preco acessivel e
possuir amplo espectro de acdo (MANAFO, 1990).

Alguns aspectos importantes na escolha da forma farmacéutica para o uso
tépico no tratamento de queimaduras, a facilidade de remocdo sem que a retirada do
material danifique a o local de tratamento, a habilidade de proteger a ferida do
ingresso de matérias estranhas ou bactérias, impedir o extravassamento de sangue
ou fluido e ser compativel com o farmaco sdo algumas caracteristicas que devem
ser consideradas no momento da escolha. As ataduras oclusivas apresentam todos
0S requisitos necessarios para ser utilizada na terapia de queimadura, mas ndo séo
aparentemente atrativos o que causa uma rejeicao por parte do paciente na hora do
uso e consequentemente uma menor eficacia do tratamento (HUTCHLNSON,
MCGUCKIN, 1990; EAGLSTEIN,2001).

Os materiais formadores de filmes hibridos organico-inorganicos sdo uma
alternativa para aumentar a adesdo do paciente ao tratamento, pois além de
apresentarem todos 0s requisitos importantes para serem usados em terapia de uso
topico oferecem outras caracteristicas como invisibilidade, flexibilidade, resisténcia
mecanica e térmica. Essas caracteristicas sdo alcancadas devido a combinacéo da
parte organica com a parte inorganica produzindo sistemas que sdo exclusivos da
mistura hibrida (GUO et al 2011).

Os materiais formadores de filmes sao obtidos atraves de reacdes de hidrélise
e condensacdo que ocorre no processo sol-gel. Essas reagbes podem ser
controladas pela acdo de agentes catalisadores. O tipo de catdlise (acida ou neutra)
pode alterar essas reagfes, aumentando ou diminuindo a cinética da rea¢do o que
pode provocar uma mudanca na estrutura quimica dos hibridos e consequentemente

nas caracteristicas mecanicas e térmicas do material e no perfil de liberacdo do



12

farmaco da matriz ja que este esta diretamente relacionado com o nivel de interagédo

existente entre o farmaco e o material polimérico (Young, 2002).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tratamento de queimadura e sistemas formadores de filmes

Pacientes que sofrem de queimadura podem sofrer perda ou danos na pele,
a perda dessa barreira biolégica faz com que o organismo fique exposto a
contaminagdo por microorganismos. Staphylococcus e Pseudomonas aeruginosa
sdo 0s agentes microbianos mais frequentes encontrados em lesdes causadas por
queimadura (NAGOBA, et al. 2010). Atualmente a estimativa é que 75% das mortes
dos pacientes em tratamento sdo causadas por infeccdo microbianas (RAFLA,
TRADGET, 2011). O uso tépico de antimicrobiano € o tratamento de escolha para

pacientes infectados, como também ¢é utilizado para tratamento profilatico em
ambiente hospitalar (NAGOBA, et al 2010).

A sulfadiazina de prata é um dos medicamentos mais usados no tratamento
de infeccdes em queimaduras por apresentar baixo custo, boa aceitabilidade por
parte do paciente e possuem amplo espectro de acdo (NAGOBA et al 2010),
conseguindo atingir bactérias Gram negativas como Escherichia coli, Pseudomonas,
Enterobacter, Klebsiella, bactérias Gram positivas como Staphlococcus aureus, virus
e fungos como C. albicans (GREENHALGH, 2009). Foi introduzida na terapia de
gueimadura por Fox, em uma combinacédo de Sulfadiazina de so6dio com Nitrato de
prata, onde ocorre uma reacao de substituicdo do atomo de hidrogénio pela prata na

molécula formando a sulfadiazina de prata (KLASEN, 2000).

O mecanismo de acdo da sulfadiazina de prata ainda ndo esta claro, uma
das hipoteses diz que grupos sulfanamidas inibem a formacéo de um intermediario
da via do folato. A prata é a responséavel pela acdo antifingica e antiviral, além de
interagir com grupos bacterianos como fosfatos, carboxilatos, aminas, tiois e
hidroxilos, alterando o metabolismo desses microrganismos e consequentemente
causando sua morte (WHITE, COOPER).

Para proteger as queimaduras de desidratacdo e infec¢cdes durante o
periodo de hospitalizacdo até o momento da cirurgia uma atadura oclusiva é
colocada temporariamente sobre a ferida. Com esse proposito muitas pesquisas
estdo sendo desenvolvidas para produzir filmes e membranas capazes de proteger o

local danificado, mas ndo cause danos no processo de cicatrizacdo quando
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removidos do local de tratamento (FAJARDO, 2013; HUTCHLNSON, MCGUCKIN,
1990).

2.2 Materiais hibridos
A grande diversidade dos polimeros possibilita sua utilizacdo em diversas

areas, dentre as quais se destaca o setor farmacéutico. Polimeros séo
macromoléculas formadas pela repeticdo de monémeros idénticos ou diferentes, e
estdo presentes no dia-a-dia na forma natural como as proteinas, carboidratos e
acido nucléicos no organismo, como também na forma sintética (VILLANOVA,
OREFICE, CUNHA, 2010).

Com o grande desenvolvimento da tecnologia o0s polimeros
nanoestruturados estdo  substituindo os polimeros convencionais. Os
nanocompoésitos sdo materiais hibridos no qual um composto tem a funcao de matriz
e 0 outro material se encontra disperso na matriz. Essas alteracdes nanomeétricas
conferem caracteristicas como resisténcia mecanica, maior estabilidade térmica, e
propriedades Opticas superiores (ESTEVES, TIMMONS, TRINDADE; 2004).

O desenvolvimento de materiais hibridos acelerou na década de 80 devido a
sua capacidade de produzir materiais com caracteristicas que ndo eram encontrados
em materiais convencionais e possuirem uma ampla faixa de aplicacdo. Os
nanocompodsitos sdo materiais homogéneos ja que sua mistura ocorre em nivel

molecular e podem ser classificados em duas classes. (JOSE, PRADO, 2005)

Classe I: os materiais organicos e inorganicos interagem por ligacdes fracas
como ponte de hidrogénio ou interacdes de Van der Waals formando polimeros com

particulas inorganicas intercaladas (GROSS et al 2007).

Classe II: ocorre formacédo de ligacbes fortes como ligacdes iGnicas ou

covalentes obtendo uma mistura mais homogénea (GROSS et al 2007).

7

A obtencdo dos hibridos € realizada através do processo sol-gel devido a
possibilidade de realizar o processo em temperaturas préximas a temperatura
ambiente, permitindo assim a adicdo de substancias termolabeis. A capacidade de
obter materiais com diferentes geometrias como filmes, fibras, membranas e

xerogeis é outra vantagem deste processo. O processo € caracterizado por uma
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reacdo de hidrolise e condensacdo como mostra o Esquema 1(BENVENUTTI,
MORO; COSTA, 2009).

Si(OR)4 + H20 — (RO)3Si-OH + ROH (1)
=SiOH + OH-Si = — = Sj-0-Si = + H20 (2a)
=Si-OH + RO-Si = — = Si-O-Si = + ROH (2b)

Esquema 1. (1) Reacdo de hidrélise e (2) Reacbes de condensacdo.(Fonte:
BENVENUTTI; MORO; COSTA, 2009).

Varios sédo os fatores que podem influenciar nesta reagcdo como o tipo e a
guantidade de catalisador, o tipo de grupamentos organicos, efeito do solvente e a
relacdo agua — alcooxido (YOUNG, 2002). Os diferentes catalisadores também
podem alterar essas reacfes, aumentando ou diminuindo a cinética da reacdo o que

pode resultar em diferentes caracteristicas mecéanicas e térmicas do material.

Os hibridos ureasil-poliéter apresentam uma combinacdo Unica de
caracteristicas. Possuem excelentes propriedades Opticas como a transparéncia,
resisténcia mecanica e flexibilidade. Além disso, possui a capacidade de incorporar
diferentes tipos de farmacos, ndo apresentam toxicidade e ainda sdo capazes de
promover a liberacdo controlada (SOUZA et al 2013).

2.3 Liberagao controlada de farmacos
Sistemas de liberagdo controlada apresentam diversas vantagens quando

comparados com sistemas convencionais, como a diminuicdo da quantidade de
vezes que o medicamento € administrado (HUANG, BRAZEL, 2001), manutencéo da
concentracao terapéutica efetiva na circulacao por um maior periodo de tempo, entre
outras (LYRA et al 2007). Com o intuito de melhorar a tecnologia relacionada a
esses sistemas e maximizar suas vantagens varios sistemas estdo sendo
desenvolvidos como microesferas, sistemas osmoticos, micelas, emulsbes e
sistemas poliméricos (HUANG, BRAZEL, 2001; LYRA et al 2007).

Dentro os diferentes sistemas, o0 sistema matricial poliméricos vem se
destacando por apresentar baixo custo, versatilidade e eficacia, além de possibilitar
a incorporacdo de diferentes farmacos (LOPES, LOBO, COSTA, 2005). Nos
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sistemas matriciais o farmaco se encontra de forma homogénea podendo estar
adsorvida na superficie ou dispersa na matriz polimérica. A liberacdo do farmaco
ocorre por erosao do polimero, ou por difusdo deste pelos poros da matriz ou pela

combinacgéo dos dois mecanismos (FIALHO et al 2003).

Sistemas formados por polimeros nao-biodegradaveis como os derivados de
celulose, silicones, copolimeros de 6xido de etileno e propileno, polimeros acrilicos,
polivinilpirrolidona apresentam taxa de liberacdo constante e a liberagdo ocorrer
apenas por um processo de difusdo lenta pela matriz (FIALHO et al 2003).

Outra classe de polimeros que esta sendo estudada sdo os polimeros
biodegradaveis ja que sdo absorvidos pelo organismo ndo necessitando retirar o
material apos o uso (KIMURA, OGURA, 2001). Um importante requisito a ser levado
em conta na sua preparacdo € a cinética de degradacdo “in vivo”, esta deve se
manter constante para que seja alcancada uma liberacdo controlada do farmaco.
Assim alguns fatores como temperatura ou pH devem ser avaliados ja que esses

podem interferir na velocidade de degradacao do polimero. (ZAKI et al 2012)

Os sistemas de liberacédo controlada tém sido desenvolvidos para aumentar
a eficacia terapéutica do farmaco e diminuir seu efeito toxico (MORITA, HONDA,
TAKAHASHI, 2000). Mas alguns parametros relacionados aos sistemas de liberacéo
ainda precisam ser melhorados, como a n&do biocompatibilidade do material, o
elevado custo, a necessidade de um processo cirdrgico para o implante, entre outros
(CRISTESCU et al 2007). Apesar de poucos estudos na literatura os sistemas
poliméricos formadores de filmes se mostram como uma interessante alternativa ja

gue muitos polimeros apresentam baixos custos e ndo sao toxicos ao organismo.

2.4 Sistemas formadores de filmes.
Os motivos para utilizar ataduras oclusivas em ferimentos crénicos ou agudos

sao: impedir a saida de sangue ou fluido, prevenir o ingresso de matéria estranha ou
bactérias, fornecer protecdo mecanica, além de acelerar o0 processo de
reepitelizacdo e reduzir cicatrizes em ferimentos agudas (HUTCHLNSON,
MCGUCKIN, 1990). Os materiais a serem utilizados nessas ataduras nao devem,
entretanto, ocluir completamente a pele ou o ferimento, mas devem garantir que a
umidade correta seja mantida para que 0 processo de cicatrizacdo seja rapido,

eficiente e que ndo deixe marcas permanentes na pele. A umidade adequada é
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garantida por trocas gasosas através da membrana entre o ferimento e o ar. Dessa
forma, materiais semipermeaveis sdo 0s mais adequados para esse uso, pois
protegem o local e evitam o ressecamento do ferimento. Além de garantir que a
umidade seja adequada, os materiais utilizados no recobrimento do ferimento
devem, ao entrar em contato com o exudato, apresentar comportamento de adeséo
adequado para que permaneca sobre o ferimento, mas sem causar danos no local
tratado apds a remocao(EAGLSTEIN,2001).

Os adesivos mais utilizados sao formados por poliuretanos que lhes conferem
caracteristicas importantes para o tratamento dos ferimentos, como por exemplo,
respirabilidade, flexibilidade e transparéncia. Assim a escolha do polimero é uma
etapa crucial na producédo do filme. Outro fator relevante € que haja uma parte
hidrofébica na face externa da atadura para evitar a desintegracdo da mesma
guando em contato com a agua. Portanto, o uso de adesivo no tratamento de lesdes
da pele é vantajoso ndo s6 em relacdo ao tratamento, mas também na melhora da
qualidade de vida do paciente (HERMANS, 1992).

Apesar das vantagens apresentadas pelos adesivos, eles possuem baixa
aceitabilidade por parte dos pacientes, principalmente em regiées do corpo onde a
exposicdo € alta, tais como boca, face, bracos, entre outros, pois apesar de serem
transparentes continuam sendo visiveis (SCHROEDER et al 2007). Além disso, os
sistemas convencionais como os “patches” sdo pouco utilizados por serem de dificil
manuseio, causar irritacdo da pele por impedir a penetracdo de vapor de agua e
provocar dor no momento da remoc¢ado (HUTCHLNSON, MCGUCKIN, 1990).

Estudos recentes estdo utilizando géis poliméricos formadores de filmes
para tentar solucionar os problemas descritos acima, jA que possuem um menor
potencial de irritacdo e sdo cosmeticamente atrativos (GUO, 2011). Os sistemas
poliméricos formadores de filmes possuem varias aplicabilidades como protecdo da
ferida, desinfectantes na preparacdo pré-operatéria e em procedimento de ostomia
para a protecao da pele. Podem ser utilizados com ou sem farmaco, mas pouco Sao

0s estudos que fazem seu uso com farmacos ( SCHROEDER et al 2006).

Alguns aspectos sdo importantes para a adesao do paciente ao tratamento
utilizando formadores de filmes como o tempo de secagem, a integridade do produto
apos um tempo de uso, a flexibilidade, a invisibilidade e a facilidade de remocé&o
apos o uso. Neste sentido, o tempo de formacao do filme ndo deve ser muito longo,
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ja que durante o processo de secagem o paciente ndo podera movimentar o local da
aplicacdo. O produto deve se manter integro durante seu uso para que possa
proteger a ferida e liberar o farmaco adequadamente. A transparéncia e a
flexibilidade tornam o sistema atrativo cosmeticamente. A flexibilidade &
fundamental, pois a baixa flexibilidade causa um enrugamento do filme na pele do
paciente a medida que este movimenta o local de aplicacdo. Além disso, o filme
precisa apresentar uma capacidade de aderéncia adequada para se manter aderido
na pele durante o tratamento e ndo prejudicar o processo de cicatrizacdo no
momento da remocao do filme (SCHROEDER et al 2007).

A capacidade do material aderir a um tecido biolégico por um determinado
tempo é uma caracteristica muito importante para que o tratamento com formadores
de filmes ocorra de modo apropriado ja que a baixa bioadesividade fara com que o
filme se solte do tecido precipitadamente, impossibilitando a liberacdo do farmaco no
local apropriado (DUCHENE, TOUCHARD, PEPPAS, 2007) .

A adesdo do material no tecido ocorre através de ligacdes covalentes,
ligacoes de hidrogénio e ligacdes idnicas, sendo as ligacbes de hidrogénio e as
interacdes eletrostaticas as mais importantes ja que os polimeros possuem um
grande numero de grupos hidroxilas (-OH), grupos aminos (-NHy), grupos
carboxilicos (-COOH) e grupos sulfaricos (-SO3H). Alguns fatores influenciam na
formacdo da ligacdo entre o polimero e o tecido como a massa molecular do
polimero, a concentracdo do polimero, a viscosidade do material, a capacidade de
intumescimento do polimero e a rugosidade do tecido. (GANDHI, ROBINSON,1994)
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3.0BJETIVO

O trabalho descrito tem como objetivo verificar a influencia dos diferentes
catalisadores na obtengcdo de materiais formadores de filmes a partir de sistemas
poliméricos hibridos organico-inorganicos ureasil-poliéter avaliando principalmente a
influencia desses catalisadores no tempo de formacao do filme, na bioadesé&o do
material, nas caracteristicas térmicas do material e na capacidade de incorporacéo e

liberacé@o do farmaco.
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4. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.1 Materiais:

Poly (propylene glycol) bis (2-aminopropyl ether) MM = 2000 — (POP 2000),
Sigma Aldrich.
Poly (propylene glycol) bis (2-aminopropyl ether) MM = 400 — (POP 400),
Sigma Aldrich.

0,0"-Bis (2-aminopropyl) polypropylene glycol-block-polyethylene glycol-
block-polypropylene glycol MM = 1900 — (POE 1900), Sigma Aldrich.

0,0'-Bis (2-aminopropyl) polypropylene glycol-block-polyethylene glycol-
block-polypropylene glycol MM = 500 — (POE 500), Sigma Aldrich.

Etanol absoluto, Synth.

Solucédo de HCI 2.0 M.

Solucdo de NH4F 0,1M.

3-(Trithoxysilyl)Propyl Isocyanate, 95%, Sigma-Aldrich.

Solucdo de agua: acetonitrile: acido fosforico.

Sulfadiazina de prata micro EP, Deg.

4.2 Equipamentos:

Balanca semi-analitica Denver Instrument.

Agitador magnético IKA.

Rotavapor Buchi R-124 equipado com banho quente Buchi waterbath B-480,
banho frio microguimica MQ BTC 150-20 e bomba de vacuo Buchi Vac V-500.
Pipetas graduadas 0,1 a1 mL; 1a 10 mL e 100 a 1000 mL.

Dissolutor Agilent Technologies 708-DS Dissolution Apparatus.
Espectofotometro ultraviolet Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis.

Cubeta de quartzo.

Equipamento TA (DSC) modelo Q100.

Extensor de filmes com cavidade de 10 mils.

Placa acrilica recoberta com Teflon.

Texturometro TA.TXPlus Texture Analyser, Stable Micro Systems.
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5. DESENVOLVIMENTO

5.1 Obtencéo dos hibridos organico-inorganicos ureasil-poliéter
A sintese dos precursores foi realizada utilizado etanol absoluto como solvente

por ele apresentar menor toxicidade ao organismo. Utilizou um polimero modificado
com massas molares de 400 e 2000 gmol™ (NH2-POP-NH) e de 500 e 1900 gmol™
(NH2-POE-NH,;) com um alcoxido modificado (3-isocianatopropiltrietoxisilano
(IsoTrEOS). A mistura permaneceu sob-refluxo com o alcool absoluto por 24h a
temperatura de 80°C. O esquema da sintese estd ilustrada na Figura 1.

HiC-CH,-O |
HzN-CH-CH; - O~CH-CH;110-CH;~CH; 0 CH? NHz - 2| HsC-CH,-0— SI(CH7>'N c=0
CHs CH, HyC-CH,-O

3-(isocianatopropil)-trietoxisilano

0,0 - ols(z-am|qopropll) pollpropﬂgnogllcol-block— THF / Etanol
polietilenoglicol-block-polipropileno glicol
24 horas

HyC-CH;=O T O-CH,-CHy
H3C-CH,-0 Sr(»“ )—N =C=NH-CH=CH,1O=CH=CHy 11 O-CH;~CHyHO-CH, ~CH—INH-C —rm(f‘u-)-s\o CHy-CH;y
HyCCH, -0 CH3 Cl O-CH,-CH,

Precursor hibrido

H;0

l Alcool

o HCI
Hy c-CH--o Il O-CH,-CHj3
H3C-CH,-0O~ a-(VHA)—NH- C-NH-QH-CH,1O~CH-CH,11O-CH,—C -CH, -ClH m-f‘—n-;{\,a )—s O-CH,- \,Hl
HiC -CH, -0 CHa CHa o O-CH,-CH,

Hibrido POE 500 e 1900

Figura 1. Representacdo da obtencéo dos precursores hibridos siloxano-POE com
massas molares de 500 e 1900 gmol™(Fonte: MENDES, 2012).

ApoOs a sintese o solvente foi eliminado sob aquecimento e pressao reduzida
(roto-evaporador), obtendo-se assim o precursor. As quantidades utilizadas para a

sintese do precursor estdo descritas na Tabela 1.



22

Tabela 1. Quantidades utilizadas nas sinteses dos precursores.

Matrizes Hibridas Etanol NH,-POP-NHz0u | IsoTreos
NH>-POE-NH;

Ureasil-POP 400 80mL 25¢g 34,3 mL

Ureasil-POP 2000 | 40mL 25¢ 6,0mL

Ureasil-POE 500 50ml 25¢g 19,6mL

Ureasil-POE 1900 | 40mL 25¢g 6,3mL

5.2 Caracterizacao visual do tempo de formacéao do filme

Os filmes foram obtidos através das reacdes de hidrélise e condensacdo do

precursor hibrido. Pesou-se 0,75g da matriz polimérica e adicionou-se 500uL de

alcool absoluto, 50 uL de agua ultrapura e quantidades variadas de catalisador,

podendo ser este de carater acido ou neutro para promover as reacdes de hidrdlise

e condensacdo. Imediatamente apds a mistura desses componentes espalhou-se a

solucéo sobre uma placa de teflon utilizando um extensor de filme com cavidade de

10 mils conforme mostra a Figura 2. Com uma laminula de vidro analisou-se

visualmente o tempo necessario para que o filme ndo aderisse na laminula quando

colocada sob o filme.
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Figura 2. Espalhamento da solucéo utilizando o extensor de filme (cavidade de 10

mils).

5.3 Incorporacao do farmaco na matriz
A sulfadiazina de prata foi incorporada juntamente com a agua e o alcool no

processo sol-gel. Primeiramente mediu-se 500uL de alcool absoluto, 50 pL de 4gua
mili-Q, 36pL de catalisador acido (HCI 2M) ou 300uL de catalisador neutro (NH4F
0,1M) e quantidades variadas de farmaco. A solucéo foi submetida a agitacdo, apés
a mistura completa a solucéo foi vertida no recipiente contendo 0,75g do precursor e
submeteu-se essa mistura a agitagao.

Quantidade diferentes de farmacos foi incorporada as matrizes, as proporgao
utilizada foi massa de precursor/ massa de farmaco nas seguintes concentracoes:
0,05%, 0,5%, 1%, 2%, 3%.

5.4 Curva analitica
Para demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a

concentragdo do farmaco na amostra, dentro de um intervalo de concentragéo
especificado utiliza-se a linearidade (BRASIL, 2003; ICH, 1996; USP, 2002), a curva
analitica foi utilizada para determinar a linearidade do método.
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5.4.1 Sulfadiazina de prata
Partindo de uma solucdo estoque contendo 225ug/ml foram preparadas

solugcbes com concentracdes variando de 5 a 30 pg/ml, em triplicata. A curva
analitica relaciona os valores de absorbancia obtidos pela espectroscopia na regiao
do UV com a concentracéo de Sulfadiazina de prata na solucao.

5.5 Liberagao da Sulfadizina de prata
As amostras hibridas sintetizadas com catalisador de carater acido e neutro

contendo 1% de sulfadiazina de prata (POE 1900 e POP 400) foram submetidas a
teste “in vitro” de liberagdo em uma solugcdo de agua: acetonitrila: acido fosforico
(84:16:0,2) usando o dissolutor Agilent Technologies 708-DS Dissolution Apparatus.
A metodologia selecionada foi o da USP, no qual o experimento de dissolucéo foram
realizados em 500 ml de solu¢do mantida a 37( £ 0,5°C) e sob agitacdo de 50rpm.
Foram coletas aliquotas filtradas de 5 ml em intervalos de tempo selecionados
durante 149h para POE e 149h para POP. Os mesmos 5 ml de solucdo foram
repostos a cada intervalo de tempo. Os espectros foram coletados utilizando o
Espectofotdmetro ultraviolet Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis no comprimento
de onda de 265nm.

5.6 Caracterizagcdo mecanica do filme

5.6.1 Bioadeséo
O teste de forga tragdo ( “Peel Strenght Test”) foi utilizado para verificar a

bioadesdo do material formador de filme. A resisténcia que o material apresenta a
remocao do tecido biologico é tomada como um indice da capacidade de bioadeséo
do material ( TRIRAWORG et al, 2007).

Foi utilizado o texturbmetro modelo TA.XT Plus Texture Analyser System,
equipado com o anel de teste de mucoadeséo ( Muscoadhesion Test Rig”), probe
cilindrica de 10 mm de didametro, aguecedor, béquer e agua a 32°C conforme ilustra

a Figura 3 e 4.
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Figura 3. Texturobmetro com anel de teste de mucoadesdo e aquecedor (
Fonte: SOUZA, 2010).

Figura 4. Probe cilindrica de 10 mm e anel de teste de mucoadeséao (Fonte:
SOUZA, 2010).

O substrato biologico utilizado foi pele de orelha de porco. As peles foram
dissecadas com o auxilio de um dermatdémetro, na espessura de 500um. As peles
foram armazenadas congeladas e antes do ensaio retiraram-se os pélos com o

auxilio de uma tesoura.
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A pele foi colocada entre as duas partes acrilicas do anel de teste de
mucoadesdo que modo que ficasse uniforme e esticada. As duas placas ficaram

presas uma a outra através de 4 parafusos.

Colocou-se um béquer com agua a 32°C (temperatura proxima da pele)
embaixo do anel de teste de mucoadesdo a fim de mimetizar as condi¢coes
biolégicas. Utilizou-se ¥4 das quantidades descritas no item 4.3 para produzir as
solucdes poliméricas formadoras de filmes. As quantidades foram diminuidas para
se adequar ao recipiente do experimento. Foram tranferidos, com uma micropipeta,
200puL da solucéo formadora de filme, quantidade satisfatéria para formar uma fina
camada de filme sobre a pele. Apés a adicdo da solucédo a probe foi abaixada até
atingir a solucdo polimérica a uma velocidade de 1mm/seg, ficando em contato com
a solugdo sob uma forca de 0,05N por 300 segundos, sendo esse 0 tempo
considerado ideal segundo SCHROEDER et al., 2007. Em seguida a probe foi
removida com uma velocidade de 1mm/seg e mediu-se a for¢ca de resisténcia da
remocao da probe aderido ao material formado sobre a pele, obtendo o valor do
trabalho de bioades&o do material.

Foram feitas as analises da bioadesdo dos sistemas formadores de filme que
possuiam os polimeros: POE 1900, POE 500, POP 2000 e POP 400, utilizando tanto

catalisador de carater acido quanto neutro.

5.7 Caracterizacao térmica

5.7.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
Utilizou o equipamento TA (DSC) modelo Q100 com intervalo de temperatura

de -90°C a 350°C em uma velocidade de aguecimento de 10°C/min sob atmosfera
de nitrogénio. O peso das amostras variam de 8 a 9,5mg. A técnica foi utilizada para

avaliar a influencia dos diferentes catalisadores na transi¢éo térmica da matriz.
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6.RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Caracterizacao visual do tempo de formacéo do filme
Os materiais hibridos organico-inorganicos ureasil-poliéter apresentam

caracteristicas que proporcionam seu uso em sistemas formadores de filmes como
transparéncia, resisténcia mecénica e flexibilidade. Alguns outros fatores s&o
primordiais para que haja adesdo do paciente ao tratamento como o tempo de
formacdao do filme, bioadesividade e invisibilidade. (SCHROEDER et al., 2007).

Os hibridos séo sintetizados pelo processo sol-gel, a medida que ocorrem as
reacoes de hidrolise e condensacdo ocorre a formacéo do filme. Assim alterando a
velocidade das reacgfes altera-se também o tempo de formacédo do filme. Analisou-
se o tempo de formacdo do filme utilizando diferentes proporcbes de
hibridos/catalisador e com catalisadores de carater acido e neutro, conforme

representado nas Tabelas 2,3,4,5.

Tabela 2. Determinacéo visual do tempo de formacéao dos filmes das matrizes
hibridas POP 400 utilizando catalisador acido (HCI 2M) e basico (NH4F 0,1M).

Razdo precursor hibrido/ catalisador | Tempo de formacéo do filme (s)
(m/v)

POP 400 Acido Catalisador Acido
0,75/0,018= 41,6 137

0,75/0,036= 20,8 71

0,75/0,054= 13,8 53

POP 400 Base Catalisador Basico
0,75/0,150= 5 >1200

0,75/0,300= 2,5 >1200

0,75/0,600= 1,25 >1200




Tabela 3. Determinacéo visual do tempo de formacéao dos filmes das matrizes
hibridas POP 2000 utilizando catalisador acido (HCI 2M) e basico (NH4F 0,1M).

Razdo precursor hibrido/ catalisador | Tempo de formacéo do filme (s)

(miv)

POP 2000 Acido

Catalisador Acido

0,75/0,018= 41,6 142
0,75/0,036= 20,8 82
0,75/0,054= 13,8 70

POP 2000 Base

Catalisador Basico

0,75/0,150=5 427
0,75/0,300= 2,5 330
0,75/0,600= 1,25 >1200

Tabela 4. Determinacéo visual do tempo de formacéao dos filmes das matrizes
hibridas POE 500 utilizando catalisador acido (HCI 2M) e basico (NH4F 0,1M).

Razdo precursor hibrido/ catalisador | Tempo de formacéo do filme (s)

(m/v)

POE 500 Acido

Catalisador Acido

0,75/0,018= 41,6 >1200
0,75/0,036= 20,8 640
0,75/0,054= 13,8 150

POE 500 Base

Catalisador Basico

0,75/0,150=5 537
0,75/0,300= 2,5 480
0,75/0,600= 1,25 1100
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Tabela 5. Determinacgéo visual do tempo de formacéo dos filmes das matrizes
hibridas POE 1900 utilizando catalisador acido (HCI 2M) e basico (NH4F 0,1M).

Razdo precursor hibrido/ catalisador | Tempo de formacgé&o do filme (s)
(m/v)

POE 1900 Acido Catalisador Acido
0,75/0,018=41,6 280

0,75/0,036= 20,8 150

0,75/0,054= 13,8 125

POE 1900 Base Catalisador Base
0,75/0,150=5 548

0,75/0,300= 2,5 182

0,75/0,600= 1,25 356

Observou-se gue quando foi utilizado catalisador de carater acido o tempo de
formacao do filme diminuiu com o aumento da quantidade de catalisador, 0 que ja
era esperado. Segundo SCHOROEDER et al (2007) o tempo considerado ideal para
a formacao do filme € que 2 a 5 minutos Para os hibridos ureasil-POP a proporcao
hibrido/catalisador considerado ideal foi de 41,6. Em relacdo aos hibridos ureasil-
POE a proporgdo hibrida/catalisador considerado ideal foi de 13,8. A formacgéo
rapida do filme dificultaria o espalhamento do material pelo paciente e a formacao
muito lenta ndo se mostra viavel jA que o paciente precisa esperar a formacgéo

completa do filme para poder movimentar o local de aplicacao.

Por outro lado quando foi utilizado o catalisador de carater neutro 0 aumento
da quantidade de catalisador n&do resultou em uma diminuicdo no tempo de
formacado do filme. Isso pode ter acontecido porque a quantidade de catalisador
neutro utilizada foi muito grande quando comparada com a quantidade de
catalisador acido, levando mais tempo para secar. Observou-se que em todas as
solucdes poliméricas exceto quando utilizado o hibrido ureasil-POP 400, o melhor

tempo de formacéo foi com a proporc¢éao hibrido/catalisador de 2,5.

Pode se observar que todos os filmes ficaram homogéneos

independentemente do tipo de catalisador utilizado. Mas os filmes formados com o
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catalisador acido apresentou-se uma maior regularidade em compara¢cdo com 0sS
produzidos com catalisador neutro, isso ocorreu porque quando se utilizou
catalisador neutro houve maior retracdo dos filmes como mostra as Figuras 5 e 6.
Essa retracao ocorreu porque quando colocamos um material liquido no teflon a sua
tendéncia € retrair, considerando o tempo de secagem do filme formado com
catalisador neutro é maior, no momento que o colocamos no teflon este se retrai

formando o aspecto ilustrado nas imagens abaixo.

Figura 5. Filme formado a partir do hibrido ureasil-POP 400 etanol, utilizando
18uL de HCI 2M.
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Figura 6. Filme formado a partir do hibrido ureasil-POP 400 etanol, utilizando
300uL de NH4F 0,1M.

6.2 Incorporacéao da sulfadiazina de prata
Foram incorporadas diferentes concentracdes de sulfadiazina de prata ( 0,05,

0,5, 1, 2, 3%) nos hibridos ureasil-POP (400 e 2000) e ureasil-POE (500 e 1900)
catalisados com HCI e NH4F. As Figuras 7,8,9 e 10 ilustram o efeito do aumento da

concentracéo do farmaco no aspecto visual das matrizes hibridas.
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0,05 0,50 1,00 2,00 3,00

\%

Aumento da concentracédo de farmaco

Figura 7. Aspecto das amostras ureasil-POE 500 preparadas utilizando como

catalisador HCI e NH4F com diferentes concentracfes de Sulfadiazina de prata.

0,05 0,50 1,00 2,00 3,00

Vv

Aumento da concentracédo de farmaco

Figura 8. Aspecto das amostras ureasil-POE 1900 preparadas utilizando como
catalisador HCIl e NH4F com diferentes concentracfes de Sulfadiazina de prata.



33

0,05 0,50 1,00 2,00 3,00
Aumento da concentracédo de farmaco

Figura 9. Aspecto das amostras ureasil POP 400 preparadas utilizando como

catalisador HCI e NH4F com diferentes concentragdes de Sulfadiazina de prata.

0,05 0,50 1,00 2,00 3,00

Aumento da concentracdo de farmaco

Figura 10. Aspecto das amostras ureasil-POP 2000 preparadas utilizando como

catalisador HCIl e NH4F com diferentes concentragdes de Sulfadiazina de prata.

Observa-se que as matrizes apresentam coloracdo diferentes, isso aconteceu
porque a sulfadiazina de prata € foto sensivel, e sua exposicao a luz faz com que ela

se oxide e adquire a coloracéo alaranjada.
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Observa-se que conforme aumenta a concentracdo do farmaco a matriz
apresenta um aspecto mais opaco mostrando que é possivel incorporar o farmaco
até uma determinada quantidade. A capacidade de incorporar o farmaco esta
relacionada com a capacidade deste se ligar na matriz, acredita-se que a
Sulfadiazina de prata se liga aos oxigénios do grupamento éter da cadeia polimérica,

oxigénio do grupo ureia do polimero, e o OH da cadeia lateral, conforme ilustra o

Esquema 2.
_ Hibrido ureasil-POP
Grupo ureia Grupo ureia
H CCH.O CTSOxigénio do tipo éter _ocH,CH,
HO/—/SiCHchZCHNHLﬁNHCHCHz—%OCHz(fH%n—NH(ﬁNHCH CH,CH, SI\TOH
H,CCH,0O ? CH, {O OCH,CH,

A +Ag -
+Ag
O_NQ L Z\QNHZ
/@/ \
Sulfadiazina de prata —N f
NH

H,CCH,0 CH, O 0
~ | | I _~0OCH,CH,
HO—SiCH,CH,CHNHCNHCH,CH;—OCH,CH}-—OCH,CH NHCNHCH, CH,CH,Si—OH
H,CCH,07 b o fiom & “-0CH,CH,
: : Grupo ureia XIGENIo do tipo eter Grupo ureia

Hibrido ureasil-POE

Esquema 2. Interagbes da sulfadiazina de prata com as matrizes hibridas
ureasil- POP e POE.

O tipo de catalisador utilizado também altera no processo de incorporacédo do
farmaco na matriz como pode ser observado no hibrido ureasil-POP 2000. Quando
se utilizou catalise neutra a matriz formada ndo apresentou um carater homogéneo
comparando com o ureasil-POP 2000 catalisado com &cido. Isso pode ter ocorrido
porque o tipo de catalisador influencia na cinética das reacdes de hidrolise e
condensacao do processo sol-gel. Quando se utiliza catalisador basico o processo
de hidrdlise é mais lento e o processo de condensagéo ocorre de forma mais rapida
gerando menos grupos silanois livres e consequentemente em uma rede mais

densa. Ja na catalise acida o processo de hidrélise € mais rapido e a reacdo de
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condensacéo é mais lenta resultando em uma rede polimérica mais relaxada devido
a formacgéo de uma rede mais linear. (Young, 2002). A alteracdo da estrutura final da
matriz polimérica pela cinética da reacdo pode ter promovido a ndo homogeneidade

do ureasil-POP 2000 na incorporacéo do farmaco.

6.2 Curva Analitica da Sulfadiazina de Prata
Para determinar a linearidade do método de quantificacdo da sulfadizina de

prata por espectroscopia na regido UV construiu-se uma curva de calibragéo
utilizando uma solucdo de agua: acetonitrila: acido fosférico, conforme mostra a
Figura 11. O farmaco apresentou maior absorcdo no comprimento de onda de
265nm.
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Figura 11. Curva analitica da Sulfadiazina de prata.

6.3 Liberagado da Sulfadiazina de Prata
A Figura 12 representa o perfil de liberacdo do farmaco do hibrido ureasil-

POE 1900 utilizando diferentes catalisadores e a Figura 13 apresenta o perfil de
liberacdo do hibrido ureasil-POP 400 utlizando os diferentes catalisadores.
Observamos que os hibridos ureasil-POE 1900 libera uma quantidade significativa
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de farmaco nas primeiras horas, enquanto os hibridos ureasil-POP 400 necessita de
um tempo maior para iniciar o processo de liberacdo, esse fendbmeno pode ser

observado independente do tipo de catalisador utilizado.

—=—POE 1900 NH4F
30 - —=—POE 1900 HCI

% Liberacao do farmaco

or~ - - - .
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tempo (h)

Figura 12. Comparacao do perfil de liberagdo para amostras de ureasil-POE

1900 preparadas com diferentes catalisadores.
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Figura 13. Comparacao do perfil de liberacdo para amostras de ureasil-POP 400
preparadas com diferentes catalisadores.

O hibrido ureasil-POP sintetizado utilizando o catalisador NH4F liberou 8%
enquanto o catalisado com HCI liberou 9%, observou-se que houve uma pequena
diferenca no perfil de liberacdo quando utilizou diferentes catalisadores. Para o
hibrido ureasil-POE catalisador com NH4F a liberacéo foi de 27% e o catalisado com
HCl a liberacdo foi de 20%, apesar da diferenca observada ser maior quando
comparada com o hibrido ureasil-POP ela é muito pequena. Observou-se para os
hibridos ureasil-POE a porcentagem de sulfadiazina de prata liberada € maior que o

dobro quando comparada com o hibrido ureasil-POP.

A liberacdo € determinada pelo intumescimento da matriz seguido pelo
transporte da agua para dentro do polimero e do farmaco para fora da matriz, assim
matrizes mais hidrofilicas intumesceréo mais rapidamente e favorecerdo a liberacao
do farmaco. A diferenca no perfil de liberacdo ocorre devido ao balanco
hidrofilico/hidrofébico existente entre as cadeias poliméricas, pois este balanco
determinara o grau de intumescimento da matriz o que controla a velocidade e a
extensao de liberacéo do farmaco (MOLINA et al 2010; SANTILLI et al 2009).
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O hibrido ureasil-POP apresenta um carater mais hidrofébico quando
comparado com o hibrido ureasil-POE devido a presenca do grupamento CH3 que
exerce uma protecdo no oxigénio do grupo éter, o que ndo se observa no hibrido
ureasil-POE, conforme ilustra a Figura 14 e 15. A menor hidrofilicidade da matriz faz
com que o hibrido possuia uma baixa afinidade com o solvente do meio de
dissolucdo resultando em um menor grau de intumescimento da matriz e
consequentemente uma taxa de liberacdo mais lenta quando comparada com o
hibrido ureasil-POE ( SANTILLI et al 2009).

——C}iﬂi{CHq}3—NH—{IZI.—NH-?H—CH:(D-CHE—{T“.H}NH-(LJ[—NH-(CHQ}:;Si;G”

f - —

—0 CHa " 0
POP

Figura 14. Estrutura do composto hibrido ureasil-POP (Fonte: Souza, 2010)

1l :
‘—DL:E;i{CI-b}E-NH-(IZl,—NH-(IZ:I—l-Cl-lz(D'Cl‘L;'CFE)DCI-Lz-(l'jHNH-C—NH-{CI-b}g Si-0—
—© CHs N CH O~

Figura 15. Estrutura do composto hibrido ureasil POE(Fonte: Souza, 2010).

O hibrido ureasil-POP precisar de um tempo maior para iniciar o processo de
liberacdo do que o hibrido ureasil-POE, isso pode ser explicado pela afinidade entre
a cadeia polimérica e o farmaco. A baixa solubilidade em meio polar da Sulfadiazina
de prata faz com que esta possua maior afinidade pelo hibrido ureasil-POP do que
pelo meio de dissolucéo, dificultando sua saida da matriz. O que ndo ocorre no
hibrido ureasil-POE ja que este apresenta um carater mais hidrofilico, ou seja, o
farmaco ndo possui maior afinidade pela cadeia polimérica, facilitando a saida deste

para o meio de dissolugéo.
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6.2 Caracterizagcdo mecanica do filme

6.2.1 Bioadeséo
A bioadesédo do material pode ser medida pela forca necessaria para separar o

polimero do substrato biologico. O trabalho de adesdo (W,g) € calculado pela
somatéria de todas as forcas envolvidas no desprendimento do hibrido ureasil-
poliéter da pele (Souza,2010). Os resultados do trabalho de adeséo obtidos estéo
representados na Figura 16 e na Tabela 6. Podemos observar que utilizando o
catalisador acido a bioadeséo foi maior do que quando adicionando o catalisador
neutro. Isso pode ter ocorrido pelo fato da bioadesdo depender da viscosidade do
material, como foi adicionado uma quantidade grande de base em relacdo a
quantidade de &cido, o material formado pela base se apresentou menos viscoso
guando comparado com o material formado com o acido, o que resultou em uma
menor bioadeséo (GANDHI, ROBINSON, 1994).

Trabalho de ades3o com diferente catalisadores

® Acido

Wad (M)

m Neutro

Hibrido ureasil- Hibrido ureasil- Hibrido ureasil- Hibridos ureasil-
POP 400 POP 2000 POE 500 POE 1900

Figura 16. Representacdo do trabalho de tensdo (Wa,g) utilizando hibridos ureasil-

POP e POE com diferentes catalisadores.
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Tabela 6. Trabalho de tenséo (Wqq) utilizando hibridos ureasil-POP e POE com
diferentes catalisadores.

Hibrido ureasil (Wad) utilizando | (Waq) utilizando
catalisador acido catalisador basico

POP 400 2,4992 0,9918

POP 2000 2,8816 0,0112

POE 500 6,5004 0,8256

POE 1900 2,7222 4,9646

Outro fator observado é que o trabalho de bioadesdo foi maior para os
hibridos ureasil-POE do que para os hibridos ureasil-POP. O filme formado pelo
hibrido ureasil-POP possui um CH3z em sua estrutura que confere um carater mais
hidrofébico que os filmes formados pelos hibridos ureasil-POE, como explicado
anteriormente. Segundo KALYANKAR et al (2010) material que apresentam maior
carater hidrofilicos possuem uma melhor bioadesdo, assim o filme formado pelo

hibrido ureasil-POE proporciona um trabalho de bioadeséo maior.

6.5 Caracterizacao térmica

6.5.1 Calorimetria Diferencial Exploratéria ( DSC)
A Figura 17 representa a curva de DSC do hibrido ureasil-POE 1900

utilizando como catalisador do processo sol-gel o HCI (2M) e NH4F (0,1M). A Figura
18 apresenta a regido da temperatura de transicao vitrea (Tg) para o hibrido ureasil-

POE1900 utilizando os diferentes catalisadores.
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Fluxo de calor (mWY)

— POE 1900 NH4F
— POE 1900 HCI
r\:cTzﬂ' oA
T l T l T I I T l T I T I T I T I T
-100 -50 0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

Figura 17. Comparacdo das curvas de DSC da matriz hibrida ureasil-POE

1900 utilizando diferentes catalisadores.
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— POE 1900 HCL
——POE 1900 NH4F

Fluxo de calor (mWY)

| T I T | T T
-80 60 -40 -20 0
Temperatura (°C)

Figura 18. Comparacao das curvas de Tg do hibrido ureasil-POE 1900 utilizando

diferentes catalisadores.

A presenca de um pico endotérmico entre 20 a 30°C mostra a fusdo da fase
cristalina do hibrido ureasil-POE 1900. Independente do tipo de catalisador utilizado
observou o aparecimento de um pico na regido de 80 a 120°C que esta relacionada

com a presenca de resquicio de solvente na amostra.

Através da analise do DSC calculou-se o grau de cristalinidade das matrizes
hibridas catalisadas com diferentes catalisadores. O grau de cristalinidade foi
calculado a partir da equagao 2, onde AH; é a variacdo de entalpia de fusdo da fase
cristalina da amostra, AH, € a variagéo da entalpia de fusdo do POE 100% cujo o
valor da literatura é de 196,8 J g™*.(100POE). O grau de cristalinidade, Tg e a

temperatura de fusdo estéo apresentados na Tabela 8.

.. 4H,
GC = <100 Equacéo 2



Tabela 7. Analise do DSC para os hibridos ureasil POE 1900 utilizando

diferentes catalisadores.

Catalisador Amostra T fuséo(°C) Tg (°C) GC(%)
Acido POE 1900 30,38 -54,12 19,32
Neutro POE 1900 21,10 -59,28 19,36

Quando se compara a temperatura de
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fusdo da fase cristalina do hibrido

houve uma diferenca de 9,28°C que pode estar associada a uma pequena alteragao

na reorganizacdo do material ja que o tipo de catalisador ira alterar a cinética das

reacOes de hidrélise e condensacgéo e consequentemente a estrutura final da matriz
hibrida (BRINKER, 1988). A temperatura vitrea e o Grau de cristalinidade do

material ndo apresentaram diferencas significativas com a alteracdo do catalisador

utilizado. Outro aspecto observado foi a elevada estabilidade térmica apresentada

pela matriz hibrida ureasil- POE 1900, ja que néo foi observado o aparecimento de

nenhum pico exotérmico independente do tipo de catalisador utilizado.
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7. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o tipo de catalisador utilizado no processo sol-gel para a
obtencdo de matrizes poliméricas hibridas organicas-inorganicas influencia nas
caracteriticas do material formado. No processo de liberacdo da sulfadiazina de
prata o tipo de catalisador ndo apresentou muito influencia, porque o perfil e
liberacdo do farmaco esta ligado com a relacao hidrofilico/hidrofébico da matriz. O
tipo de catalisador mostrou-se bastante importante para as propriedades visuais e
para a capacidade de bioadesdo do material. Assim, é possivel moldar as
caracteristicas do hibrido alterando o do tipo de catalise utilizada no processo de

obtencado da matriz.
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