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Prefacio

Esta obra transcorre sobre o desenvolvimento de membranas
de quitosana e quercetina para aplicacao em tlceras de pele, em
especial, a tlcera diabética. Pretendemos proporcionar ao leitor,
uma alternativa de tratamento com maior eficacia e menor gasto
para populacao atingida por tal problema. A criagao de um novo
biomaterial é possivel pelo crescimento da biotecnologia disponivel,
beneficiando a satde global com seus avangos em pesquisas
inéditas e inovadoras. Aspectos historicos, epidemiolégicos e
tecnoldgicos sdo assuntos relatados neste livro, a fim de fazer com
que o leitor entenda o contexto, como dificuldades, limitacoes e
beneficios do desenvolvimento de um novo material a ser aplicado
na area da satde. Em seus quatro capitulos, os autores apresentam
informagoes sobre a Diabetes Mellitus (DM)e suas consequéncias
aos portadores como a neuropatia diabética, detalhando todo o
processo de cicatrizacdo da pele, para assim discorrer sobre a
importancia do desenvolvimento de um novo produto, obtidos
através da interacdo da quitosana e da quercetina com aplicagao em
processos inflamatérios epiteliais. Sabendo que as doengas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT), no caso dos pacientes diabéticos,
trazem grandes prejuizos a populagao, de forma global e que sua
incidéncia aumenta com o processo de envelhecimento, hd um
impacto na diminui¢ao da qualidade de vida dos portadores,
especialmente para aqueles que tem tlceras epiteliais de dificil
tratamento, buscamos desta forma, criar uma alternativa de
tratamento que traga beneficios ao quadro global de satide desses
usudrios. Esperamos que os percursos metodoldgicos trazidos neste
livro, contribua para o aprimoramento de pesquisas na area dos
Biomateriais e para a criagdo deste produto aplicavel, baseando-se
em evidéncias cientificas concretas, visando o desenvolvendo da
ciéncia brasileira e com impacto na melhora da satide da populagao.

ELIZA JULIANA DA COSTA EULALIO
ISABELLA BARROS ALMEIDA



Apresentacao

A Diabetes Mellitus consiste em uma doencga cronica que
aumenta entre brasileiros, tendo direta relacdo com os fatores de
risco do mundo moderno. A principal complicacdo desta patologia
sao as ulceras, de dificil tratamento, pela cicatrizagao lentificada
e pela ineficdcia de alguns curativos.

O avancgo na area dos Biomateriais tem favorecido o
desenvolvimento de produtos com tal finalidade, sendo a quitosana
um polimero promissor e de extrema relevancia, que pode ter sua
acao terapéutica potencializada com a incorporacado de farmacos, a
exemplo da quercetina, um flavonéide com fungdo anti-inflamatéria
comprovada. Neste livro demonstraremos como foi desenvolvido
membranas de quitosana incorporadas com quercetina, para uso
em pacientes com ulceracdes epiteliais, em especial, para aplicagao
em feridas diabéticas.

O desenvolvimento da membrana ocorreu no Certbio da (UFCG),
tendo sido produzidas 500 membranas, obtidas nas duas fases do
trabalho: Fase Exploratéria e Fase Experimental. Os dados foram
analisados através da estatistica descritiva, apds os ensaios de
caracterizagao: MEV, EDS, FTIR, DRX, Termogravimetria (Tg),
Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Ensaio de
Citotoxicidade. Os resultados da Fase Exploratéria evidenciaram
que, embora houvesse a incorporagdo da quercetina na matriz
polimérica da quitosana, o contato desta com a solugao bésica
(Hidréxido de Sé6dio e Hidréxido de Amonio) resultou na formacao
de um sal, confirmado ap6s observagao dos outros ensaios, houve
também a formacao de aglomerados devido a concentragdo elevada
de farmaco, concluindo-se que ndo apresentaram caracteristicas
potenciais para aplicabilidade do produto em feridas diabéticas.

Os resultados da Fase Experimental evidenciaram incorporacao
de quercetina na matriz da quitosana, em ambas as metolodogias (X
e Y), contudo na que houve reticulagdo em TPP (X), o farmaco ficou
disperso homogeneamente, os difratogramas revelaram alteracao
da cristalinidade da membrana com a presenga da quercetina,
reforcando a interacdo entre ambos.



As andlises de TG e de DSC evidenciaram que a reticulagdo em
TPP alterou O comportamento térmico da membrana de quitosana/
quercetina, aumentando a estabilidade do compésito e a quercetina
contribuiu, de forma discreta, para as alteracdes das curvas de
calor. O ensaio de citotoxicidade apontou que as membranas com
TPP tém viabilidade para serem utilizadas como biomaterial.

Concluiu-se, que a metodologia considerada vélida e eficaz para
a obtencao de membranas de quitosana/ quercetina, foi a X, onde
houve a reticulacdo em TPP, com potencial para ser testada in vivo
e contribuir para regeneragao tecidual e o combate ao processo
inflamatério presente nas feridas diabéticas. Sugere-se que,
novos ensaios sejam realizados, a fim de aprimorar algumas das
caracteristicas finais do produto, contudo pardmetros fundamentais
das varidveis ja foram estabelecidos nesse estudo
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Cenario mundial das lesoes cronicas

As doencgas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo hoje
responsaveis por altas taxas de morbidade e de mortalidade em
muitos paises, constituindo o principal problema de satde publica
e tendo como fatores relacionados ao aumento dessa prevaléncia,
a transicdo epidemioldgica, o tabagismo, os alimentos com altas
taxas de gorduras trans e saturadas, o sal e o agticar em excesso, 0
sedentarismo, bem como o consumo excessivo de alcool, entre outros
(SCHMIDT et al., 2011).

As patologias que fazem parte desse grupo, conforme a Organizacao
Mundial de Satde - OMS, (2011) sao, predominantemente, as
doengas cardiovasculares, doengas mentais, hipertensao arterial,
cancer, doengas respiratdrias cronicas, danos hepéticos e renais e
diabetes, responsaveis por gerar impactos multiplos, em termos de
limitagdo a qualidade de vida, a produtividade e a funcionalidade
dos pacientes e também representa um potencializador do aumento
dos custos da saude.

Dados recentes e nacionalmente representativos mostram
elevacao das taxas do diabetes entre brasileiros de 20 anos de idade
ou mais, havendo relacdo direta com a epidemia da obesidade
e o maior acesso a testes diagnosticos (NEIVA, 2013). Existem
diversas complicag¢des cronicas do diabetes, dentre as quais se
ressalta a insuficiéncia vascular periférica, a neuropatia periférica
e a neuropatia autondmica, que associadas as infec¢des, sao os
precursores dos eventos ulcerativos, de gangrena e das amputacdes
nos membros inferiores. Grossi (1998) diz que a presenca de tlceras
nos pés é a principal causa de internacgao de pacientes diabéticos e
corresponde a 6% das hospitalizacdes nos Estados Unidos.

A presenca de neuropatia periférica predispde a lesdes que terdo
cicatrizacdo mais lenta, tanto em decorréncia das alteracdes na
vascularizagdo periférica quanto das alteracdes metaboélicas que decorrem
do diabetes. Como qualquer tipo de tlcera, as que ocorrem no pé
diabético poderao ser colonizadas por bactérias que habitam a pele,
fazendo com que a ocorréncia de infeccao seja frequente e o controle
desta pelo sistema imune mais dificil, aspectos que predispdem o paciente
a morte devido ao risco elevado de sepse (SADER; DURAZZO, 2003).
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A escolha do curativo a ser utilizado nessas patologias deve ser
baseada em fatores como eficacia, seguranca e custo, de forma que
o paciente possa manté-lo e, assim, conseguir resultado positivo,
pois as lesdes apresentam cicatrizacdo demorada, na maioria dos
casos, que compromete sua qualidade de vida (FRADE et al., 2011).

Os biomateriais sao definidos como aqueles materiais ndo vivos
utilizados na area médica ou biomédica, objetivando a interacao
com o sistema biol6gico. Muitos deles sdo alternativas efetivas para
a substituicao de tecidos, pois ndo apresentam riscos de transmissao
de doengas ou rejeicio imunolédgica, além de apresentarem
disponibilidade ilimitada. Pesquisadores tém mostrado interesse
no desenvolvimento e uso de novos materiais capazes favorecer a
regeneracao tecidual e a melhora da inflamagao, a fim de promover
a melhora do estado geral da tlcera. (SPIN NETO et al., 2008).

Santos et al (2011) dizem que as coberturas com biomateriais
tempordrios mais utilizados para tratamento de tais enfermidades
cutaneas sao: hidrogel, curativo com alginato de célcio, filme de
poliuretano, curativo de hidrocoléide, papaina, gaze impregnada
de petrolato, gase impregnada de parafina, apdsito absorvente,
curativo com nanoparticulas de prata, gase tradicional, etc.

As aplicacdes dadas aos biomateriais obtidos a partir da quitosana
tém evoluido muito nas tltimas trés décadas, com aplicagdes
diversas, cabendo ressaltar na drea de engenharia tecidual, na qual
esta pode ser permeada por células, atuando como moldes para
a formacao de estruturas biolégicas complexas. Propriedades de
biodegradabilidade, biocompatibilidade, bioatividade, propriedades
de adsorgao, permitem que esta seja utilizada como bioadesivo,
agente cicatrizador, agente antimicrobiano, material de bandagem,
molde para enxerto de pele, agente hemostatico, material para
sutura, e até mesmo para liberagcao controlada de farmaco (SPIN
NETO et al., 2008).

A quitosana constitui-se uma um polimero natural que vem se
destacando como polimero biodegradavel e bioabsorvivel, pois
seus produtos de degradagao sdo atdxicos, ndo imunogénicos e
nao carcinogénico, além de ser economicamente viavel, por ser
derivada da carapaga, casca ou caixa de revestimento de crustaceos,
um polissacarideo abundante na natureza e potencialmente eficaz
(MUZZARELLI et al., 1997).



A quercetina, semelhante a quitosana, possui propriedades
biolégicas relevantes, como agdo antihipertensiva, antiaterogénica,
antiarritmica, antialérgica, antineoplasica, antiagregante plaquetaria,
antiviral, antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoéria e é
definida como um importante flavonéide, encontrado numa grande
quantidade de alimentos como cebola e maca, de caracteristica
lipossoltvel, no entanto, as pesquisas tém enfocado o potencial
antioxidante da quercetina na dieta humana e pouco tem se
investigado seu potencial anti-inflamatério (MOON et al., 2008;
VICENTINI, 2009).

Baseado no que foi exposto, acredita-se que o desenvolvimento
de uma membrana, de quercetina e quitosana, para aplicacdo
topica sobre as tlceras epiteliais, especificamente para aplicagdo
na ferida do paciente diabético, poderia combater a inflamacao
e favorecer o estimulo a regeneracdo tecidual, j4 que ambas as
substancias possuem aplicagdes relevantes e comprovada eficacia,
e que se trataria de uma pesquisa inédita na area, por agregar dois
compostos naturais, considerado de grande valia no d&mbito da
satde publica, nos chamados paises em desenvolvimento, na busca
de conceber um produto terapéutico efetivo para o tratamento de
tais patologias.




Capitulo II



Desbravando as lesoes de pele e as
alternativas de tratamento

2.1 CONSIDERACOES GERAIS ACERCA DO DIABETES
MELLITUS

A prevaléncia do Diabetes Mellitus (DM) esta aumentando de
forma exponencial, adquirindo caracteristicas epidémicas em varios
paises, particularmente nos em desenvolvimento. Nas Américas,
o namero de individuos com diabetes foi estimado em 35 milhdes
para o ano 2000 e projetado para 64 milhdes em 2025. Nos paises
em desenvolvimento, estima-se que o aumento seja observado
em todas as faixas etdrias, principalmente no grupo de 45-64
anos onde sua prevaléncia devera triplicar, duplicando nas faixas
etarias de 20-44 e 65, isto é, tornar-se-4 um problema de satude
publica inespecifico a faixas etdrias mais avangadas, mas sim um
mal cronico da populagdo adulta (SARTORELLI; FRANCO, 2003).

Por ser considerada uma patologia com caracteristica de
cronicidade, ela requer maior necessidade de cuidados médicos, em
médio e longo prazo, uma vez que esta associada a maior incidéncia
de doengas cardiovasculares e cerebrovasculares, cegueira,
insuficiéncia renal e amputagdes ndo traumaéticas de membros
inferiores, constatando-se um crescente nimero nas hospitalizagdes
por diabetes, em proporg¢des superiores as hospitalizagdes por
todas as causas. Apresenta grande associacdo com a obesidade,
o envelhecimento populacional e histéria familiar de diabetes,
gerando 6nus econdmico e social, tanto para o individuo como
para a sociedade, além de incapacitagdes, perda de produtividade
de vida e risco de morte prematura (FREIRE, 2002).

A Organizagdo Mundial de Saade (OMS, 2011) define o Diabetes
Mellitus como uma sindrome decorrente da falta de insulina e/
ou incapacidade da mesma exercer adequadamente suas agdes,
caracterizada pela hiperglicemia cronica e alteracdo no metabolismo
dos carboidratos, lipideos e proteinas. Os sintomas caracteristicos
da doenga sao: polidipsia, poliaria, alteragdes visuais, perda de
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peso, aumento do apetite, impoténcia sexual, infec¢des flingicas na
pele e unhas, distarbios cardiacos e renais, feridas, especialmente
nos membros inferiores, que demoram a cicatrizar e neuropatias
diabéticas provocadas pelo comprometimento das terminagdes
nervosas (MIRANZI et al., 2008). Sao véarios os fatores de risco
para o desenvolvimento da doenca, dentre os quais, destacam-se:
idade superior a 45 anos, obesidade, histéria familiar em parentes
de 1° grau, diabetes gestacional, hipertensao arterial sistémica;
alteracOes prévias de glicemia, etc. (GROSS et al., 2002).

O pancreas produz dois hormoénios importantes na regulagao
da taxa de glicose (agticar) no sangue: a insulina e o glucagon.
A insulina facilita a entrada da glicose nas células (onde ela sera
utilizada para a produgao de energia) e o armazenamento no
figado, na forma de glicogénio. Ela retira o excesso de glicose
do sangue, mandando-o para dentro das células ou do figado. A
falta ou a baixa producao de insulina provoca o diabetes, doenca
caracterizada pelo excesso de glicose no sangue (hiperglicemia).
(BAYNES; DOMINICZAK, 2007).

Quanto a classificagdao, o DM tipo I é responsavel por cerca de
5% a 10% de todos os casos, ocorre quando o pancreas produz
pouca ou nenhuma insulina. A instalagdo da doenca ocorre mais
na infancia e adolescéncia ou antes dos 30 anos de idade. Ha
uma destruigao das células p pancreaticas e seu tratamento exige
o uso de insulina para impedir a cetoacidose diabética (PRATT;
CORNELY, 2006).

Ja o DM tipo II é responséavel por mais de 90% dos casos de
DM, nao tem componente autoimune, acontece em geral ap6s os 30
anos, em individuos com histéria familiar positiva. O tratamento
em geral envolve dieta e agentes hipoglicemiantes orais, sem
necessidade do uso de insulina, que, se necessario, deve ocorrer
pelo menos cinco anos ap6s o diagndstico para configurar que nao
h& dependéncia como no DM tipo I (KATZUNG, 2006).

O Diabetes Gestacional ocorre durante a gravidez e, na maior
parte dos casos, é provocado pelo aumento excessivo de peso da
mae. H4 ainda o diabetes associado a outras patologias como as
pancreatites alcodlicas, uso de certos medicamentos, etc (NEIVA,
2013).



Uma das alteracdes mais relevantes observadas na clinica da
DM, estdo as doencas vasculares, causadoras de consideravel
morbimortalidade inerentes a doenca, afetando quase todos os
tecidos corporais, seja em maior ou em menor grau; dentre essas
complicacdes cronicas, uma das mais graves constitui as lesdes nos
pés, denominada na nomenclatura clinica de pé diabético (BRASIL,
2013).

O pé diabético define-se como uma entidade clinica, de base
neuropatica, induzida pela hiperglicemia sustentada, com prévio
traumatismo desencadeante, que se produz a ulceragao do pé;
existem dois tipos: o neuropético - cerca de 65% dos casos, e 0
neuroisquémico - em 35% dos casos. A “sindrome do pé diabético”
engloba um ntimero considerdvel de condi¢bes patolégicas,
incluindo a neuropatia, a neuroartropatia de Charcot, a ulceracao
do pé, a osteomielite e, finalmente e potencialmente prevenivel, a
amputacao (DUARTE; GONCALVES, 2011).

Orisco de um diabético desenvolver tlcera de pé ao longo da vida
chega a atingir 25% e acredita-se que, a cada 30 segundos, ocorre
uma amputagdo do membro inferior, resultando em aumento da
morbidade e da mortalidade, além de ter consequéncias econdmicas
substanciais (KATZUNG, 2006).

Duas teorias merecem destaque para elucidar o desen-
cadeamento das neuropatias diabéticas: a vascular, na qual a
microangiopatia levaria a isquemia, que causaria a lesao do nervo;
e a bioquimica, na qual o aumento de substancias téxicas causaria
lesao no nervo, tendo como consequéncia, o desenvolvimento de

tipos de neuropatias, descritos na Tabela 01, segundo Caiafa et
al (2011).

1%
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Tabela1 - Tipos de Neuropatias desenvolvidas no paciente com Diabetes.
Fonte: Grifo da autora (2014)
TIPOS DE QUADRO CLINICO
NEUROPATIA

Acarreta atrofia muscular do pé, que desencadeia
NEUROPATIA defgrmidades e alteragdes dos pontos de presség na
regido plantar, sobrecarregando algumas regides,

OO, que com a marcha, evolui para ulceracao.
NEUROPATIA Acarreta perda gradual da sensibilidade tatil e
SENSITIVA dolorosa, que torna os pés vulneraveis a traumas,

denominada de “perda da sensagdo protetora”.

Acarreta a anidrose, que causa o ressecamento

NEUROPATIA da pele, a formacdo de fissuras, e alteragdes no

AUTONOMICA crescimento das unhas que, se constituem em
importantes portas de entrada para infecgGes.

Figura 1 - Tipos de Neuropatias desenvolvidas no Diabetes.

Fonte: Adaptado de Caiafa et al. (2011).
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Figura 2 - Fatores associados a ocorréncia de tlceras em diabéticos.

Fonte: BRASIL (2001).
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Observa-se assim, que a neuropatia seria o resultado da
danificacdo cronica dos nervos periféricos dos membros inferiores,
podendo acarretar em disttrbios motores, sensoriais e autondmicos,
responsdveis por grandes sequelas fisicas e funcionais, nos pacientes
diabéticos (DIAS; CARNEIRO, 2000). A figura 01 retrata os tipos
distintos de neuropatias.

A principal complicacdo advinda das neuropatias seria a
amputacdo do membro, com grande potencial de diminuir a
funcionalidade do paciente, elevar o risco de 6bito, se ndo tratada
adequadamente, e em tempo héabil (BRASIL, 2001). A Figura 02
mostra os fatores associados as tlceras nos pés em pacientes
diabéticos.

Convém frisar que, na maioria dos casos, as lesdes dos
membros inferiores em diabéticos podem ser evitadas, e 50% das
amputacdes podem ser prevenidas através da implementacao de
agOes educativas orientadas por profissionais capacitados, para
os diabéticos e seus familiares, objetivando um efetivo controle
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metabdlico, e, sendo considerada uma das ferramentas mais efetivas
para prevenir as sequelas e suas complicac¢des (SILVA, 2009).

2.1.1 ULCERAS DIABETICAS

As lesdes do pé diabético frequentemente resultam de uma
combinacdo entre dois ou mais fatores de risco, ocorrendo
concomitantemente. Os caminhos que levam a ulceragao sao
apresentados de forma esquematizada na Figura 03. Convém
ressaltar que a infecgdo raramente é a causa direta de uma tlcera,
no entanto, uma vez que esta ja acometido por uma infeccao, o risco
de uma amputagao subsequente é relativamente maior (GROSS
et al., 2002; GROSSI, 1998).

Figura 3 - Vias que levam a ulceragao no pé em diabéticos.

Fonte: Adaptado de Brasil (2001).
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Ulcera é uma interrupco na solucao de continuidade da epiderme
e estruturas profundas da derme que causa altera¢des na funcao
fisiolégica dos tecidos afetados, ou seja, houve um dano tecidual que
nao foi sequenciado por um processo de cicatrizacdo organizado e
oportuno suficiente para produzir integridade anatémica e funcional
dos tecidos lesados. Existem varios tipos de tlceras cronicas, como
tlceras de pressao, vasculares, de pé diabético, e outros tipos de feridas
(O'MEARA et al., 2000).

Além de etiologias distintas, as tlceras podem ser classificadas
quanto ao tempo de reparagdo em agudas e cronicas, e de acordo com
a profundidade, em graus: I, II, II e IV, de forma correspondente a
extensdo da parede tissular envolvida: epiderme, derme, tela subcutanea
e tecidos mais profundos, como musculos, tenddes, ossos e outros
(LAMPE, 2001).

O paciente com tlcera cronica geralmente apresenta uma série de
fatores que impedem o processo curativo, a exemplo da presenga de
diabetes, que inibe a cicatrizacdo organizada da ferida. A prescrigao e
tratamento das tlceras cronicas incluem muitas estratégias, incluindo
véarios tipos de curativos, agentes antimicrobianos, fisioterapia e
estratégias educacionais, etc. (SILVA, 2009).

Brasil (2001) ressalta que o tipo, a localizacdo, a causa e as caracteristicas
de uma tlcera devem ser aspectos considerados quando da selegdo da
estratégia de tratamento mais apropriado. As analises dos resultados
e da abordagem das tlceras nos pés s6 podem ser conduzidas se as
lesdes estiverem. Na Tabela 2 estdo expostos itens de avaliagdao de
ulceras do pé diabético.

Sabe-se que, a cicatrizacdo das tlceras em pacientes diabéticos
é limitada por multiplos fatores, como por exemplo, os fatores
socioecondmicos, 0 acesso ao sistema de satde e a adesao ao tratamento.
De forma global, o tratamento constitui-se de algumas etapas, tais como:
a limpeza da ferida, escolha de um produto adequado ao estdgio de
cicatrizacdo em que se encontra a tlcera, associado a aplicacdo de uma
terapia compressiva (BARBOSA, 2011).

Convém ressaltar que o tratamento para as tlceras é longo, fato
que onera o sistema publico de satide, além das limitagdes impostas
pela lesdo contribuir para afastar os pacientes, muitas vezes ainda em
idade produtiva, de suas atividades laborais (OLIVEIRA et al., 2012).
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Tabela 2 - Avaliagio e classificacdao das tlceras do pé diabético.

Fonte: Adaptacdo da autora do Consenso Internacional de Pé Diabético (2011).

ITENS DE CARACTERISTICAS
AVALIACAO
QUANTO A PERFUSAO
Graul

Sem sinais ou sintomas de isquemia no pé afetado.

Grau ? Com sinais e sintomas de isquemia do membro,
porém, nao critica.

Grau 3 Isquemia critica do membro afetado.
QUANTO A PROFUNDIDADE

Grau 1l Ulcera superficial que ndo atinge estruturas além
da derme.

Grau 2 Ulcera profunda, passa da derme para estruturas
subcuténeas, fascia, musculo ou tend3o.

Grau 3 Envolve todas as camadas do pé, incluindo osso
e/ou articulagao.

QUANTO A INFECCAO
Grau 1 Sem sinais ou sintomas de infecc¢ao.

Infecgdo limitada a pele e subcutaneo, porém poupa
os tecidos profundos e ndo ha sinais sistémicos;
2 dos itens abaixo devem estar presentes:
Grau 2 Edema local;
Eritema > 0,5-2cm ao redor da dlcera;
Flutuagao ou Dor local;
Calor local e/ ou Secregdo purulenta.

Eritema > 2 cm;

Mais um dos itens descritos anteriormente (edema,
flutuagdo, calor ou secregdo purulenta);

Infecgdo envolvendo estruturas mais profundas
da pele e tecido subcutaneo, tais como: abscesso,
osteomielite, artrite séptica ou fasciite.

Sem sinais de resposta inflamatéria sistémica.

Grau 3
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Infecgdo associada a dois ou mais dos seguintes
sinais de resposta sistémica:
Grau 4 Temperatura > 38 ou < 36 graus Celsius;
Frequéncia cardiaca > 90 bpm;
Frequéncia respiratéria > 20 ipm;
Leucocitos >12.000 ou < 4.000/ mm?

QUANTO A SENSACAO
Grau 1 Sem perda da sensacdo protetora do pé.
Grau 2 Perda da sensacdo protetora.

As tlceras devem ser medidas em cm?, se possivel,
ap6s debridamento, por isso, poderdo se multiplicar

QUANTO A : s .
~ os valores dos maiores didmetros perpendicularmente
EXTENSAO ou usar uma transparéncia em rede milimetrada, que
é mais precisa para tal mensuracao.
2.2 PELE

A pele recobre o corpo, protegendo-o contra o atrito, a perda
de dgua, a invasdo de microorganismos e a radia¢do ultravioleta.
Tem papel na percepgao sensorial (tato, calor, pressao e dor), na
sintese de vitamina D, na termorregulagdo, na excregdo de ions e
na secrecao de lipidios protetores, estando integrada com diversos
sistemas corporais, de maneira que permite o equilibrio dindmico
de todo o organismo e o equilibrio deste com o ambiente externo.
(BARBOSA, 2011; TORTORA; GRABOWSKI, 2007).

A pele é composta por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme. A epiderme é um epitélio de revestimento e encontra-se
firmemente acoplada ao tecido conjuntivo subjacente do qual recebe
suporte, a derme. Abaixo da derme reside um tecido conjuntivo
frouxo, a hipoderme, que contém gordura (SILVA; FIGUEIREDO;
MEIRELLES, 2010). (Figura 6).

A epiderme é a camada mais externa das duas principais
camadas da pele; ela é discretamente acida, recoberta por epitélio
queratinizado, sendo este, sustentado pela derme e pelo tecido
conjuntivo subjacente; contém melandcitos que confere cor a pele,
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Figura 6 - Estruturas da pele.
Fonte: Silva et al. (2010).

cabelo e pelos; é considerada a camada que protege a pele contra
o ambiente externo, encontrada ainda, as células de Langerhans
suprabasais e as células de Merkel basais, que sao células
neuroendodcrinas as quais atuam na proliferacao de queratinécitos
e parecem ter papel na regulacdo de doencas cutaneas (BOULAIS
etal., 2009). A derme é a camada mais espessa, composta por fibras
de colageno e elastina. (BARBOSA, 2011).

Na superficie epitelial externa da epiderme encontra-se o estrato
corneo, que é uma camada de células mortas, queratinosas e
que funciona como uma barreira eficaz contra micro-organismos
patogénicos, além de controlar a permeacdo de componentes;
quando essa barreira protetora é lacerada, tem-se o que se chama
de ferida (FERNANDES; BRAZ, 2002).

Convém ressaltar que a pele humana apresenta pH levemente
acido (4,6 - 5,8), aspecto este que contribui para que ocorra protecao
bactericida e fungicida em sua superficie; além dessa barreira de
protecdo, as secre¢des cutaneas apresentam apreciavel capacidade
tamponante, importante propriedade, uma vez que o pH da pele
é frequentemente alterado em consequéncia da utilizacao de
produtos topicos inadequados, expondo a pele a uma série de



25

agentes agressores, em especial microorganismos (LEONARDI;
GASPAR; CAMPOS, 2002).

Os mecanismos de defesa presentes na pele variam entdo,
desde a secrecdo sebdcea, com acgdo protetora e antimicrobiana,
até as mais especificas e complexas fungdes imunolégicas, que é
potencializada pela funcdo dos anexos cutaneos: os pélos, cabelos,
musculo eretor do pélo, unhas, glandulas sebéceas e glandulas
sudoriparas (RODRIGUES, 2013).

2.3 0 PROCESSO DE CICATRIZACAO

O processo de cicatrizagdo de feridas envolve diferentes estagios,
sendo a compreensao desse processo de grande importancia, uma
vez que a evolugdo da ferida depende do tratamento adequado
de cada fase. A restauracao dos tecidos pode ocorrer de duas
maneiras: 1) A partir da regeneracdo, através da recomposicao da
atividade funcional do tecido; ou 2) Através da cicatrizagao, com
restabelecimento da homeostasia do tecido e consequente perda
da sua atividade funcional pela formagao de cicatriz fibrética
(GOMES; CARVALHO; LIMA; 2009).

A lesdo tissular, seja de qualquer natureza (fisica, quimica ou
biol6gica), estimula rapidamente diversos processos metabélicos que
buscam recuperar o tecido, desencadeando uma série de eventos que,
de forma sintética, se traduzem como rubor, tumor, calor e dor, como
resultado da ativacao de células nervosas, vasculares, estromais e
circulatorias por estimulos fisicos ou por sinalizagdo quimica (JORGE;
DANTAS, 2003).

Desta forma conclui-se que a cicatrizacdo representa um processo
complexo e sistémico que exige que o organismo ative, produza
e iniba um namero consideravel de componentes celulares e
moleculares que se organizam com o objetivo de contribuir para
o processo de restauracao (BORGES et al., 2001).

Independente da etiologia que cause a lesdo do tecido e
gere ruptura na pele, na membrana ou qualquer estrutura do
corpo ocasionado por um agente fisico, quimico ou biolégico, a
cicatrizagdo segue um determinado curso e é dividida em trés
fases que compdem diferentes terminologias: fase exsudativa ou
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inflamatoria; fase proliferativa ou fibroblastica; e fase de maturagao
(MANDELBAUM,; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).
2.3.1 FASE INFLAMATORIA

Essa fase é caracterizada pelos sinais comuns do processo
inflamatorio: calor, rubor, dor e edema e comeca imediatamente
ap0s o inicio da lesdo tecidual se estendendo por um periodo de
trés a seis dias, tempo que o organismo ¢é estimulado a utilizar
complexos mecanicos para a formacdo de trombos através da
agregacao plaquetaria, ativagdo do sistema de coagulacao,
debridamento da ferida e a defesa contra infec¢ées com o objetivo
de realizar a restauragao tecidual (CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007).

Logo ap6s a lesdo, ha liberagao de substancias vasoconstritoras
pelas membranas celulares (tromboxana A2 e prostaglandinas).
Tanto o endotélio lesado, como as plaquetas estimulam a cascata
da coagulagdo, que tém papel fundamental na cicatrizacdo, que
atraem neutrofilos a ferida. Desta forma, a resposta inflamatoéria se
inicia com vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular,
promovendo a quimiotaxia (migracdo de neutrofilos para a ferida)

Figura 7 - Processo inflamatdrio das feridas.

Fonte: Guia feridas (2011).
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(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). A Figura 7 explana
essa fase.

Os neutrofilos sdo as primeiras células a chegar a ferida,
com maior concentragao 24 horas apods a lesdo, atraidos por
substancias quimiotéticas, auxiliam na destruicao bacteriana e sao
gradativamente substituidos por macréfagos (THEORET, 2005).

Os macréfagos entdo migram para a ferida apos 48 - 96 horas da
lesdo e sdo as principais células antes dos fibroblastos migrarem
e iniciarem a replicagdo, com papel fundamental no término do
debridamento iniciado pelos neutroéfilos e sua maior contribuicao
é a secrecdo de fatores de crescimento, além de contribuirem
na angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular,
fundamentais para a transicao para a fase proliferativa. Diante
disso, esta fase do processo cicatricial tem como finalidade,
preparar o local afetado para o crescimento de tecido reparado.

(MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).
2.3.2 FASE PROLIFERATIVA

Nesta fase, a mitose celular se estende por aproximadamente trés
semanas, com a funcao basica de desenvolver o tecido de granulacao
composto por capilares e a reconstituicdo da matriz extracelular,
com deposicao de colageno, fibronectina e outros componentes
protéicos, tendo como principais agentes estimulantes, as células
endoteliais, os fibroblastos e os queratindcitos (ARAﬁ]O, 2010).

A angiogénese é estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e caracteriza-se pela migracao de células endoteliais e
formacao de capilares, essencial para a cicatrizacdo adequada
através da formacdo de novos vasos sanguineos. A parte final
da fase proliferativa é a formacado de tecido de granulacao. Os
fibroblastos e as células endoteliais sao as principais células da
fase proliferativa que promovem a contracdo da ferida. (NEVES
et al., 2013).

A fase proliferativa busca a epiteliza¢do; se a membrana basal
estiver intacta, as células epiteliais migram em direcdo superior, e
as camadas normais da epiderme sdo restauradas nesse periodo;
se a membrana basal for lesada, as células epiteliais das bordas
da ferida comecam a proliferar na tentativa de restabelecer a
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Figura 8 - Fase proliferativa: angiogénese e epitelizagao.

Fonte: Fonte: Guia feridas (2011).

barreira protetora (LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994). Essa fase
esta exposta na Figura 8.

2.3.3 FASE REPARADORA, MATURACAO E REMODELACAO TECIDUAL

Esta fase tem inicio aproximadamente na terceira semana apds a
ocorréncia da ferida e pode se estender até dois anos, dependendo
do grau de comprometimento, extensao e local da lesdo. Nesta
fase ocorrem a diminuicdo progressiva da vascularizagao, dos
fibroblastos, 0o aumento da forca ténsil e a reorientacao das fibras de
colageno. A medida que as estruturas sofrem maturagao, o volume
da cicatriz diminui gradualmente e a coloragdo da ferida passa do
vermelho para o réseo palido que caracteriza o processo cicatricial
(PINTO, 2007).

Diante disso, uma ferida é considerada cicatrizada quando o
processo de maturagao restabelece a continuidade da pele lhe
proporcionando forga suficiente para suas atividades normais
(SILVA; FIGUEIREDO; MEIRELES, 2010).

Considera-se assim, que o processo de cicatrizagdo é um processo
complexo e, nessa perspectiva, varios sao os fatores apontados que
dificultam a cicatrizacdo, dentre eles, os fatores intrinsecos, como
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a producao excessiva de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS),
diminuicdo do Oxido Nitrico (NO), diminuicao da reposta aos
Fatores de Crescimento (GFs) e das proteinas da via de sinalizagao
da insulina e alguns fatores externos que também retardam o

processo de cicatrizagdo, como expostos na Figura 9 (BLANES,
2002).

Figura 9 - Fatores que retardam a cicatrizagao.
Fonte: Guia feridas (2011).

2.4 CONDUTAS TERAPEUTICAS PARA TRATAMENTO
DE ULCERAS

A restauracado da pele ocorre por meio de um processo dindmico,
continuo, complexo e interdependente, composto por uma série
de fases sobrepostas, ou seja, trata-se de um processo biolégico de
reparacdo de injarias causadas ao organismo, que abrange uma
gama de processos celulares, moleculares, fisioldgicos e bioldgicos.
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Viu-se que o surgimento de uma ferida desencadeia uma cascata de
reagdes celulares e bioquimicas com objetivo de reparagdo tecidual, no
entanto, em pacientes diabéticos, este reparo é lentificado (PEREIRA;
VERAS; SILVEIRA, 2005).

H4 uma ampla categoria de farmacos utilizados no tratamento
de feridas, a exemplo dos anticoagulantes, os antiplaquetérios, os
hemorreol6gicos que favorecem o processo de regeneragao dos tecidos

Figura 10 - Farmacos usados na cicatrizac¢ao de feridas.

Fonte: Guia feridas (2011).

e induzem a cicatrizagdo. A Figura 10 retrata a classe terapéutica dos
principais farmacos usados, bem como os mecanismos e os respectivos
efeitos. Além desses, os glicocorticoides também sao alternativas de
medicacdo sistémica para tais patologias (GUIA DE FERIDAS, 2011).

O tratamento efetivo das feridas diabéticas dependera da eliminacao ou
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do controle dos fatores que causaram ou que mantém a ferida aberta,
da promogao das melhores condigdes sistémicas e da escolha de terapia
topica adequada. Essas trés a¢Oes representam “os principios do
tratamento de feridas” (PROTOCOLO DE CUIDADO DE FERIDAS,
2008).

Uma forma de auxiliar na cicatrizacdo da lesdo é a preparagdo
do leito da ferida. E aceito que as lesdes ulceradas de membro
inferiores devem ser debridadas para permitir um bom tecido
de granulacdo e uma adequada epitelizacdo. Existem diversas
formas de debridar uma ferida, através de métodos quimicos,
autoliticos e mecanicos que sdo utilizados associados com o curativo
compressivo, pratica esta realizada pela equipe de enfermagem
(ALDUNATE et al., 2010).

Curativos formam um importante segmento do mercado mundial
de produtos médicos e farmacéuticos. No passado, sua funcao
primadria era a de permitir a evaporacao dos exsudatos e prevenir
a entrada de bactérias na ferida. Os curativos modernos, por outro
lado, baseiam-se no conceito de criar um ambiente 6timo para a
movimentacao das células epiteliais, para promover o fechamento da
terida, que incluem: um ambiente imido ao redor da lesdo, circulacao
efetiva de oxigénio para ajudar na regeneracdo das células, dos
tecidos e reduzir a quantidade de bactérias (BOATENG et al., 2008).

Algumas caracteristicas importantes e que devem ser consideradas
na concepcao de um curativo sdo a aderéncia a ferida, a porosidade,
a macroestrutura e as dimensdes do curativo, suas propriedades
mecanicas, a taxa de biodegradacdo e a mucoadesividade (RATNER
et al., 2004).

A selecao correta e a aplicacdo de um curativo é necessaria e
representa uma fase importante para o sucesso terapéutico; requer
uma avaliagdo completa da ferida, do seu grau de contaminagao,
dos fatores locais e sistémicos e da presenca de exsudato, como
forma de agilizar o processo de cicatrizacao e proteger a ferida
contra a acdo de agentes externos fisicos, mecanicos ou biol6gicos,
tendo com objetivo reduzir, prevenir e/ ou minimizar os riscos de
complicagdes decorrentes (LIMA; ARAUJO, 2013).

Até o ano de 2005, existia mais de 2000 produtos para tratamento
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de feridas disponivel no mercado, dificultando a escolha correta
do curativo, uma vez que, para o tratamento de lesdo de pele
é necessario conhecer as categorias, suas atuagao, indicagao,
contraindica¢des, vantagens e desvantagens dos produtos
(DEALEY, 2001).

A escolha do curativo deve ainda ser baseada em fatores como
eficicia, seguranca e custo, de forma que o paciente possa manté-
lo e, assim, conseguir obter resultado positivo, pois as lesdes
apresentam uma cicatrizagdo muito demorada na maioria dos
casos, especialmente entre pacientes portadores de doengas cronicas
como a Diabetes Mellitus (FRADE et al., 2011).

Assim sendo, a busca por tratamentos mais eficientes que
possam contribuir para a cicatrizagdo precoce é de interesse ptublico,
representando um desafio para os profissionais envolvidos no
processo do reparo tecidual e vem se consolidando como linha
de pesquisa interdisciplinar de relevancia académica, econdmica
e social.

Santos et al (2011) dizem que as coberturas temporarias mais
utilizadas para tratamento de tais enfermidades cutaneas sdo:
hidrogel, curativo com alginato de calcio, filme de poliuretano,
curativo de hidrocoléide, papaina, gaze impregnada de petrolato,
gase impregnada de parafina, ap6sito absorvente, curativo com
nanoparticulas de prata, gase tradicional, etc, porém a maioria
possui alto custo e sua escolha dependera de cada tipo de tlcera
e de cada fase especifica da cicatrizacao (SANCHEZ, 2012).

Os avangos tecnolégicos tém evidenciado novas formas de
tratamento para acelerar o processo de cicatrizagdo, diminuindo a
frequéncia da troca do curativo e promovendo maior conforto ao
paciente, sendo a drea de Biomateriais bastante promissora nesta
6tica (FRANCO; GONCALVES, 2008).

Os biomateriais sao definidos como aqueles materiais nao vivos
utilizados na area médica ou biomédica, objetivando a interacdo
com o sistema bioldgico. Muitos deles sao alternativas efetivas para
a substituicao de tecidos, pois nao apresentam riscos de transmissao
de doencas ou rejeicao imunolégica, além de apresentarem
disponibilidade ilimitada. Pesquisadores t¢ém mostrado interesse
em novos materiais capazes favorecer a regeneragao tecidual e a



melhora da inflamagdo, a fim de promover a melhora do estado
geral da ferida (SPIN NETO et al., 2008).

Outros polimeros naturais mais estudados para a regeneragao da
pele estdo os alginatos, o acido hialurdnico, a celulose, o colageno, a
gelatina e seus derivados e a quitosana Esses polimeros podem ser
usados como agentes gelificantes, excipientes para dar consisténcia
a cremes, matrizes em adesivos, curativos tipo esponja, géis,
membranas e adesivos em sistemas de liberacdo transdérmica
(SILVA et al., 2008).

As aplicagdes dadas aos biomateriais obtidos a partir da
quitosana tém evoluido nas altimas décadas, com aplicagdes
diversas, cabendo ressaltar a area de engenharia tecidual, na qual
esta pode ser permeada por células, atuando como moldes para
a formacao de estruturas bioldgicas complexas. Propriedades
de biodegradabilidade, biocompatibilidade, bioatividade,
propriedades de adsor¢do, permitem que esta seja utilizada como
bioadesivo, agente cicatrizador, agente antimicrobiano, material
de bandagem, molde para enxerto de pele, agente hemostatico,
material para sutura, e até mesmo para lentes de contato, na forma
de filmes, géis, cadpsulas, micro capsulas ou solugdes (SPIN NETO
et al., 2008).

Os polimeros tém sido extensamente empregados como
curativos porque possuem a capacidade de proteger as feridas
de infeccOes secundérias e proporcionar um ambiente hidratado
que auxilia no processo de cura, além de que este material pode
permanecer na lesdo sem causar trauma, atuando como alternativa
ideal pelas propriedades que possuem e que aceleram o processo
de cicatrizacdo de feridas. (NEVES et al., 2013).

Por se tratar de um polimero natural e abundante, de baixa
toxicidade e conjugar de ricas propriedades industriais e
farmacéuticas, a quitosana se destaca como biomaterial atraente
para usos diversos e com eficdcia comprovada. A Figura 11
apresenta algumas aplicagdes da quitosana em diferentes &reas
(CHATELET; DAMOUR; DOMARD, 2001).

Muitas aplicacdes para a quitosana como biomaterial ja foram
propostas, tendo sido observado que os oligossacarideos da
quitosana possuem um efeito estimulante sobre os macréfagos e,
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Figura 11 - Diversas aplicagdes da quitosana.

Fonte: Milioli (2011).

AREA INDUSTRIAL SAUDE NUTRICIONAL
Purifizacho de Agua residual de indlstrias Agente abeorsedor de gandura
Estabilizante de gorduwra no prépare de aimentos | Regeneracds de ferimenios
Estabilizante de arcmas fupcliar mo controle da pressdo arerial
Feserva de froca idnica Fegenerador de estrutura dssea
bgfitives de cosmélicos e shampoos Redugde de nivel de deido drico
FProlecdo baclericida de semenles Baclericida’ Antiviral
Estabilizante de frutas e verduras nie 3 formagde de placas bacterianas
Agente imobilizanie de micro-organiemos Membranas artificiaiz

tanto a quitosana como a quitina, atraem os neutroéfilos tanto in
vitro, como in vivo, o que € essencial para a cura da lesdo cutanea;
outros estudos mostraram que membranas de quitosana ndo
sao citotoxicas, quando testadas com fibroblastos (SILVA et al.,
2008) e queratinocitos (CHATELET, DAMOUR; DOMARD, 2001).

Figura 12 - Aplicacao da quitosana na drea biomédica.
Fonte: Rinaudo (2006)



Estudos clinicos ja provaram que feridas humanas tratadas com
membranas de quitosana cicatrizam mais rapido (SANTOS et al.,
2007; SHI et al., 2006). A Figura 12 mostra algumas das principais
aplicagdes da quitosana na area biomédica.

2.5 QUITOSANA

A quitosana (ver Figura 13) é um biopolimero hidrofilico,
natural, de baixo custo, renovavel e obtido a partir da quitina
(ver Figura 14), termo derivado da palavra grega Khitén, que
significa carapaga, casca ou caixa de revestimento e que designa
um polissacarideo abundante na natureza, perdendo apenas para
a celulose em quantidade produzida anualmente. (SPIN NETO
et al., 2008).

Toda a quitina comercialmente produzida é obtida dos residuos

Figura 13 - Estrutura quimica da Quitosana.
Fonte: Campana Filho et al. (2007).
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Figura 14 - Estrutura quimica da Quitina.

Fonte: Campana Filho et al. (2007).
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das industrias de alimenticias de processamento de crustaceos,
que descarta diariamente toneladas desse material. Partindo-se
da matéria-prima bruta, ap6s lavagem abundante, banhos acidos
retiram todo o contedido mineral das cascas, e banhos bésicos

Figura 15 - Desacetilizagdo da quitina originando a quitosana.
Fonte: Campana Filho et al. (2007).
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promovem sua desproteinizacao, aliada a uma leve desacetilagao.
A quitosana é entdo originada a partir da reacdo de desacetilacdo
parcial de quitina, como evidencia a Figura 15 (CAMPANA FILHO
et al., 2007).

A quitosana é um polissacarideo constituido de unidades de
N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina (Figura 15), unidas por
ligacdes B-1,4, formando uma longa cadeia linear composta de
trés grupos funcionais reativos, um grupo amino e dois grupos
hidroxilas primaério e secundario nas posi¢des dos carbonos C-2,
C-3 e C-6 respectivamente. Esta pode ser encontrada na natureza,
particularmente como constituinte da parede celular de alguns
fungos especialmente nas espécies do género Mucor, mas também
pode ser obtida industrialmente através da hidroélise alcalina
ou hidrélise enzimatica dos grupos N-acetil-D-glicosamina
(N-desacetilacdo) da quitina (NEVES et al., 2013).

No estado sdlido, a quitosana é um polimero semicristalino.
Através de experimentos de difracdo de raios-X, foram encontradas
quatro polimorfas do polimero, sendo trés formas hidratadas e
uma anidra (VINSOVA; VAVRIKOVA, 2008).

A modificacdo quimica desses grupos funcionais reativos: um
grupo amino e dois grupos hidroxila, um primario e um secundério
gera inumeros derivados da quitosana, aumentando o leque de



aplicacdes do polimero. A natureza quimica da quitosana também
possibilita modificagdes covalentes e idnicas, as quais permitem
tazer adequacdes de suas propriedades mecanicas e biologicas de
acordo com a aplicacdo (KIM et al., 2007).

As propriedades fisico-quimicas da quitosana frequentemente
mais analisadas sdo o grau de desacetilagdo, massa molar,
viscosidade e grau de polimerizagdao. A &rea de aplicagdo
deste polimero depende, principalmente, deste conjunto de
propriedades. Comparada a muitos outros polimeros naturais,
a quitosana tem a vantagem de possuir carga positiva, o que
confere a mesma propriedade de mucoadesividade (AGNIHOTRI;
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004).

A quitosana normalmente é insolavel em solugdes aquosas, com
pH superior a 7, entretanto, em 4cidos, os grupos amino livres sdo
protonados e a molécula torna-se altamente solavel em pH &4cido.
Algumas aplicagdes farmacéuticas da quitosana sdo limitadas por
problemas de hidrossolubilidade, uma vez que esta é insoltavel
em agua em meio neutro, condicdo em que enzimas fisiolégicas
exercem sua atividade. (ARANAZ et al, 2009).

2.5.1 APLICACAO DA QUITOSANA COMO UM BIOMATERIAL

O emprego de quitosana e a pesquisa por novas aplicacoes
tém aumentado exponencialmente em diversas areas, como na
agricultura, na indtstria de alimentos, até avangadas aplicagdes na
area de engenharia tecidual, podendo ser permeados por células,
atuando como moldes para a formagao de estruturas biolégicas
complexas, cabendo ressaltar o emprego na industria farmacéutica,
no desenvolvimento de cosméticos e biomateriais, tais como géis,
filmes e membranas poliméricas (AKNCBAY, SENEL; AY, 2007).

A quitosana constitui-se uma um polimero natural que vem se
destacando como polimero biodegradavel e bioabsorvivel, pois
seus produtos de degradacao sao atoéxicos, ndo imunogénicos
e ndo carcinogénicos. E considerada ainda, uma substancia
particularmente indicada para aplicagdes biomédicas, pois conjuga
propriedades de biocompatibilidade e bioatividade, além de ser
economicamente vidvel, por ser derivada do segundo biomaterial
mais abundante na natureza, a quitina, além de ser potencialmente

37



38 Membranas de quitosana e quercetina para aplicacdo em ulceragoes epiteliais: desenvolvimento e caracterizagao.

eficaz (MUZZARELLI et al., 1997).

A aplicabilidade da quitosana como biomaterial se estende desde
a produgdo de lentes de contato, membranas artificiais, implantes,
agente hemostatico, tratamento de lesdes de pele - queimaduras
e feridas, bactericida e fungicida, etc. (DALLAN, 2005). Pelo
seu componente hipoalergénico, filmes de quitosana auxiliam
na cicatrizagao, pois acelera a reposicao celular, recuperando,
rapidamente, tecidos lesados (HIROUYUKI et al., 1998). As
propriedades cicatrizantes e antimicrobianas da quitosana sdo
atribuidas, provavelmente, as caracteristicas de seus produtos de
degradagao enzimatica, os oligdmeros de N-acetil-D-glicosamina,
que sdo totalmente absorviveis pelo organismo (DALLAN, 2005;
FRAGA et al., 2010).

Atribui-se a quitosana atividade antimicrobiana, visto que esse
polimero provoca a inibi¢cdo do crescimento de microrganismos,
como E. coli, S. epidermidis, P. aeruginosa, S. pyogenes, dentre outros.
Estudos recentes revelam, entretanto, que o mecanismo da atividade
antimicrobiana da quitosana esta intimamente relacionado as
propriedades fisico quimicas do polimero e as caracteristicas da
membrana do microrganismo, onde os efeitos da quitosana sdo
distintos nos dois tipos de bactérias: no caso das gram-positivas,
acredita-se que a quitosana de alta massa molecular forma peliculas
ao redor da célula bacteriana que acabam por inibir a absorc¢do de
nutrientes, enquanto que a quitosana de baixa massa molecular
penetra mais facilmente em bactérias gram-negativas, causando
distarbios no metabolismo desses microrganismos (SILVA;
SANTOS; FERREIRA, 2006).

O efeito coagulante corresponde a outro efeito da quitosana, que
reduz o tempo de coagulacdo sanguinea, contribui para agregacao
plaquetaria, além da capacidade de agregar, também, os eritrécitos.
Convém mencionar que a agregacao plaquetaria proporciona
a liberagao de fator de crescimento derivado de plaquetas-AB
(PDGEF-AB) e fator de transformagao do crescimento-p1 (TGF- 1),
provavelmente pelo dano causado as membranas plaquetarias pela
forte agregacdo induzida, principalmente, pela quitosana, sendo
tais fatores citocinas liberadas pelas plaquetas, que desempenham
importante papel no processo de cicatrizagao (SILVA; SANTOS;
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FERREIRA, 2006).

A propriedade de biodegradabilidade se deve a metabolizacao
da quitosana por algumas enzimas humanas, como por exemplo, a
lisozima, caracteristica esta imprescindivel para ser utilizada como
biomaterial, que é a susceptibilidade a uma reagao de hidrélise
enzimatica. Convém ressaltar que a quitosana tem facilidade de
formar filmes e membranas, permitindo aplicagdes nas mais diversas
areas do conhecimento (SOUSA, 2012).

E reportada na literatura, a potente acao analgésica tépica tanto da
quitina quanto da quitosana, que pode ser decorrente da captura de
hidrogénios acidos liberados no local da inflamagao pela ionizacao do
grupo aminico a NH3+. Muitos pesquisadores reportam a utilizagao de
produtos a base de quitosana para a regeneracao de tecidos como: peles
artificiais, hidrogéis , fibras, filmes , esponjas e curativos devido a sua
capacidade de auxiliar no combate a infecgdes. Na drea farmacéutica,
a quitosana vem sendo utilizada como um excipiente para modificar
a liberacao de farmacos em formulacoes de administracdo oral, nasal,
transdérmica e tépica (OKAMOTO et al.; 2002).

Alguns investigadores tém reportado que a quitina e quitosana
induzem a analgesia, onde foi verificado que a quitosana forneceu uma
sensacdo refrescante, agradavel e calmante tépico quando aplicada em
feridas abertas. Observou-se, em animais, que a quitina e quitosana
aceleraram a cicatrizagdo de feridas, reduz a frequéncia de tratamento,
diminui a dor e protege a superficie da ferida (LARANJEIRA; FAVERE,
2009).

Alguns autores citam que a quitosana fomenta o crescimento celular,
porque as células aderem fortemente ao polimero e proliferam mais
rapidamente4?. Este comportamento tem sido aproveitado para os
estudos em engenharia de tecidos, sendo a quitosana utilizada em
trabalhos de regeneracao da pele, do tecido 6sseo e cartilaginoso e
na preparacao de pele artificial (SPIN NETO et al., 2008).

Ozanski e Andrade (2012) reforcam que a quitosana por ter carga
positiva, é mucoadesiva, consequentemente, pode ser usada na pele
lesionada sem efeitos colaterais, além de ser extensivamente utilizada
em aplicagdes de sistemas de liberacao prolongada de farmacos, devido
as suas relevantes propriedades: biocompatibilidade, baixa toxicidade,
biodegradabilidade, propriedades biol6gicas, potente acao analgésica
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topica, atividade antimicrobiana, efeito coagulante, aceleracdo da
cicatrizagao, tratamento de osteoartrite, efeito hipocolesterolémico
e hipolipidémico, reducao de peso, dentre outras (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

2.6 BIOMATERIAIS

Os materiais tém sido importante para a sobrevivéncia humana
desde milénios de anos atrds, mas nessa época o uso era limitado a
materiais de origem natural, utilizados de forma original, contudo,
na atualidade, com os avangos da ciéncia e da tecnologia, novas
possibilidades de materiais estdo sendo amplamente utilizados no
cotidiano, de forma diversificada e modificados a necessidade de
aplicacdo, sendo classificados por classes de materiais (PASSOS, 2012).

Dentre as classes de materiais, os biomateriais destacam-se pela
sua aplicabilidade na d&rea médica ou biomédica, ja que sua interacao
com o sistema biolégico ocorre harmoniosamente; pode-se dizer
que biomateriais sao materiais desenvolvidos com a finalidade de
substituir a matéria viva (6rgaos ou tecidos), englobando qualquer
substancia sintética ou natural que pode ser utilizada para este fim
(SPIN NETO et al., 2008).

Gil e Ferreira (2006), dizem que “biomaterial é por defini¢ao todo
material, natural ou nao, que utilizado em aplicagdes biomédicas
impliquem em interacdo com o sistema bioldgico”; esses sao
classificados, quanto ao tipo de material, em polimeros sintéticos,
metais, ceramicas e biopolimeros (macromoléculas naturais), que sdo
manufaturados ou processados para se adequarem a utilizacdo em
dispositivos médicos que entram em contato intimo com proteinas,
células, tecidos, 6rgdos e sistemas organicos (RIOS, 2005).

O conceito supracitado vem sendo expandido nos tltimos anos, por
exemplo, com relagdo ao tipo de interacdo com sistemas biolégicos,
compreendendo materiais capazes nao somente de tratar distarbios
em um 6rgao ou em uma dada funcdo do corpo, mas também de
estimular ou substituir qualquer tecido, incluindo, portanto, materiais
bioativos. Dependendo da aplicabilidade desejada, tal material
deve apresentar caracteristicas adequadas quanto a porosidade,
nao toxicidade, resisténcia a tensao, flexibilidade e elasticidade,
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biocompatibilidade, sendo em alguns casos, necessario que o
material seja também biodegradével e bioabsorvivel (PEREIRA;
VASCONCELOS; OREFICE, 1999).

De forma didatica, os biomateriais podem ser classificados de trés
formas, de acordo com o comportamento biolégico: 1) Bioinertes -
Materiais que desenvolvem minima resposta ao tecido biolégico;
2) Bioativos - Materiais que estimulam o crescimento de tecidos
a partir de sua superficie e 3) Bioabsorvivéis - Materiais que apds
a degradacdo sao absorvidos pelo organismo e que neste periodo
induzem a formacao de tecido (PARK; LAKES, 2007).

Biomateriais a base de quitosana tiveram utilizacao sugerida como
bioadesivo, agente cicatrizador, agente antimicrobiano, material de
bandagem, molde para enxerto de pele, agente hemostatico, material
para sutura, e até mesmo material para lentes de contato, na forma
de filmes, géis, capsulas, microcapsulas ou solugdes (SPIN NETO et
al., 2008).

A diversidade das aplica¢des dos biomateriais, assim como o amplo
espectro de sua composicdo quimica e a necessidade de formas e
morfologias apropriadas para sua utilizacdo, faz da pesquisa nesta
area do conhecimento um trabalho de caracteristica eminentemente
interdisciplinar, envolvendo fatores que definem o sucesso de suas
aplicacdes, tais como: rotas de sintese, processamento em formas
variadas, qualidade e esterilidade clinica e resposta do tecido hospedeiro
(KAWACHI et al., 2000).

Spin Neto et al. (2008) dizem que os “Sistemas de liberacao de farmacos”
(“Drug-delivery systems”) surgiram na década de oitenta e representam
biomateriais utilizados pela induastria como agentes facilitadores na
entrega de drogas sistémicas ou locais, capazes de proporcionar taxas
de liberacdo controladas e prolongadas dessas drogas, de maneira a se
obter uma resposta 6tima com o minimo de efeitos colaterais.

A quitosana, por ser um biomaterial seletivamente permeavel,
surgiu como matriz polimérica relevante como meio de liberagao de
medicamentos, na mucosa oral e gastrintestinal, canais radiculares,
dentinas cariadas ou bolsas periodontais, e os estudos realizados tém
apresentado resultados que corroboram com o uso da quitosana nesta
aplicagdo, visto que representa uma promissora substancia capaz de
atuar agente de liberacao de farmacos, ndo sendo ainda desenvolvidos
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sistemas topicos para reforgar seu potencial anti-inflamatoério e
cicatricial e aplicar em feridas diabéticas (JE; KIM, 2006).

Como visto, os avangos na drea dos Biomateriais e especificamente
no desenvolvimento das aplica¢cdes biomédicas da quitosana
propiciou enorme impacto na drea da satide e da bioengenharia,
e consequentemente repercutiu na melhoria da qualidade de vida
das pessoas, no entanto faz-se necessario o desenvolvimento de
novas pesquisas que ampliem a aplicabilidade da quitosana como
biomaterial na concepg¢ao de adesivos tépicos, aplicados na ferida,
com incorporagao de farmacos, objetivando melhor resposta anti-
inflamatodria e melhora do quadro clinico no geral.

Alguns autores ja investigaram a eficacia da combinacao
da quitosana com outros materiais, de modo a promover uma
cura mais rapida que a quitosana pura no tratamento de feridas
(FERNANDES, 2009). Filmes biodegradaveis de quitosana com
alginato promoveram a aceleracdo do fechamento da ferida em
ratos (KHOR; LIR 2003). HIRANO et al. (2001) mostraram, em seu
estudo, que fibras de quitosana recobertas o &cido hialuroénico,
sulfatos de condroitina c e a heparina possuiam menor resisténcia
mecanica, mas liberavam o glicosaminoglicano, acelerando a cura.

Dentre os diversos compostos que podem ser usados com esta
finalidade, que concorre para minimizar os efeitos inflamatérios e
concorre para restabelecer o tecido lesado, destaca-se a quercetina,
definida como um importante flavonéide, encontrado em maior
quantidade nos alimentos como cebola e maga, de caracteristica
lipossoltvel, apresentando diversas propriedades biol6gicas, como
acdo antihipertensiva, antiaterogénica, antiarritmica, antialérgica,
antineopldsica, antiagregante plaquetéria, antiviral, antimicrobiana,
antioxidante e antiinflamatéria (MOON et al., 2008; VICENTINI,
2009).

A atividade antiinflamatéria da quercetina tem sido atribuida ao
efeito inibitério sobre diversos processos envolvidos na resposta
inflamatoria, e, dentre as diferentes tecnologias disponiveis
para promover a liberagdo prolongada de um principio ativo,
os sistemas matriciais constituem alternativa potente, havendo
diversos polimeros que podem ser empregados em formulacdes
de medicamentos para constitui¢ao de sistemas matriciais, como
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etilcelulose, polietileno, cloreto de polivinila, metilcelulose, alginato
de s6dio, carboximetilcelulose sédica, carbomeros e a quitosana
(LOPES; LOBO; COSTA, 2005; FRAGA et al., 2010).

Acredita-se que, ao associar as propriedades da quitosana como
sistema matricial polimérico, juntamente com suas outras ricas
propriedades, as caracteristicas da quercetina, poderia resultar num
biomaterial de resolutividade e de baixo custo, capaz de favorecer
os fatores de crescimento e minimizar os efeitos da inflamacao
da ferida, de forma que, o efeito antibactericida de ambos os
compositos tem grande potencial de impedir a colonizagao do sitio
da ferida por bactérias que geralmente favorece as amputagoes e
até o obito entre tais pacientes.

2.7 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos, presentes em todas
as plantas vasculares. Os cerca de 4000 compostos identificados
derivam do mesmo precursor, a 2-hidroxicalcona (GOMES, 2010).
Eles representam um dos grupos mais importantes e diversificados
entre os produtos de origem natural, sendo amplamente distribuida
no reino Vegetal. Sao encontrados em frutas, Vegetais, sementes,
cascas de arvores, raizes, talos, flores e em seus produtos de
preparacdo, tais como os chas e vinhos (WIESE, 2008).

Quanto a estrutura, os flavondides possuem em comum, dois
anéis aromaticos (A e B) ligados entre si por um anel heterociclico
(anel C). Com base no estado de oxidagao, hidroxilagao, metilagao,

Figura 16 - Estrutura basica dos flavonédides.

Fonte: Adaptado de Dornas et al. (2007).
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acilagao, glicosilagao, nos grupos funcionais ligados ao anel C e da
ligacao dos anéis B e C, estes podem ser divididos em sete classes:
chalconas, flavanonas, flavanonoéis, flavonas, flavonéis, isoflavonas,
flavan-3-ols e antocianidinas, sendo a quercetina pertencente a
classe dos flavondis, como ilustra a Figura 16 (DORNAS et al., 2007).

Os flavonoides foram considerados por muito tempo, como
inertes e ndo essenciais a saide humana, entretanto, nos altimos
anos, tem se comprovado que estes interagem os sistemas
biolégicos dos mamiferos, apresentando atividade antioxidante,
antiinflamatdéria, antibacteriana, antiviral, antimitética e com
efeitos anticarcinogenénicos e antiproliferativos. Atualmente,
ja foram identificadas mais de quatro mil substancias deste tipo
(BURGER, 2006).

Estes compostos polifenélicos constituem substancias aroméaticas
com 15 dtomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, tendo
nessa estrutura anéis aromaticos C6-C3-C6. O esqueleto C15 dos
flavonoides é bioenergeticamente derivado do fenilpropano (Cé6-
C3) e trés unidades de acetato (C6). Portanto, flavonéides sao
derivados de benzo-gama-pirona de origem vegetal, podendo
haver facilmente interconversao entre eles (LOPES et al., 2000).

Os flavonoéides agregam compostos que variam no seu espectro

Figura 17 - Principais classes de flavonoides e descri¢do de suas caracteristicas basicas.

Fonte: Adaptado de Peterson e Dwyer (1998).




de coloracdo do verde ao azul. A Figura 17 apresenta algumas das
principais classes de flavonéides, assim como alguns dos seus
principais representantes e caracteristicas.

Dentre os flavondides mais frequentes encontrados na natureza,
destaca-se a quercetina. A quercetina, € abundante em cebolas (280
- 490 mg/kg), repolho crespo (110 mg/kg), brécolis (30 mg/kg) e
feijao (45 - 60 mg/kg). Em frutas, é comum em magas (20 - 70 mg/
kg), damasco (25 mg/kg). No vinho tinto, sua concentracado varia
de 5a15mg/L, em chés escuros, 10 - 25 mg/L (BURGER, 2006).

2.8 QUERCETINA: EFEITOS E PROPRIEDADES

A quercetina (3,5,7,3',4” pentahidroxi flavona) foi isolada e
biologicamente identificada em 1936 por Szent-Gyorgy; ela pertence

Figura 18 - Estrutura quimica da quercetina.

Fonte: Vicentini (2009).
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a classe dos flavondis, e é o flavondide encontrado em maior
quantidade nos alimentos, com caracteristica de lipossolubilidade
e pode ter actcares ligados a molécula (ALVES et al., 2010). A
estrutura quimica da quercetina esta representada pela Figura 18
e as suas caracteristicas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Caracteristicas da quercetina.
Fonte: Adaptado de Vicentini (2009).

__ CARACTERISTICASD

Férmula Molecular C15H1007
Massa molar 302,236 g / mol
Aparéncia P6 cristalino amarelo
Densidade 1,799¢g / cm3
Temperatura de decomposicao 316°C
Solubilidade em dcua Praticamente insoltivel em dgua

Encontram-se altas concentra¢des de quercetina em cebola (284-
486 mg/ kg), couve (100 mg/kg), vagem (32-45 mg/ kg), brocolis
(30 mg/ kg), repolho(14 mg/ kg) e tomate (8mg/ kg). Entre as
frutas estudadas, a concentracdo média de quercetina encontrada
foi de 15 mg/ kg, sendo que na maga esta foi maior, entre 21 e 72
mg/ kg. Em bebidas, como a cerveja, café, achocolatado e vinho
branco, o teor foi de aproximadamente 1 mg/ 1. J4, para o vinho
tinto, o teor observado foi de 4 -16 ml/ 1, suco de limdo 7 mg/ 1,
suco de tomate 3 mg/ 1 e nos demais sucos 5 mg/1. O cha preto é
a bebida que apresenta maior concentracdo da mesma, em torno
de 10-25 mg/1 (HERTOG et al., 1993).

A quercetina também esté4 presente na planta Arnica Montana,

Figura 19 - Fontes de quercetina. (a) Alimentos ricos em quercetina; (b) Arinca Montana;

(c) Quercetina pd/ forma industrializada.


http://en.wikipedia.org/wiki/Chemical_formula
http://en.wikipedia.org/wiki/Molar_mass
http://en.wikipedia.org/wiki/Density

uma erva originaria das regides montanhosas da Europa, muito
famosa por seu uso externo em lesdes musculares, dores, entorses,
artrites, sendo da familia Asteraceae, que apresenta inflorescéncias
terminais grandes, eretas, ramificadas com numerosos capitulos
pequenos, cultivada em bordaduras ou em canteiros a pleno sol.
(MARQUES, 2006). Sua forma industrializada apresenta a coloracao
amarela e é comercializada sob a forma de p6. (Ver Figura 19).

A quercetina apresenta diversas propriedades biol6gicas, como
acdo antihipertensiva, antiaterogénica, antiarritmica, antialérgica,
antineoplésica, antiagregante plaquetdria, antiviral, antimicrobiana,
antioxidante e antinflamatéria (FORMICA; REGELSON, 1995;
MOON et al., 2008).

A atividade anti-inflamatdria da quercetina tem sido atribuida ao
seu efeito inibitério sobre diversos processos envolvidos na resposta
inflamatodria, tais como: formacdo de leucotrienos, expressao de
moléculas de adesado por células endoteliais, producdo de 6xido
nitrico por macréfagos, desgranulagdo de neutréfilos e mastocitos
(FILHO, 2005).

Ainda nao foram totalmente elucidados os mecanismos
moleculares envolvidos no efeito anti-inflamatério da quercetina,
mas investigagdes sugerem que as vias da tirosina quinase possam
ser possiveis alvos farmacolégico, além disso, a capacidade da
quercetina em inibir a atividade do fator de transcricao NF-
kB, importante na ativacao de genes envolvidos na producao
de substancias pro-inflamatorias, também foi observada apés
utilizagdo desta substancia, conforme ressalta Vicentini (2009).

A quercetina é considerada um composto anticarcinogénico
valioso, sendo relatada atividade antiproliferativa in vitro deste
flavonoéide contra células cancerigenas do ovario, mama e estomago,
em estudos conduzidos por Scambia et al. (1990); Yanagihara et
al. (1993). Pesquisas desenvolvidas evidenciaram que o consumo
rotineiro de alimentos ricos em quercetina pode ser benéfico na
prevencao e controle de alguns tipos de cancer (DIAS, 2005, MALTA
et al., 2006; MORAES, 2007).

O potencial dos flavonoéides na quimioterapia do cancer tem sido
comprovado através da capacidade de interagir sobre a génese da
doenga, bloqueando o estadgio de promocao, através da inibicao da
sintese da ornitina-descarboxilase e da inibi¢do da expressao da
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proteina BCRP, presente no cancer de mama. Dentre os flavonoéides
estudados, todos apresentaram atividade anticancer relatada pela
medicina chinesa, como capazes de inibir a angiogénese de culturas
de células endoteliais da veia umbilical humana, sendo este efeito
proporcional ao nimero de hidroxilas. Para a quercetina, foram
descritas, ainda, a inibicao da incidéncia de papilomas de pele em
cobaias e a inibi¢ao de fibrossarcoma induzido em camundongos
(MORAES, 2007).

Casagrande et al. (2006) constataram os efeitos benéficos do uso
topico da quercetina na diminuigdo dos danos oxidativos causados
pela Radiacdo Ultra Violeta (RUV) na pele, no entanto, deve ser
considerado o uso de outras estratégias capazes de promover
aumento na penetragdo da quercetina pela pele, a fim de otimizar
a sua agao terapéutica.

O elevado efeito antioxidante da quercetina pode ser atribuido
a reducdo do anion superdxido e de radicais gerados durante a
peroxidacdo lipidica. Esta capacidade antioxidante estd, por sua
vez, relacionada com a estrutura quimica desses compostos, que
é capaz de eliminar radicais livres como hidroxil, peroxil e anions
superoxidos e quelar metais de transigao que, quando livres,
aumentam a formacdo de EROs (espécies reativas de oxigénio)
(VICENTINI, 2009; SILVA, 2011).

Existe limitacdo do uso da quercetina por via oral devido a
sua baixa biodisponibilidade, visto que os primeiros estudos
com quercetina em humanos sugeriram uma biodisponibilidade
muito baixa ap6s uma tnica dose oral, de aproximadamente
2%, no entanto, vérios estudos tém buscado distintas estratégias
farmacotécnicas, com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade
oral da quercetina e aproveitar o seu potencial terapéutico
(ROGERIO et al., 2010; DORA et al., 2011).

Geralmente a quercetina estd presente nas plantas na forma
glicosidica, ou seja, ligada covalentemente a uma molécula de
agtcar (glicose, ramnose ou rutinose) por meio de uma ligacao
B-glicosidica. A ligacdo da quercetina com uma molécula de
acucar afeta a sua solubilidade e absorcdo; a ligacdo p-glicosidica
é resistente a hidroélise pelas enzimas pancreaticas, oferecendo
uma barreira no processo de absorcdo intestinal, fato este que se
associa a baixa disponibilidade da quercetina (ALVES et al., 2010).



Poucos estudos tém sido conduzidos quanto a distribuicao
tecidual da quercetina ap6s administragao oral, e nenhum estudo
avaliou tal distribuicdo em humanos. Em ratos e em porcos, a
quercetina e produtos afins sdo distribuidos nos tecidos, nos
pulmdes, no cérebro, tecido adiposo, rins, intestino delgado, coracdo
e no bago (BIEGER et al., 2008; DE BOER et al., 2005).

A administragdo oral da quercetina aglicona, em pacientes
saudaveis, demonstrou taxa de absor¢ao entre 36 e 53%, tempo
de meia-vida de 20 a 72 horas. A principal rota de eliminagao da
quercetina (23-81%) foi com a exalacao de didxido de carbono, uma
vez que a eliminagdo urindria e fecal, juntas, foi inferior a 10%;
logo, em fungao da baixa absorcao intestinal da quercetina e de seu
rapido metabolismo sistémico, pode ser viavel sua administracao
por um via alternativa a via oral (COSTA, 2005).

Em virtude da estrutura peculiar, a quercetina é considerada
lipofilica e demonstra uma pronunciada instabilidade quimica de
acordo com o pH: ela sofre auto oxidacdo em solugdes organicas e
aquosas que apresentam pH superior a 8,0; Em pH inferior a 5,0,
a quercetina encontra-se na forma neutra ou com carga elétrica
positiva; abaixo de pH 4,0, ao menos duas espécies idnicas estdo
presentes na solugdo aquosa, uma vez que ocorre a dissociagdo
dos grupos hidroxila, fato que também promove a auto oxidagao
da quercetina. A ordem preferencial da desprotonacao dos grupos
hidroxila é: 5-OH, 3-OH, 3'-OH, 7-OH e 4'-OH. Sendo assim, as
hidroxilas encontradas nos carbonos 5 e 3 sdo desprotonadas em pH
abaixo dos encontrados fisiologicamente, indicando que somente
as hidroxilas de outras posi¢des podem ser desprotonadas em pH
tisiolégico (SILVA, 2011).

As propriedades fisicoquimicas da quercetina podem variar
entre diferentes lotes do polifenol, uma vez que este pode ser
encontrado em formas polimérficas diversas. Borghetti et al.
(2006) observaram a presenga de trés formas polimérficas ao
analisar quatros amostras distintas de quercetina disponiveis
comercialmente, apresentando formas distintas de cristais, e
diferentes perfis de difracao de raios-X, evidenciando divergéncia
na forma cristalina entre as amostras deste flavonéide, que se reflete
na variacdo da solubilidade em dgua das amostras de quercetina.
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A transformagao polimoérfica pode ser mediada por solventes,
por estresse mecanico, ou pela temperatura, e afeta grandemente
as caracteristicas de morfologia, solubilidade, estabilidade, e
consequentemente, a biodisponibilidade (SRINIVAS et al., 2010).

Alguns estudos ja realizados comprovam essa funcao
antiinflamatdria da quercetina, a exemplo desta ter sido o composto
mais importante na reducdo do edema da pata de rato induzida
por carragenina (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; FILHO,
2005; WIESE, 2008).

Outro ensaio sobre inflamacdo das vias aéreas constatou que
o flavonoide quercetina (10 mg/kg), ap6és administracao por via
parenteral, reduziu o recrutamento de eosinofilos e a formacao de
leucotrienos indutores de broncoconstri¢ao, em modelo de asma
induzida em camundongos, sendo considerado um promissor
principio ativo para o desenvolvimento de uma nova terapia
antiasma (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009), no entanto,
ainda ndo foram desenvolvidos estudos que comprovem a eficacia
da quercetina em aplicagdes topicas, para fins anitiinflamatoérios e
cicatricial, necessitando da realiza¢do de bioensaios que ajudem a
elucidar a aplicacdao deste principio ativo, para o uso terapéutico
em ulceras diabéticas, despertando o interesse de varias dreas do
conhecimento, a exemplo da &rea da satide, tecnologia, engenharia,
dentre outras.






Capitulo II1



Criando, desenvolvendo e aprimorando
membranas

3.1 FASE EXPERIMENTAL

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Certificacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais - Certbio, que esté localizado no
Bloco CJ3, na Universidade Federal de Campina Grande - UFCG,
no periodo de outubro de 2013 a novembro de 2014.

Esse estudo é classificado como uma Pesquisa Experimental.
Para Gil (2007), a pesquisa experimental consiste em determinar
um objeto de estudo, selecionar as varidveis que seriam capazes
de influencia-lo, definir as formas de controle e de observacao dos
efeitos que a variavel produz no objeto.

Foram realizados ensaios em triplicata, totalizando em média,
a produgao de 500 membranas.

Foram utilizados os seguintes materiais para a obtencdo das
membranas: BIOPOLIMERO - Quitosana de Baixo Peso Molecular
(Sigma Aldrich®); FLAVONOIDE - Quercetina (Sigma Aldrich®);
REAGENTES - Acido Acético Glacial (Vetec® Quimica Fina LTDA);
Alcool a 70%; Metanol; Agua destilada; Hidréxido de Sédio (Vetec®
Quimica Fina LTDA); Hidr6xido de amonia; Tripolifosfato de
sodio (Sigma Aldrich®); OUTROS - Balao de vidro; Pipetas
e Pipetadores; Beckers; Bastao de vidro; Balanca de alta precisao;
Agitador mecanico e magnético; Termometro; Phmétro; Seringas;
Placas de petri.

Esta pesquisa foi desenvolvida em duas etapas: a Fase
Exploratéria, que contém as etapas preliminares da pesquisa, ou
seja, a busca de elaboracdo de metodologia vélida para a obtencao
das membranas de quitosana e quercetina e a Fase Experimental,
onde foram desenvolvidas as membranas, ja com o controle das
varidveis existentes no processo de obtencdo do produto final.

Os dados foram processados através de ferramentas da estatistica
descritiva, apds analises dos ensaios de caracterizagao.

O Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) é um equipamento
capaz de produzir imagens de alta ampliagao e resolucao. A
Microscopia Eletronica analisa o material através da irradiagao por
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um fino feixe de elétrons que interage com a superficie da amostra e
origina uma série de radiacoes, fornecendo, dessa forma, informacao
morfolégica e topografica da superficie do s6lido, necessaria para
se conhecer a superficie do material estudado (HOLANDA, 2011).

A caracterizagdo, por MEV foi realizada no aparelho Microscépio
Eletronico de Varredura de bancada Hitachi, modelo TM-1000,
aumento maximo de 10000x, profundidade de foco de 1 mm,
resolugao de 30 nm, 15 KV, baixo véacuo e pressao variada (1 a 270
Pa), sem recobrimento metalico, mesmo em amostras nao condutoras.

O EDS é um ensaio essencial no estudo de caracterizacao quimica
de materiais, onde os elementos quimicos presentes na amostra
podem ser identificados através do espectro de raios X emitidos.

Para esta caracterizagdo por EDX foi utilizado um aparelho
acoplado ao microscépio eletronico de bancada, modelo TM 1000
HITACHL

A Difragdo de raios X é um fendmeno de espalhamento da radiagao
eletromagnética, provocada pela interacao entre o feixe de raios X
incidente e os elétrons dos &tomos componentes de um material. Essa
técnica é usada para se obter informagoes estruturais importantes
sobre a cristalinidade de um composto qualquer, isto é, refere-se
a identificacdo de compostos cristalinos, sejam eles orgéanicos ou
inorganicos (KAHN, 2013).

As membranas deste estudo foram submetidas a andlise por
Difracao de raios X (DRX), através de Aparelho XRD-7000 Shimadzu,
utilizando radiacao K do cobre (1,5418 A), tensio de 40kV e corrente
30mA. As anédlises foram conduzidas a temperatura ambiente, e
os filmes foram examinados em um intervalo de 26 entre 4,0 e 60,0
graus a uma velocidade de 28/ min.

A Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) é utilizada para obter informagdes sobre as bandas
dos agrupamentos das moléculas e sobre os grupos atdomicos
que participam da estrutura quimica dos materiais que possuem
frequéncias de vibragdo especificas (FOOK, 2005).

Esta andlise foi realizada utilizando um espectrémetro Spectrum
400 Perkin Elmer com faixa de varredura entre 4000 a 400cm.

Para a interpretagao das bandas de absorcao obtidas para os
grupos presentes nos materiais utilizados (quitosana e quercetina),



utilizaram-se dados da literatura, os quais sdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11 - Bandas de absorc¢ao da quitosana e quercetina.

Fonte: Costa (2005); Holanda (2011).

LIGACGES FREQUENCIAS VIBRACIONAIS

O-H, N-H 3.331 cm
1

CH? 2.918 cm
CH3 2.880 cm™
C=0 1.715 cm™
N-H 1.553 cm™
C-O 1.150 cm?
1.407cm’?

CH? 07cm
CH3 1.378 cm!
v(C-0-C) 1.152 cm!
v(C-0) 1.057 cm™
El

v(C-0) 1.027 cm

v(C-0-O) 895 cm™!

A termogravimetria é a técnica de andlise térmica em que a
variacdo de massa da amostra é determinada como uma funcio da
temperatura, ou tempo de aquecimento, utilizando um programa
controlado de temperatura. Nas curvas TG, a perda de massa
é caracterizada por duas temperaturas (no eixo horizontal) Ti
e Tf, sendo Ti a temperatura inicial de decomposicao e Tf é a
temperatura final. A temperatura inicial de decomposicao ¢é a
temperatura na qual a variacdo de massa acumulada atinge o
valor que a termobalanca é capaz de detectar. A temperatura final
é a temperatura na qual a variacdo de massa acumulada atinge
seu valor maximo de degradacao, correspondendo ao término da
reacdo. A diferenca entre essas duas temperaturas (Tf-Ti) é chamada
de intervalo de reagao, conforme Giolito e Ionashiro (1980)

A anadlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) avalia
a diferenca da temperatura fornecida a uma substancia sob um
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material de referéncia. As curvas foram analisadas em atmosfera
de dindmica de nitrogénio (50mL min™) usando amostras de 2 mg
e razdo de aquecimento de 10°Cmin™ para andlise de transi¢gdes
de fase nos compdsitos, quitosana/quercetina, numa faixa de
temperatura de 0°C até 400°C. Foi realizado com aparelho DSCQ20
(TA Instruments, EUA).

Na Avaliacdo da Viabilidade Celular dos Macréfagos foram
realizados ensaios quantitativos para avaliar a viabilidade celular,
partindo-se do principio de que as células vidveis, uma vez em
contato com macréfagos, metabolizam o tetrazolio de metiltiazol
na mitocOndria, utilizando enzimas ativas, havendo um acimulo
de cristais de tetrazdlio ou formazana, que pode ser detectado pela
leitura da absorbancia em 540 nm, com filtro de referéncia em 620 nm.

O ensaio de citotoxicidade in vitro é importante para avaliar a
biocompatibilidade dos materiais usados na area de satide e ap6ds
ser comprovada sua nao toxicidade, se dar continuidade aos estudos

realizando-se o0s ensaios necessarios em animais de laboratoério
(DAGUANO; SANTOS; ROGERO, 2007).

3.2 FASE EXPLORATORIA

Nesta secao do livro serdo descritos os métodos utilizados, os
resultados preliminares e as conclusdes parciais obtidas na obtengao
das membranas de quitosana/ quercetina, confeccionadas na fase
exploratéria da pesquisa, denominadas membranas tipo: A, B, C,
DeE.

3.2.1 METODO UTILIZADO NO DESENVOLVIMENTO DAS
MEMBRANAS TIPO A

A solucao de quitosana foi preparada através da dissolucao de 10
g de quitosana de baixo peso molecular em 500 ml de uma solugao a
1% de &cido acético glacial (v/v); em seguida, homogeneizada com
bastdo de vidro, foi para o agitador mecanico por 2 horas, finalizando
com temperatura de, aproximadamente, 45,0°C, obtendo-se ao final,
uma solucdo de quitosana de 2% (m/v) (ver Figura 20).



Figura 20 - Processo de preparacio da solucao de quitosana.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Ao término do processo supracitado, o pH da solugdo polimérica
foi medido e atingiu 3,95. Nesse momento, a solugao foi entao
dividida em dois recipientes (A e B), onde em um recipiente se
adicionou um volume de 30 ml de hidréxido de sédio (NaOH)
a 1 molar, chegando a um pH de 5,0 sob agitacdo, denominada
de solucdao N (ver Figura 21); para a preparagao do hidréxido de
sodio foi adicionado 40 g da base em 1 L de dgua destilada; no
recipiente B, ndo foi adicionado NaOH, denominada de solugao B.
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Figura 21 - Adi¢do de NaOH na solucdo de quitosana (a); separagdo da quitosana: uma quitosana
neutralizada e uma nao neutralizada (b).

Fonte: Pesquisa direta (2013)

(@) (b)

A quercetina foi pesada em balanga de alta precisao, em trés
concentragdes nessa etapa do estudo: 20 mg, 30 mg e 50 mg. Foram
produzidas trés membranas de cada concentracao, e, para tal, pesou-
se 60 mg (0,06g) de quercetina para 60 ml de quitosana; 90 mg (0,09g)
de quercetina para 60 ml de quitosana e 150 mg (0,15g) de quercetina
para o mesmo volume de quitosana, como evidencia a Figura 22.

A quercetina é soltvel em 4cido acético glacial, semelhantemente a
quitosana, assim sendo, adicionou-se o p6 de quercetina diretamente
na solucdo de quitosana ja preparada, buscando-se homogeneidade
através da mistura com bastao de vidro por 10 minutos e 20 minutos
sob agitacdo magnética, com 300 rpm, para potencializar a mistura
do p6 na solucdo de quitosana (ver Figura 23).

Ao término do processo supracitado, o volume de 20 ml da solucao
foi vertido em placa petri, tendo sido produzidas 12 membranas,
abaixo especificadas, denominadas de QN, QQN20, QQN30 e QQN50,
conforme evidencia a Tabela 4 e o processo esta expresso na Figura 24.
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Figura 22 - Pesagem das concentra¢des de quercetina.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Figura 23 - Adi¢do da quercetina na solucio de quitosana neutralizada, seguida da agitacio magnética.

Fonte: Pesquisa direta (2013).



6@ Membranas de quitosana e quercetina para aplicacdo em ulceragdes epiteliais: desenvolvimento e caracterizagao.

O ultimo processo foi o da secagem, onde as 12 membranas
permaneceram secando em temperatura média de 21°C por 48
horas, posteriormente ficaram na estufa, em temperatura ambiente
por mais 48 horas, sendo depois retiradas e enviadas para as
analises.

A Figura 25 expressa o fluxograma contendo o procedimento
adotado para o desenvolvimento das membranas tipo A.

Tabela 4 - Membranas de quitosana neutralizada incorporadas com quercetina através do método A.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

QN %—&;ml por piaca

QUITOSANA 2% e 1
QUITOSANA/ QUERCETINA 20 mg QQN20 0 - 0 ml por placa
QUITOSANA/ QUERCETINA 30 mg QQN30 - <Umlpor placa

QQN50 03 - 20 ml por placa
_ QUITOSANA/QUERCETINA50mg  QQN50 ™0~ ~Vmporpaca

Figura 24 - Finalizacdo das membranas tipo A.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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3.2.2 METODO UTILIZADO NO DESENVOLVIMENTO DAS
MEMBRANAS TIPO B

As membranas do tipo B foram preparadas a partir da quitosana
sem adi¢ao do hidréxido de s6dio em solucdo, com o pH de 3,95. A
diluicdo do p6 da quercetina foi feita na solucdo de quitosana, nas
trés concentracdes anteriormente ja citadas; para tal, pesou-se 60 mg
de quercetina para 60 ml de quitosana; 90 mg de quercetina para 60
ml de quitosana e 150 mg de quercetina para 60 ml de quitosana,
ja que em cada placa de petri foi colocado um volume de 20 ml de
solucao, conforme procedimento adotado nas membranas do tipo A.

Ap6s a adigdo da quercetina na quitosana, procedeu-se com a

Figura 25 - Fluxograma seguido para obten¢do das membranas de quitosana/ quercetina tipo A.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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mistura da solu¢ao em um Becker, com auxilio do bastao de vidro
por 10 minutos, somado a mais 20 minutos que cada solugdo
permaneceu no agitador magnético com 300 rpm, para obter
melhor homogeneidade.

Foram produzidas 12 membranas, denominadas Q+, QQ20+,
QQ30+ e QQ50+, conforme exposto na Tabela 5. A Figura 26
mostra a solugdo de quitosana/ quercetina das membranas tipo
A e do tipo B.

Tabela 5 - Membranas de quitosana incorporadas com quercetina e neutralizadas em placa
através do método B.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

MEMBRANAS ESPECIFICACOES QUANTIDADE
PRODUZIDAS
QUITOSANA 2% Q+ 03 - 20 ml por placa
QUITOSANA/
QUERCETINA 20 mg QQ20+ 03 - 20 ml por placa
QUITOSANA/ QQ30+ 03 - 20 ml por placa
QUERCETINA 30 mg
QUITOSANA/
QUERCETINA 50 mg QQ50+ 03 - 20 ml por placa

Figura 26 - Solucdo de quitosana/ quercetina das membranas tipo B, a esquerda; solugio das
membranas tipo A, a direita.

Fonte: Pesquisa direta (2013).



As membranas do tipo B secaram em temperatura, de
aproximadamente 21°C, por 48 horas, em seguida foram para
a estufa por mais 48 horas, sendo depois retiradas, seguindo o
mesmo processo das membranas do tipo A.

Ap6s secas, as membranas do tipo B foram neutralizadas com
hidréxido de s6dio a 1 molar, na prépria placa petri; foi adicionado,
com auxilio de uma seringa, 20 ml deste sal por placa, por 1 hora,
observando-se macroscépica e imediatamente, o enrrugamento
das bordas das membranas, aumento da espessura e mudanga de
coloracao, processo evidenciado na Figura 27.

Figura 27 - Processo de neutralizagao com NaOH das membranas do tipo B.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Depois do contato por 1 hora entre as membranas e o NaOH,
elas foram lavadas em dgua corrente para a retirada do produto;
em seguida ficaram imersas em dgua destilada por 1 hora, em
beckers, visando conferir maior fidedignidade aos resultados
observados (ver Figura 28).
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Figura 28 - Lavagem das membranas do tipo B ap6s neutraliza¢do com NaOH.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Apb6s retiradas do banho de imersao, as membranas B foram
estiradas em cilindros e fixadas pelas bordas, a fim de facilitar o
processo de secagem e o consequente envio destas para as analises,
como visto na Figura 28. Ap6s 4 horas em temperatura aproximada
de 21°C, as membranas ja estavam secas.

Figura 29 - Processo de secagem das membranas do tipo B.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Mediante o término do processo supracitado, as membranas do
tipo B foram recortadas e enviadas para as analises pertinentes. A
Figura 30 expressa as etapas seguidas para obtencdo das membranas
de quitosana/ quercetina tipo B.



Figura 30 - Fluxograma seguido para obten¢do das membranas de quitosana/ quercetina tipo B.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

3.2.3 METODO UTILIZADO NO DESENVOLVIMENTO DAS
MEMBRANAS TIPO C

Para a confeccdo das membranas do tipo C e D foi preparada
uma nova solucdo de quitosana produzida a 2%, com pH final de
4,45 e temperatura de 51,0° C (a primeira solucao teve pH de 3,95
e temperatura de 45,0 °C); ndo houve adi¢ao de nenhum solvente
para a neutralizacdo da solugado de quitosana.

Pesquisas evidenciaram que a quercetina é melhor solubilizada
em etanol ou metanol, sob agitacdo e leve aquecimento, assim
sendo, a metodologia utilizada para a confeccao das membranas
do tipo C utilizou 3,45 mg de quercetina para 1 ml de metanol
(ARANTES; AZEVEDO, 2011, SIMOES et al., 2013).

Para as concentracdes de quercetina de 20 mg, 30 mg e 50 mg
foram usados, respectivamente, 5,8 ml, 8,7 ml e 14,5 ml de metanol,
com as proporgdes apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Membranas de quitosana, incorporadas com quercetina em metanol, e neutralizadas

em atmosfera de amoénia através do método C.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

~MEMBRANAS PRODUZIDAS ESPECIFICACOES  QUANTIDADE

QUITOSANA 2% QM
QUITOSANA/ QUERCETINA QOM20
20 mg/ METANOL (17,4 ml)
QUITOSANA/ QUERCETINA OQM30
30 mg/ METANOL (26,1 ml)
QUITOSANA/ QUERCETINA OQMS50

or placa
3 -20ml

por placa
03 -20 ml
por placa

03 - 20 ml
por placa

50 mg/ METANOL (43,5 ml)

Ap6s pesagem da quercetina em balanca, o p6 foi adicionado ao
metanol, utilizando-se um bastao de vidro para realizar a diluicao,
que em seguida foi para o agitador magnético por 20 minutos,

seguindo o processo adotado nas membranas A e B.

Contudo, a agitacao realizada desta maneira provocou a
evaporacao do élcool e consequente diminui¢ao do volume final da
solucao, fatos evidenciados na Figura 31, sendo por isso, excluida a
agitacdo magnética do processo de preparacdo dessas membranas,
dando preferéncia a homogeneidade feita manualmente com

bastao de vidro.

Figura 31 - Processo de agitagdo magnética da solugio e evapora¢do do metanol.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Ap06s o processo supracitado foi realizada a mistura da solugao
(quercetina/ metanol) na quitosana, sendo dispensada, com auxilio
de uma seringa, em placas petri, num volume de 20 ml por placa,
situacao esta evidenciada na Figura 32.



Figura 32 - Solugao final (quitosana/ quercetina/ metanol) (a) e dispensacido em placas petri (b).

Fonte: Pesquisa direta (2013).

O processo de secagem das membranas do tipo C seguiu a
mesma metodologia usada nas membranas anteriores, no entanto,
foram neutralizadas por processo diferente, denominado de
neutralizagdo por atmosfera de amonio, onde foi preparada uma
solucao contendo 10 ml de hidréxido de amoénia em 500 ml de
agua destilada.

Para tal procedimento, colocou-se a solucdo de hidréxido de
amoOnio em becker pléstico, protegida do meio externo através
de uma touca descartéavel, a qual foi fixada pelas bordas com liga
elastica, como exposto na Figura 33. As membranas secas foram
dispostas, lada a lado, na superficie, uma de cada concentracao
da quercetina, devido ao espaco fisico restrito, isoladas com
uma cupula de vidro. Para a neutralizacdo, as membranas tipo
C passaram 23 horas, na superficie cilindrica e ap6s isso, ficaram
em estufa a temperatura ambiente por 48 horas.
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Figura 33 - Processo de neutralizagdo por atmosfera de aménia das membranas tipo C.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Depois dos processos supracitados, as membranas foram
recortadas e enviadas para as andlises. A Figura 34 evidencia o
fluxograma seguido para obtengdo das membranas C.

Figura 34 - Fluxograma seguido para obtencao das membranas de quitosana/ quercetina tipo C.

Fonte: Pesquisa direta (2013).



3.2.4 METODO UTILIZADO NO DESENVOLVIMENTO DAS
MEMBRANAS TIPO D

As membranas do tipo D foram produzidas utilizando o
metanol como solvente para diluicdo da quercetina, semelhante
as membranas tipo C, com excecdo de ndo terem sido submetidas
anenhum processo de neutralizagdo, nem com hidréxido de sédio,
nem por atmosfera de amonia.

Convém frisar que, quando a quercetina foi misturada ao metanol,
nas trés concentragdes e volumes ja conhecidos e explicitados no
item anterior, foi medido o pH, que esteve aproximadamente em
5,0 em todas as solugdes de quercetina diluida; ao adicionar a
quitosana, o pH baixou para aproximadamente 4, provavelmente,
porque a solucdo de quitosana utilizada tinha pH mais acido (4,42).

As misturas realizadas, tanto da quercetina com o metanol, como
destes com a quitosana se deram manualmente, com auxilio do
bastao de vidro, por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram
dispensadas nas placas petri. As membranas do tipo D produzidas
estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7 - Membranas de quitosana, incorporadas com quercetina/ metanol, nao neutralizadas,
através do método D.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

_MEMBRANAS PRODUZIDAS ESPECIFICACOES QUANTIDADE

QUITOSANA/ QUERCETINA
03 - 20 ml
20 mg/ METANOL (17,4 ml)/ QQM20sn por placa
SEM NEUTRALIZAR
QUITOSANA/ QUERCETINA
03 - 20 ml
30 mg/ METANOL (26,1 ml)/ QQM30sn por placa
SEM NEUTRALIZAR
QUITOSANA/ QUERCETINA 03 - 20 ml
0
50 mg/ METANOL (43,5 ml)/ QQM>50sn por placa
SEM NEUTRALIZAR

Depois dos processos supracitados, as membranas foram
recortadas e enviadas para as andlises pertinentes. Na Figura 35
esta o fluxograma contendo as etapas para o desenvolvimento
das membranas tipo D.
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Figura 35 - Fluxograma seguido para obten¢do das membranas de quitosana/ quercetina tipo D.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Durante o desenvolvimento das membranas de quitosana/
quercetina, através dos diversos métodos testados (A, B, C e D)
foi possivel constatar alguns pontos preliminares relevantes,
que estdo elencados no Quadro 2. Referem-se a observagodes/
mudancgas macroscépicas, de coloracdo, textura, espessura,
homogeneidade, dureza e estética, constituindo caracteristicas
que despertaram a necessidade de desenvolver outro método a
ser seguido, que resultasse em um produto eficaz e com aplicacao
terapéutica resolutiva, para cicatrizacao de feridas e propriedade
anti- inflamatoria.
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Quadro 2 - Observagdes preliminares vistas no desenvolvimento das membranas de quitosana
incorporadas em quercetina através das metodologias A, B, Ce D.
Fonte: Pesquisa direta (2013).
METODOS OBSERVACOES MACROSCOPICAS

- Ao término das membranas do tipo A, observou-se
presenga de granulos e bolhas, solu¢do com coloragdo diferente
TIPO A | da tonalidade do farmaco, além de apresentar uma solucao
final mais liquida que viscosa.

- Formacdo de um p6 na superficie das membranas
apos a secagem.

- Constatou-se, ap(’)s O processo de neutralizagao,
mudanca aparente na coloracdo das membranas, sugestivas de
oxidacdo do farmaco, além de que, na lavagem das membranas,
a dgua que escoava era amarela, onde provavelmente houve
TIPO B perda da quercetina.

- Foi observado, apds a secagem, que as membranas
ficaram ressecadas, apresentaram-se retraidas, com superficie
irregular, sem as ligas de fixacdo, havendo dificuldade para a
selecao de membranas para os ensaios de caracterizagao.

- A mudanga do solvente para dilui¢do da quercetina
para o metanol resultou em membranas mais escuras, havendo
associagdo que o pH elevado do alcool pode ter provocado a

TIPO C . s P . P
instabilidade quimica do formaco. O processo de neutralizagdo
por atmosfera de amonia provocou o aparecimento de bolhas
na superficie da membrana.

- As membranas tipo D, que ndo foram neutralizadas,

TIPO D

apresentaram-se com resisténcia mecanica fragil, desintegrando-
se facilmente.

A partir das constatagdes anteriores, buscaram-se possiveis
justificativas que pudessem esclarecer os eventos ocorridos
no processo de preparagdo das membranas obtidas nessa fase
preliminar.

Silva et al. (2010) afirma que a quercetina é extensamente
degradada em pH neutro e alcalino, em um processo dependente
de oxigénio, pois ocorre ionizagao das hidroxilas do anel C (pirano),
induzindo a formacao de peréxidos intermediarios e consequente
produtos de degradacao. Assim sendo, baseando-se no ja exposto
na literatura, estruturou-se o método E, controlando o valor do
pH, além da modificacdo de algumas outras varidveis.
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3.2.5 METODO PROPOSTO PARA O DESENVOLVIMENTO DAS
MEMBRANAS TIPO E

As membranas do tipo E foram produzidas a partir de uma
solucdo de quitosana a 2%, com concentracdes de quercetina
reduzidas para: 2mg, 5 mg e 10 mg, ja que foi observado,
macroscopicamente, que as membranas preparadas nos métodos
anteriores formavam aglomerados, resultando em filmes nao
homogéneos. O solvente utilizado foi o metanol, num volume de
10 ml, estabelecido para todas as concentracdes de quercetina. O
volume de solucao final de quitosana/ quercetina vertidas nas
placas petri foi de 10 ml por placa, diferentes das com 20 ml, que
ficaram muito espessas. O fluxograma seguido para as membranas
tipo E esta exposto na Figura 36. A tabela 9 evidencia a sintese de
tais membranas.

Tabela 8 - Membranas de quitosana, incorporadas com quercetina em metanol, através do
método E.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

MEMBRANAS ESPECIFICACOES QUANTIDADE
PRODUZIDAS
QUITOSANA/ QUERCETINA oOM2 03 - 10 ml
2 mg/ METANOL (10 ml) por placa
QUITOSANA/ QUERCETINA QOMS5 03 - 10 ml
5 mg/ METANOL (10 ml) por placa
QUITOSANA/ QUERCETINA OOMI0 03 -10 ml
10 mg/ METANOL (10ml) por placa

A solugao de quitosana apresentou pH de 4,18 e o solvente
(metanol) 7,34. Apos realizar as misturas metanol/quercetina
com diferentes concentragdes, observou-se uma média de pH de
6,54. Em seguida, ao adicionar as misturas quercetina/metanol
na solugdo de quitosana, a média do pH alterou para 4,63.

O processo de secagem utilizado nas membranas do tipo E
foi distinto dos anteriores, o qual foi mantido sob refrigeragao,
aproximadamente 4° C por 7 dias e protegidas da luz ambiente.



Figura 36 - Fluxograma seguido para obten¢do das membranas de quitosana/ quercetina tipo E.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

Macroscopicamente, as membranas do tipo E mantiveram
coloracao semelhante a quercetina - amarelada -, resultando em um
filme mais homoggéneo e uniforme, no entanto, ficaram quebradicos,
com resisténcia mecanica fragil. A fim de melhorar as caracteristicas
mecanicas dos filmes, eles foram imersos em 4gua, situacdo em
que expandiram e desmancharam; outro teste foi a imersao em
etanol, fato este que ndo alterou as caracteristicas dos filmes, e por
fim, foi feito o teste de coloca-las em Tripolifosfato de Sédio (TPP)
al% (v/v), por 30 minutos, tendo constatado o possivel aumento
da resisténcia mecanica do filme a tracdo manual e manutencio
das caracteristicas da membrana, ou seja, a aparéncia é de ndo
ter havido qualquer reagdo quimica indesejavel. Observa-se, na
Figura 37, mostra as membranas do tipo E finalizadas.
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Figura 37 - Membranas tipo E finalizadas.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

O TPP é um solvente que age como reticulante, se ligando
aos pontos livres de H+ do filme, conferindo-lhe uma possivel
neutralizagdo aos filmes, tendo o pH de 9,0 (FERNANDES, 2009).

Assim sendo, o processo seguido para obtencao das membranas
obtidas através das metodologias A, B, C e D foi otimizado e
modificado, resultando no método E, o qual apresentou um produto
com caracteristicas e propriedades desejaveis (Figura 36). Apds
isso, o método foi novamente adaptado e passou a ser denominado
Método X e Método Y, sendo desenvolvidas membranas através
destes, que tiveram seus resultados expressos na Fase Experimental
desse trabalho.

No Quadro 3 esta expressa uma sintese das variaveis trabalhadas
em cada metodologia desenvolvida na parte 1 deste trabalho,
visando a obtencdo de membranas de quitosana incorporadas
com quercetina.



Quadro 3 - Sintese das variaveis trabalhadas nas metodologias A, B, C, D e E.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

)

MEMBRANAS VARIAVEIS NEUTRALIZACAO
TIPO A - :A,dlgao fie NaOH na
solucdo de quitosana;
- Adigao da quercetina em
solucdo.
QUITOSANA BPM 2%;
SOQUE.RCETINA_ZO’ 30 - Neutralizacdo das
TIPO B ¢ SIE%Z AGEM EM membranas em placa petri
}; 1}\3/[11\3/[11; I]::I ,}{ EA TEU Ié I\A/I Con—lli\]daigél;llda quercetina em
ESTUFA: solucdo.
VOLUME DE 20 ml - Neutralizagdao por
TIPO C POR PLACA. Atmosfera de Amonia;
- Solvente metanol.
TIPO D -Nao houve neutralizagao;
- Solvente metanol.
QUITOSANA BPM 2%;
QUERCETINA -2,5¢
TIPO E 10 mg; -Nao houve neutralizacio;
SECAGE M SOB - Solvente metanol;
REFRIGERACAO; - Reticulagdo em TPP.
VOLUME DE 10 ml
POR PLACA.

gﬂ'




Capitulo IV



Potencial de aplicacdo do produto
4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO: FASE EXPLORATORIA

Nesta secao do livro serao apresentados os obtidos na Fase
Exploratéria, através dos ensaios de: Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia Dispersiva de
Raios X (EDS), Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e Difragdo de Raios X (DRX).

Observa-se, na Figura 46, que a quercetina em pé apresenta
particulas de tamanhos irregulares e variados, com forma pouco
definida de bastoes e geometria inespecifica, presenca de poros,
como observado na micrografia com aumento de 5000 X (b).

Figura 46 - Micrografia da Quercetina em p6 com aumento de 1000X (a) e 5000X (b).
Fonte: Pesquisa direta (2013).

A

A Figura 47 ilustra as micrografias das membranas de quitosana
com quercetina na concentragdo de 20 mg, com aumento de 1000 k
(a) ede 5000 k (b) e a Figura 48 ilustra o EDS das mesmas amostras.

Observa-se, no espectro de EDS, a presenca dos elementos
Oxigénio (O) e Carbono (C), caracteristicos da quitosana

)
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corroborando com Holanda (2011) e Sousa (2012), além do Sédio
(Na), provavelmente resquicio do processo de neutralizacao, ja que
para a confecgao destas membranas, foi adicionado o Hidréxido
de S6dio (NaOH) na solugao de quitosana.

Figura 47 - MEV da Membrana QQ 20mg (N) - a) 1000 X, b) 5000X.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

CESTRIO_ 34T
Diwiaara Dusstrd 70myg W)

(@)

Figura 48 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana/ Quercetina 20mg.
Fonte: Pesquisa direta (2013).



Foi observado que todas as membranas obtidas através desse
processo de adi¢gdo do Hidréxido de Sédio na solucao de quitosana
apresentaram, na superficie do filme, a formacao de sal, possivelmente
acetato de sodio, perceptivel tanto macroscopicamente, quanto
microscopicamente (Figura 46), fato que pode ser comprovado
pelos resultados de EDS e FTIR.

Com relacdo a Figura 49, na qual a membrana apresenta
concentragdo de quercetina de 30 mg, constatou-se, morfologia
em forma de esferas e bastdes, de tamanhos variados e distribuidos
em toda superficie da membrana, fato este confirmado no aumento
de 5000K, compativel com a estrutura da quercetina, somada a
presenca do acetato de sédio.

Figura 49 - MEV da Membrana QQ 30mg (N) - a) 1000 X, b) 5000X.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

RN T LA

ERTE:_ T ERTRG: T bt
il L e B e

@) (b)

Figura 50 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana/ Quercetina 30mg.

B% [Mh % Ee

Fonte: Pesquisa direta (2013).

79



8@ Membranas de quitosana e quercetina para aplicagdo em ulceragées epiteliais: desenvolvimento e caracterizacao.

Destaca-se, na andlise por EDS da Figura 50, a presenca dos
elementos Oxigénio (O) e Carbono (C), além do sédio (NaOH),
fato este associado ao processo de adicao do Hidréxido de Sédio
na solugdo de quitosana.

A Figura 51 ilustra as micrografias das membranas de quitosana/
quercetina na concentracdo de 50 mg, o que permite observar
uma superficie com maior quantidade de particulas, em formatos
e dimensdes variadas, no aumento de 1000k, o que também foi
constatado no aumento de 5000k (b), bem mais evidente que nas
micrografias de 20 e 30 mg, podendo inferir que quanto maior
a concentracdo da quercetina, maior a quantidade deste p6 na
superficie da amostra.

Figura 51 - MEV da Membrana QQ 50mg (N) - a) 1000 X, b) 5000X.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

HHAeeTE 10 WD o MHVGSE BN D Sk M

DT i S 4

(b)

Na anélise de EDS representada na Figura 52 foram encontrados
os elementos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N),
compativeis com os elementos que constituem a quercetina e a
quitosana, além da presenca de uma maior quantidade de Sédio
(Na).

Observa-se, na Figura 53, a micrografia referente as membranas
quitosana/ quercetina, na concentracdo de 20 mg, as quais passaram
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Figura 52 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana/ Quercetina 50mg.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

pelo processo de neutralizagdo com Hidréxido de Sédio na placa
petri, e que depois foram lavadas em dgua corrente e permaneceram
imersas em dgua destilada por uma hora.

Com uma ampliagdo de 1000x (a), foi possivel encontrar
aglomerados, entre as quais estao espacos livres de farmaco,
contendo, especialmente uma matriz homogénea, sem aglomerados;
observa-se ainda, na ampliacao de 5000x (b), que a superficie livre
de aglomerados possui depressdes estriadas que possivelmente
seja devido a retirada do farmaco pelo processo de neutralizacao,
pois a dgua utilizada para lavagem das membranas apresentou
coloracao semelhante a quercetina, ou seja, amarela (Figura 52).

Figura 53 - MEV da Membrana QQ 20mg (+) - a) 1000 X, b) 5000X.
Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Na anélise de EDS foram detectados os elementos quimicos:
carbono, oxigénio e nitrogénio, que estao presentes na quercetina
(Carbono e Oxigénio) e na quitosana (Carbono, Oxigénio e
Nitrogénio), ndo tendo sido encontrado o sédio, possivelmente
devido a efetividade do processo de lavagem (Figura 53).

Figura 54 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana/ Quercetina 20mg.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

A micrografia da Figura 55 é referente as membranas quitosana/
quercetina, na concentragao de 30 mg de farmaco; constata-se
que, em relacdo as micrografias das membranas com 20 mg de
quercetina, nesta ha mais aglomerados, quanto maior quantidade
de farmaco no filme, aspecto confirmado no aumento de 5000x
(b); visualiza-se ainda, maior quantidade de particulas dispersas
na matriz polimérica.

Figura 55 - MEV da Membrana QQ 30mg (+) - a) 1000 X, b) 5000X.
Fonte: Pesquisa direta (2013).
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A partir do ensaio de EDS representado na Figura 56, foram
encontrados os elementos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio
(N), compativeis com os materiais utilizados nos experimentos.

Figura 56 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana/ Quercetina 30mg.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

As membranas tipo C foram obtidas por processo distinto;
nesta, a quercetina foi solubilizada em metanol e a neutralizacdo
se deu por atmosfera de amonia.

As micrografias expostas na Figura 57 (a e b) evidenciam a
presenca da quercetina, em forma de aglomerados, dispersos na
matriz de quitosana, contudo, ndo se observam as marcas estriadas
nas micrografias das membranas obtidas pela metodologia tipo B.

Figura 57 - MEV da Membrana QQM 20mg - a) 1000 X, b) 5000X.
Fonte: Pesquisa direta (2013).
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No ensaio de EDS representado na Figura 58 foram encontrados
os elementos Carbono (C), Oxigénio (O) e Célcio (Calcio), sendo
este tltimo, resultado de uma possivel contaminacao da membrana.

Figura 58 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana/ Quercetina 20mg,.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

Na micrografia da Figura 59, observa-se maior quantidade do
farmaco, em relagdo ao anterior, tanto no aumento de 1000k (a),
quanto no aumento de 5000k, sendo constatada a presenca de
aglomerados, como também se visualiza “marcas” escuras esféricas,
que pode estar associada a existéncia de bolhas nas membranas.

Figura 59 - MEV da Membrana QQM 30mg - a) 1000 X, b) 5000X.
Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Na Figura 60 evidenciou-se o ensaio de EDS da membrana
confeccionada com 30 mg de quercetina, observando-se, como
na anterior, a presenca do elemento quimico Célcio (Ca), ndo
proveniente de nenhum dos materiais utilizados, podendo ter
havido a contamina¢do da membrana.

Figura 60 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana/ Quercetina 30mg.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

A micrografia exposta na Figura 61 evidenciou maior quantidade
de farmaco dispersa na matriz de quitosana, em ambos os aumentos
(a e b), contudo, no aumento de 1000K (a), observou-se maior
preenchimento da matriz polimérica com o fdrmaco e no aumento
de 5000k (b), também se observou a formacao de maior quantidade
de aglomerados de quercetina.

Figura 61 - MEV da Membrana QQM 50 mg - a) 1000 X, b) 5000X.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

CERTHO T4 0k MM M8 oA e [= 1 vl BT WM D AN X
A g L VR S v e

(@) (b)



86 Membranas de quitosana e quercetina para aplicacdo em ulceragoes epiteliais: desenvolvimento e caracterizagao.

A Figura 62 expde o ensaio de EDS da membrana com 50 mg
de quercetina, sendo encontrado, além do Carbono (C) e Oxigénio
(O), o Calcio (Ca) e Silicio (Si), devido a provavel contaminagao
da membrana por residuos de silicone, material bastante utilizado
no laboratoério, onde foram realizados os ensaios.

Figura 62 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana/ Quercetina 50mg.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

A analise por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier foi utilizada para identificar as bandas
caracteristicas dos grupos presentes e também para observar a
possivel interacdo entre os grupos funcionais das moléculas que
compdem as substancias utilizadas: quercetina e quitosana. Para
tal, estudaram-se a quitosana e a quercetina em pd; as membranas
quitosana/ quercetina, nas trés concentracdes de 20, 30 e 50 mg,
através das quatro metodologias diferentes: A, B, Ce D.

Observa-se, na Figura 63, o espectro na regiao do infravermelho
para a quercetina pura, no qual foram visualizados picos
correspondentes aos principais grupos funcionais que caracterizam
este flavonoide, onde predominam as ligagdes O-H, correspondendo
ao primeiro pico observado, na frequéncia de 3.331 cm-1; a ligagao
do tipo C=0O, no anel pirano, na frequéncia de 1.715 cm-1; as ligacdes
C=C, na frequéncia de 1.650 cm-1, e as ligagdes C-C, na frequéncia
de 1.450 cm-1, que ocorrem em grande ntimero, talvez sendo por
isso visualizado picos maiores; ainda ocorrem ligacdes do tipo
C-O-C, em 1250 e ligagdes C-O, com frequéncia em 1100 cm-1.

Na Tabela 12 estao contidas as atribui¢des das frequéncias
vibracionais observadas na quercetina.
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Figura 63 - Espectro da quercetina.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

Tabela 12 - Atribuic¢Ges de frequéncias vibracionais observadas na quercetina.

Fonte: Pesquisa direta (2013).

LIGACOES v(0O-H) v(C=0) v(C=C) v(C-C) v(C-O-C) v(C-O)  v(C-H)

Quercetina
3331 1715 1650 1450 1250 1100 750

Analisando o espectro de infravermelho obtido da quercetina,
pode-se dizer que a amostra deste estudo apresentou as bandas
caracteristicas deste flavonéide, corroborando com os estudos
de Costa (2005), as quais estdo expostos na Tabela 13, o namero
de onda e as respectivas atribui¢des das bandas de absorcdo da
quercetina.
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Tabela 13 - Bandas de absor¢ido no FTIR da quercetina.

Fonte: Costa (2005).
NUMERO DE ATRIBUICAO
ONDA (CM™)

Deformagdo axial de O-H, pontes de hidrogénio

3500 - 3200 (OH) intramoleculares

Carbonila deslocada e formagdo de ponte de

1800 - 1650 (C=0) hidrogénio intramolecular

1600 - 1475 (C=C) Estiramento que ocorre aos pares (aromaticos)
1450 (C-C) Estiramento

1150 - 1085(C-O-C) Deformacao axial assimétrica

1250 - 1000 (C-O) Estiramento forte

Deformacao forte fora do plano de compostos

900-690 (C-H) aromaticos

O espectro de infravermelho obtido da amostra de quitosana esta
apresentado na Figura 64, onde se observa um pico de absor¢ao em
3331 cm™, semelhante ao observado por Holanda (2011), Wang, Du
e Liu (2004) e Fidéles (2010), os quais obtiveram, em seus espectros,

Figura 64 - Espectro da quitosana.
Fonte: Pesquisa direta (2013).
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bandas de estiramento entre 3400 a 3500 cm!, atribuindo-se a tais
picos, a vibragdes de estiramentos dos grupos funcionais O-H e/
ou N-H. Hennig (2009) diz que a esta banda intensa corresponde
a deformacao angular da ligacdo O-H presente na estrutura de
quitosana, sobrepondo as bandas de ligagao entre N-H, presentes
na mesma regido do polissacarideo.

A banda em 2918 cm™ e 2.880 cm™ é atribuida as vibracoes de
estiramento do grupo C-H (CH, e CH,, simétrico e assimétrico)
e, além disso, uma banda caracteristica da deformacdo angular
do CH, aparece na regido de 1378 cm-1 dados que apontam que
a quitosana utilizada neste estudo é um produto parcialmente
desacetilado (SIONKOWSKA et al., 2004).

As bandas de 1643 cm™ e 1553 cm™ correspondem ao modo de
vibragdo por estiramento da ligacdo C=0 e a deformagao da ligacao
N-H, respectivamente. Segundo Arof e Osman (2003), a existéncia
dessas duas bandas esté relacionado a presenca de grupos amidas
reforcando que a quitosana ndo foi completamente desacetilada.

As bandas de absorcdo na regido de 1152 e 895 cm™ sao
provenientes do estiramento de ligacdes C-O-C, e as bandas de
1057 e 1027 cm™ correspondem a vibragdes de estiramento do grupo
C-O, unindo caracteristicas da estrutura da quitosana, conforme
constatado por Holanda (2011).

Avaliando a Tabela 14, verificou-se que as bandas de absorcao
da quitosana deste estudo estdo de acordo com Ponciano (2010)
e Holanda (2011).

Tabela 14 - Bandas de absor¢do no FTIR da quitosana.
Fonte: Ponciano (2010).

NUMERO DE ATRIBUICAO
ONDA (CM™)
3331 Deformagcao axial de O-H e N-H do grupo NH2
2918 e 2880 Deformagao axial de C-H de grupos CH2 e CH3
1643 Estiramento da ligagdo C= O
1553 Deformacao angular N-H do grupo NH2 (amina)
1377 Deformagao angular do C-H de CH3
1152 e 895 Deformagao axial do C-O-C da ligagdo éter

1057 o 1027 Vibragdes de estiramento do grupo C-O
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A membrana de quitosana tipo A foi obtida através de uma
solugao contendo Hidréxido de Sédio (NaOH), com um pH
5, codificada em (N); ja a membrana de quitosana tipo (+) foi
neutralizada em placa de petri com Hidréxido de Sédio, e depois
foi lavada com agua destilada e submetidas a secagem.

Na Figura 64a, observam-se os espectros das membranas de
quitosana para fins comparativos, visando facilitar a apresentacao
dos resultados.

Pode-se observar, no espectro da Figura 65a, que ocorreu a
formacdo do acetato de sodio, fato este confirmado pela Figura 65b
e pelo ensaio de MEV e EDS, onde foi observada a presenga desse
po. Constatou-se, que a membrana N possui as absorgdes relativas
a este sal, constatando-se deslocamento do pico de deformacao
axial do C-O-C da ligacao éter, em 1000. Ja a membrana tipo +,
apresenta espectro semelhante a quitosana pura, ja apresentada
na Figura 61, com preservacdo de todos os picos e bandas de
absorcao caracteristicas.

Figura 65 - Espectros das membranas de quitosana A (N) e B (+) e do acetato de sédio (b).
Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Os espectros contidos na Figura 66 foram decorrentes das
membranas obtidas apds diluicao de 20 mg da quercetina na solucao

(@)



Absorbancia

91

de quitosana. Apds analisar os espectros desta figura, constataram-se
alteragdes significativas entre os mesmos, sendo a Figura 65a com
um perfil semelhante ao observado com o espectro do acetato de
sodio (Figura 64b); e o espectro 65b apresenta semelhanca as bandas
caracteristicas da quitosana.

Os espectros (c) e (d), da Figura 66, assemelham-se a quitosana,
com a presenca das absorcdes relativas da mesma. No entanto,
observou-se a presenga dos picos entre 1600-1475, que coincidem
com as deformagcdes por estiramento que ocorrem aos pares nos anéis
aromaticos da quercetina. Em relagdo ao espectro das membranas
da Figura 66d, observa-se, além dos pico das ligacdes C=C, na
frequéncia de 1.600 cm™, e das ligagdes C-C, na frequéncia de 1.450
cm’, o engrossamento da banda correspondente a ligacdo C-O, na
frequéncia de 1.000 cm™, aspecto relacionado ao espectro do farmaco.

Figura 66 - Espectros das membranas de quitosana/ quercetina com 20 mg.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Ao analisar os espectros das Figuras 65, 66 e 67 ndo foram
observadas alteracOes significativas, proporcionais a quantidade
de farmaco utilizado nas membranas de quitosana incorporadas

com quercetina.

Figura 67 - Espectros das membranas de quitosana/ quercetina com 30 mg.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Figura 68 - Espectros das membranas de quitosana/ quercetina com 50 mg.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Por fim, constatou-se ap6s analisar os espectros acima, que nao
houve alteracdes significativas quando se varia a concentracdo
do farmaco, mas sim, ao se comparar as metodologias utilizadas
para obtencdo das membranas. Nos espectros do tipo a, observou-
se espectro semelhante ao do acetato de sédio; nos do tipo b,
constatou-se semelhanga com o espectro da quitosana, atribuido,
possivelmente, ao processo de neutralizagcdo e secagem ter
degradado o farmaco; ja os espectros das membranas do tipo c e
d, apresentaram perfil da quitosana e da quercetina, com bandas
mais visiveis, nos espectros tipo d, provavelmente, porque nao
ocorreu interacdo da quercetina com material alcalino, ja que
segundo Costa (2005), a quercetina se degrada em pH maior que 7,0.
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A difragao de raios X corresponde a uma das principais
técnicas de caracterizacdo microestrutural de materiais cristalinos,
com aplicagdes em diversos campos do conhecimento, mais
particularmente na engenharia e ciéncias de materiais, quimica
e de minas, dentre outros e sua principal aplicacdo refere-se a
identificagdo da cristalinidade dos materiais, sejam eles inorgéanicos
ou organicos.

A anélise dos difratogramas da quercetina apresentado na
Figura 69a evidencia presenca de fase tinica, com pico maior em
26,51°, apresentando ainda pico de desdobramento em 27,28°,
que estd de acordo com as caracteristicas do farmaco padrao da
base de dados mantida pelo JCPDS (Joint Committe of Powder
Diffraction) 43-1695, apresentado na Figura 68b.

Figura 69 - Difratograma de raios X para (a) JCPDS 43-1695 e (b) farmaco quercetina.
Fonte: Pesquisa direta (2013).

2500
2000
1500

1000

Intensidade (cps)

o
| -

INT
30 40 50 60
26 (Graus)

i
10

1
20

O difratograma da quercetina exposto na Figura 70 mostra a
presenca de picos agudos em 14°, 15°, 17°, 26,5°, 27,3° em angulo
20, fato que evidencia a natureza cristalina deste flavonoéide,
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picos observados em cinco amostras de quercetina estudadas
por Borghetti et al. (2006); Natarajan et al. (2010).

Figura 70 - Difratograma da quercetina.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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O difratograma da quitosana, na Figura 71, evidencia um perfil
de material semicristalino com picos de bases largas iniciados entre
7° e 10° e entre 17 e 20°, sendo um de menor intensidade em 10° e
um de alta intensidade em 19,8° respectivamente, o que caracteriza
a presenga de uma fase cristalina, e uma ampla faixa abaixo dos
picos, aspecto que corrobora com Lima (2010). A quitosana tem
um perfil semicristalino proveniente das fortes interagdes intra e
intermolecular, caracterizado pelas pontes de hidrogénio formadas
entre os grupos amina, dlcool, amida e outros grupos funcionais
presentes na molécula de quitosana, sendo estas fortes interacoes
que provem certa organizacdo a estrutura da mesma (URAGAMI;
TOKURA, 2006).

Na Figura 72 estdo representados os difratogramas das
membranas de quitosana que foram neutralizadas por trés
diferentes processos, onde, a Figura 69a mostra a membrana obtida
com NaOH na solugdo, a (b) mostra a membrana neutralizada em
placa petri e a (c) que foi neutralizada pelo processo de atmosfera
de amonia.
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Figura 71 - Difratograma da quitosana.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Figura 72 - Difratograma das membranas de quitosana.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Foi evidenciada diferenca significativa entre os difratogramas das
membranas de quitosana, onde, na Figura 72a observa-se aumento
na cristalinidade, provavelmente devida, ao sal formado pela reagao
entre Hidr6xido de Sédio colocado na solucao de quitosana com
o acido acético. Dados semelhantes foram encontrados por Lima
(2010), onde na membrana contendo NaOH ocorreu aumento
na cristalinidade com véarios picos caracteristicos que pode ser
atribuido a cristalinidade do sal formado, o acetato de sédio.

O difratograma da membrana de quitosana (b), que passou por
processo de neutralizagdo em placas, apresenta semelhanga ao da
quitosana pura. O difratograma da membrana de quitosana (c)
evidenciou um desdobramento no pico da quitosana entre 17° e
20° e a ndo visualizagdo do pico entre 7° e 10°, que possivelmente
pode estar relacionado a morfologia da superficie da membrana,
ja que a mesma nao ficou plana.

Os difratogramas das membranas de quitosana com quercetina
serdo expostos segundo dois grupos de variaveis: a concentracdo
de quercetina e as diferentes as metodologias utilizadas para a
obtencdo das membranas.

Observaram-se, na Figura 73, espectros que ndo sao compativeis
nem com os da quitosana, nem com os da quercetina; isto pode
estar relacionado a formacao do acetato de sodio, fato este ja
observado e justificado na membrana de quitosana obtida pela
mesma metodologia, em ensaios anteriores.

Na Figura 74 estdo representados os difratogramas das
membranas de quitosana com diferentes concentracdes de
quercetina, neutralizadas com NaOH em placa petri, onde é
possivel inferir que as mesmas apresentam um perfil de material
semicristalino. Pode-se observar, que a quercetina contribuiu para
aumentar o perfil cristalino das blendas, com preservacao dos picos
vistos na quitosana (entre 7° e 10° e entre 17° e 20°). Constatou-se
que o aumento da cristalinidade foi proporcional ao aumento da
concentragdo da quercetina, o que é justificado pelo estreitamento
das bandas. No entanto, pdde-se observar presenca de ruidos que,
possivelmente, ocorreu devido a irregularidade nas superficies
das membranas, ap6s o término do processo de neutralizacao.
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Figura 73 - Difratogramas das membranas obtidas pela metodologia A.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Figura 74 - Difratogramas das membranas obtidas pela metodologia B.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Intensidade

Nos difratogramas mostrados na Figura 75 observam-se
caracteristicas semelhantes entre si, sendo possivel perceber que
ocorreu um discreto aumento na cristalinidade do material e este
fato foi diretamente proporcional ao aumento da concentracao
do farmaco. Constatou-se também uma diminuicdo dos ruidos,
provavelmente devido a preocupagdo em se obter amostras com
superficies mais planas, facilitando assim a realizagao do ensaio
de DRX. E importante citar que os picos tipicos da quitosana
mantiveram suas caracteristicas.

Figura 75 - Difratogramas das membranas obtidas pela metodologia C.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Na Figura 76 estao contidos os difratogramas das membranas
obtidas pela interacdo da quitosana com a quercetina que nao
foram submetidas ao processo de neutralizagdo, ou seja, através
da metodologia D.

Figura 76 - Difratogramas das membranas obtidas pela metodologia D.

Fonte: Pesquisa direta (2013).
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Pode-se observar que houve semelhanca entre os espectros,
mesmo com a variacdo do farmaco, com a presenga de alguns
picos semelhantes aos da quitosana e da quercetina, no entanto,
nao se pode afirmar com convicgdo que se trata dos picos destas
substancias, ja que estes ndo apresentaram variacao significativa
diante da variagdo da quercetina. Vale ressaltar que estas membranas
apresentaram a formacao de inimeras bolhas na superficie que
podem ter conferido esse perfil de cristalinidade as mesmas.

Considerou-se, apds as analises dos difratogramas, que a obtengao
das membranas de quitosana/ quercetina, através da adicao de
Hidréxido de S6dio em solucao, resultou na formacao de um sal, o
acetato de s6dio. A metodologia que realizou a neutralizacdo das
membranas em placa petri obteve blendas enrrugadas e irregulares,
com morfologia ndo plana, fato que provavelmente dificultou o
ensaio de DRX pela presenca de ruidos.

A metodologia onde a neutralizagdo das membranas se deu
por atmosfera de amonia resultou em difratogramas sem ruido, ja
que houve a preocupagdo com o aplainamento das mesmas, sendo
ainda observado aumento na cristalinidade do material e este fato
foi diretamente proporcional ao aumento da concentracao do
farmaco, cabendo inferir que ha presenca do farmaco na membrana.
A ultima metodologia utilizada neste estudo, na qual ndo houve
neutralizacdo das membranas resultou em difratogramas que
denota a presenca de ruidos, fato atribuido a formacgao de bolhas
nas mesmas, constatando-se, ainda que, possivelmente, existem
picos tipicos da quitosana e da quercetina nestas membranas.

Acredita-se que o processo de neutralizacdo das membranas pode
ter degradado o farmaco, j4 que, semelhante a outros flavonéides,
a quercetina apresenta sua estabilidade comprometida em valores
de PH acima de 7,0, condicdo na qual as reagdes de oxidagao
e hidrolise tornam-se favorecidas, sendo por isso, excluidas as
metodologias que utilizem deste processo para a obtencao das
membranas.
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4.1.2 CONCLUSAO DA FASE EXPLORATORIA

Das metodologias do tipo A, B, C e D obtidas da interacao quitosana/
quercetina, as trés primeiras produziram membranas, que, apds terem
contato com solugdo basica (Hidréxido de Sédio e Hidréxido de
Amonia), apresentaram mudangas macroscépicas, como a mudanga na
coloragdo, fragilidade e resisténcia a tensao, aspecto que demonstrava
sua ineficiéncia para a aplicacdo desejada; convém mencionar que
as primeiras membranas produzidas, apresentaram na superficie,
a formacdo de um sal, fato confirmado nas analises do MEV, FTIR
e DRX, sendo a metodologia D a que obteve melhores resultados
quando comparados as demais.

A técnica do MEV evidenciou que, em todas as concentragdes de
quercetina (20, 30 e 50mg), e com a utilizagdo dos solventes - 4cido
acético glacial e metanol - houve a formacdo de aglomerados nas
membranas, conferindo certa heterogeneidade as mesmas, talvez
pela concentracdo elevada da quercetina.

A técnica de FTIR identificou e confirmou a formacdo de acetato
de s6dio nas membranas do tipo A, sendo por isso, uma metodologia
descartada para a FASE II; na metodologia B, onde houve o processo de
neutralizacdo da solugdo de quitosana em NaOH e posterior lavagem
das membranas em dgua destilada, consistiu em um processo que,
possivelmente, degradou o farmaco, sendo também, uma metodologia
descartada. Os espectros obtidos através da metodologia C e D
assemelharam-se aos da quitosana, mas também se constata a presenca
de picos que coincidiram com os da quercetina, sendo mais visivel, na
metodologia D, isto é, onde nao houve neutralizagdo da membrana
por nenhum método.

A técnica de DRX reforcou da presenga do acetato de sédio nas
membranas no tipo A e a presenca de ruidos de superficie nas membranas
do tipo B. As membranas do tipo C, neutralizadas em Hidréxido de
Amonia, resultaram em difratogramas que se tornaram mais cristalinos
quanto maior a concentragao do farmaco e as membranas do tipo D,
evidenciaram, possivelmente, os picos caracteristicos da quercetina
e da quitosana, talvez por nado terem sido expostos ao pH alcalino
que as outras foram, contudo, observou-se presenca de ruidos por ter
havido a formacdo de bolhas na superficie da membrana.
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Convém ressaltar que todas as membranas obtidas a partir
das metodologias anteriores ndo apresentaram caracteristicas
macroscopicas nem microscopicas para fins de aplicabilidade do
produto terapéutico em feridas diabéticas, por alguns aspectos
como: apresentaram-se irregulares, com resisténcia mecanica fragil,
com coloragdo distinta do farmaco, com aspecto “plastificante”
que poderia inviabilizar o seu uso, especialmente em superficies
inflamadas e com dificuldades de cicatrizacao, etc.

Baseando-se no exposto, apds as conclusoes parciais apresentadas
e as analises preliminares advindas da fase exploratéria,
desenvolveu-se/ refinou-se uma metodologia que foi seguida,
com o controle de algumas varidveis: diminui¢do da concentracao
de quercetina buscando evitar a formacdo de aglomerados; o
volume final da membrana foi reduzido, a fim de ser mais fina e
apresentar maior possibilidade de aderéncia; mudanca no solvente
utilizado, de metanol para o acido acético glacial, uma vez que
tanto a quitosana quanto a quercetina sdo soltiveis nesse acido;
utilizagdo do Tripolifosfato (TPP) como agente reticulante, pois
em primeiro momento, em observagao aparente e testes de tracao
manual, este conferiu maior resisténcia mecanica a tracado manual
das membranas e conferiu estabilidade na coloracido do farmaco,
o que implica, inicialmente, afirmar que ndo ocorreu degradagao
da quercetina no término do processo. Os métodos, resultados e
conclusdes serdo expostos, a seguir, na Fase Experimental.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO: FASE EXPERIMENTAL

Ap6s a realizacao da Fase Exploratoria, isto é, ao concluir os
ensaios preliminares e as respectivas conclusdes, houve entao o
desenvolvimento de outro método para obtencdo das membranas
de quitosana/ quercetina. Ao avaliar/ analisar/ observar/ otimizar
os métodos anteriores foi estabelecido como proposta promissora,
os métodos X e Y, que foram detalhados na secao que se segue.

Inicialmente, foi peparada uma solucdo de quitosana a 2%,
obtendo pH final por volta de 4,0; em seguida, utilizou-se trés
medidas de quercetina para a a producdo dos filmes: 2 mg, 5 mge
10 mg, isto é, elas foram reduzidas objetivando uma melhor diluicao
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do soluto e a ndo formacdo de aglomerados. Foram produzidas 5
membranas de cada concentracdo de farmaco e 5 de quitosana pura.

A quercetina em p6 foi entdo diluida em &cido acético,
diferentememte das metodologias anteriores, sendo a relacdo
volume de quercetina/ acido acético utilizada de 0,01g de
quercetina/ ml, como se evidencia na Tabela 9.

Tabela 9 - Rela¢do quercetina/acido acético utilizada para obtencao das membranas X e Y.
Fonte: Pesquisa Direta (2014).

2 mg de farmaco 10 mg farmaco= 0,01g 1 ml de acido

5 mg de farmaco 25mg defarmaco=0,025g 2,5 ml de acido

10 mg de farmaco 50 mg de farmaco-0,05g 5 ml de 4cido

Ap06s a etapa acima descrita, a solucao de quercetina diluida foi
adicionada a quitosana e homogeneizada com ajuda de um bastao
de vidro por 10 minutos, visando facilitar a dispersao da mesma.
Ao término do processo, o pH da solucdo quitosana/ quercetina
foi medido, nas trés concentracdes do farmaco, com faixa entre
3,5 e 4,0, isto é, nao houve variacao.

A solucdo de quitosana/quercetina foi vertida em placas petri
e a preparagao das membranas foi finalizada, conforme ilustra a
Figura 39a. Posteriormente, estas foram submetidas ao processo de
secagem por um periodo de 7 dias, contudo, como os resultados
de pesquisas anteriores reforcaram a sensibilidade da quercetina
a luz, testou-se entdo, coloca-las sob refrigeracdo, mas antes
envolvidas em papel aluminio, para nao alterar as caracteristicas
e as propriedades do farmaco, (Figura 39b). Apenas as placas com
solugdo de quitosana pura nao foram revestidas no papel.

Figura 39 - Finalizacdo das membranas e preparacao para secagem.

Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Concluido o periodo destinado a secagem das membranas,
isto é, apds os 7 dias, observou-se, ao abrir o papel aluminio e as
placas petri, que o processo de secagem ndo havia tido éxito, ndo
houve formagao de filme, provavelmente pela ndo evaporacao
do solvente; esse aspecto foi evidenciado na Figura 40(a, b e c).

Figura 40 - Observagao das membranas que nio secaram e a formacdo de aglomerados.

Fonte: Pesquisa direta (2014).

(@) (b) ©)

Ap6s esta constatacao foram retirados os embrulhos e as tampas
das placas petri e as membranas permaneceram secando por
um periodo de 48 horas; ao final deste, as membranas secaram.
Em seguida, as membranas ja finalizadas foram “embrulhadas”
novamente até serem submetidas ao processo de reticulagao com
Tripolifosfato de S6dio (TPP), para se protegerem dos efeitos da
luminosidade. (Ver Figura 41).

Figura 41 - Membranas tipo X (a) finalizadas e protegidas da luz (b).
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Para o processo de reticulagao foi preparada uma solugao de
Tripolifosfato de Sédio (TPP), tendo sido medido o pH deste
composto que esteve na faixa entre 9,0 e 10,0. A observacao do
pH consistiu em um dos fatores preocupantes, uma vez que os
estudos apontam a instabilidade quimica da quercetina em pH
acima de 7,0.

Realizou-se entdo, o teste imergindo um pequeno corte das
membranas de quitosana/ quercetina no TPP (Figura 42a), a fim
de observar seu comportamento macroscépico, constatando-se
que nao houve danificacdo do material, nem “perda” de farmaco
na solucao; o recorte foi lavado em agua destilada, observando-
se retragdo do mesmo, como ja observado em estudos anteriores.
Houve preservagdo das caracteristicas iniciais da membrana,
além de uma observacdo aparente de maior resisténcia mecanica
a tracdo e possibilidade de adequagao do produto a érea a pele
(Figura 42c).

Figura 42 - Procedimento de reticulacio da membrana de quitosana/ quercetina.

Fonte: Pesquisa direta (2014).

(b) ©

Ap6s o teste acima descrito, algumas membranas foram entdo
reticuladas em TPP, que passaram a ser chamadas de X e outras
nao foram reticuladas, chamadas de Y, situagdo apresentada no
Quadro 4. Tem-se entao, a seguinte codificagdo:
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Quadro 4 - Codificagdo das Membranas de quitosana/ quercetina.

Fonte: Pesquisa direta (2014).

VARIAVEL TPP SEM TPP
QUITOSANA - QUI X Y
QUITOSANA/ QUERCETINA X v
2 mg - QQ2
QUITOSANA/ QUERCETINA X Y
5 mg - QQ5
QUITOSANA/ QUERCETINA X Y
10 mg - QQ10

Na Figura 43 estdo expostos os procedimentos envolvidos no
processo de reticulacdo em TPP. Observa-se que, incialmente
as membranas retraem, as bordas tendem a enrolar-se (a); com
relacdo a coloracdo, as membranas parecem escurecer em contato
inicial com o solvente (b), mas logo em seguida a cor amarela do
farmaco torna-se mais forte e evidente (c).

Ap6s a imersao por 30 minutos em TPP, as membranas tipo X
foram lavadas em dgua destilada, ndo sendo observada nenhuma
modificagdo macroscopica apds o processo. O pH da solugdo
presente na placa petri também foi medido no inicio da reticulacao,
no meio e no final, visando conferir se houve alteragdo na composicao
do solvente, a partir de um possivel carreamento do farmaco, mas
em todos as fases analisadas, o pH manteve-se inalterado, isto é,
acredita-se que houve a preservagao da composi¢gdo da membrana,
fato que serd confirmado mais adiante.

A Figura 44 mostra as etapas que se sucederam apds a reticulagdo;
as membranas apds lavadas em dgua destilada, foram estiradas
em papel absorvente, com intuito de retirar o excesso de dgua e
em seguida retornaram a placa petri, para iniciarem o processo
de secagem sob refrigeragdo por 48 horas.



Figura 43 - Imersdo das membranas em TPP e etapas subsequentes.

Fonte: Pesquisa Direta (2014).

©)

Figura 44 - Preparacido das membranas X para o processo de secagem.
Fonte: Dados da Pesquisa (2014).
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Concluido o processo de secagem das membranas X, estas
foram recortadas e enviadas para as caracterizagdes: MEV /EDS;
DRX; FTIR; TGA, DSC e citotoxicidade. As membranas tipo Y,
que ja estavam prontas, também foram enviadas para os mesmos
ensaios. Para fins de sintese, as membranas do tipo Y nao foram
reticuladas, nem neutralizadas; a solu¢dao que as deu origem teve
pH entre 3,5 e 4,0.

A Figura 45 ilustra o fluxograma usado no desenvolvimento
das membranas, tipo X e Y, desde o processo inicial até as
caracterizagOes, processo este discutido mais adiante.

Figura 45 - Fluxograma seguido para obten¢ao das membranas de quitosana/ quercetina tipos X e Y.

Fonte: Pesquisa direta (2014).
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A Figura 77 ilustra as micrografias das membranas de quitosana
tipo X (QUIX), nos aumentos de 500 X (a), 1000 X (b) e de 3000 X
(c). Observaram-se imagens de um material de superficie plana,
homoggénea e lisa, no entanto, no aumento de 3000 X (c) foi possivel
observar a presenca de algumas irregularidades na superficie, que
pode ser devido ao processo de reticulagdo em TPP.

Figura 77 - Microscopia Eletronica de Varredura da Membrana QUIX - a) 500 X, b) 1000 X e c) 3000X.
Fonte: Pesquisa Direta (2014).

(b) ()

Fernandes (2009) encontrou resultados semelhantes ao analisar
micrografia de membranas reticuladas de quitosana, que exibiram
superficies lisas, com a presenca de precipitados, supostamente
do reticulador tripolifosfato de s6dio, tendo sido feita a andlise
pontual do precipitado que indicou a presenca de fésforo (P) e
sodio (Na), fato que confirmou que as particulas encontradas
eram do reticulador.

A partir do ensaio de EDS representado na Figura 78 foram
encontrados os elementos Oxigénio (O), Fésforo (P), Nitrogénio
(N), Sédio (Na) e Carbono (C) nas membranas de quitosana do
tipo X, devido a reticulagao em TPP ter promovido a insercao dos
elementos Fosforo e S6dio, evidenciando que embora as membranas
tenham sido lavadas em dgua destilada, ndo foi um processo efetivo.
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Figura 78 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana Tipo X.
Fonte: Pesquisa Direta (2014).

A Figura 79 ilustra as micrografias das membranas de quitosana/
quercetina com 2mg (a), 5 mg (b) e 10 mg (c) de farmaco, em trés
aumentos: 500X, 1000X e 3000X.

Foi possivel verificar, ap6s as analises das micrografias, que
houve a incorporacdo da quercetina na membrana densa de
quitosana, onde o farmaco ficou disperso em toda superficie, ou
seja, morfologicamente houve homogeneidade da membrana;
em quase todas as ampliagdes, observam-se “marcas” escuras,
que parece ser ou area de concentragdo de material, ou particulas
nao solubilizadas, imperfei¢des do filme, poros de superficie ou
bolhas, etc.



Figura 79 - Micrografias das membranas quitosana/ quercetina denominadas: QQ2 (mg) X - a) 500 X, b)

1000 X e c) 3000X; QQ5 (mg) X - d) 500 X, e) 1000 X e f) 3000X; QQ10 (mg) X - g) 500 X, h) 1000 X e i)3000 X.
Fonte: Pesquisa Direta (2014).

(b) (©)
(e) (f)

(h) ()
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No estudo realizado por Goulart (2006), para a obtencdo de
microparticulas de quitosana com papaina reticuladas com
tripolifosfato (TPP), foi evidenciado que as microparticulas de
TPP possuem poros na superficie, apresentando uma aparéncia
folicular, aspecto que pode favorecer a incorporagao das particulas.
Tal observagao pode igualmente ter ocorrido nas micrografias deste
estudo. A Figura 80 ilustra o EDS das membranas de quitosana/
quercetina reticuladas.

Analisando a Figura 80, foram encontrados além dos elementos
Carbono e Oxigénio, que fazem parte da composicao quimica da
quitosana (C6H1104N) e da quercetina (C5H1007), o Nitrogénio,
presente na quitosana; os elementos Fosforo e Sédio foram
identificados, caracteristicos do TPP (Na5P303), decorrente da
reticulagao, observado maior percentual de massa do fésforo em
relacdo ao sodio, conforme as observacoes de Perez; Melchiades
e Boschi (2009).

Figura 80 - EDS e Percentual de Massa das membranas: QQ2 X - a); QQ5 X - b); QQ10 X- c).
Fonte: Pesquisa Direta (2014).
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Pode-se dizer que, mesmo com o aumento na concentragao
do farmaco (2, 5 e 10 mg), o percentual de massa dos elementos
quimicos C e O observado nos ensaios de EDS (Figura 79) foram
bastante equivalentes.
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Figura 81 - MEV da Membrana QUI Y - a) 500 X, b) 1000 X e c) 3000X.
Fonte: Pesquisa direta (2014).

() (b) ©)

Figura 82 - EDS e Percentual de Massa da membrana de Quitosana Tipo Y.
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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A Figura 81 mostra as micrografias das membranas de quitosana
obtidas pela metodologia Y, isto é, aquelas nas quais nao foi
adicionado nenhum agente de neutralizagao, nem de reticulagao.

Pode-se observar, apds andlise das micrografias da Figura 81
(a, b e c), menor homogeneidade que as membranas do tipo X,
evidenciando alguns agregados que podem ser provenientes
de algumas particulas de quitosana que nao de solubilizaram
completamente, conferindo certa heterogeneidade a imagem.

Ao analisar o espectro de EDS da Figura 82, constatou-se a
presenca dos elementos quimicos usados para a obtencao da
membrana de quitosana (O, N e C), no entanto, o elemento Sédio
(Na) pode estar presente como residuo de contaminagdo, mas em
concentracdo desprezivel.

Na Figura 83, observam-se as micrografias das membranas
de quitosana com incorporacdo de quercetina nas concentragdes
de 2 mg, 5 mg e 10mg. Constata-se que a adicdo do farmaco a
membrana de quitosana aumentou a homogeneidade, isto é, as
micrografias revelaram-se mais densas, havendo semelhanga com
a matriz polimérica pura da quitosana, especialmente, observado
nas ampliagdes de 500 X e 1000 X; ja na ampliacdo de 3000 X de
todas as concentragdes de farmaco (c; f e i), observam-se particulas,
em dimensdes variadas, em forma de estrias, compativeis com
a estrutura da quercetina representada na Figura 43, além da
presenca de poucos aglomerados.

A visualizagdo das micrografias abaixo permite inferir que
houve a incorporacdo da quercetina a matriz polimérica, aspecto
este reforcado pelos ensaios de EDS (Figuras 83 e 84) observado
o aumento do percentual de massa de Oxigénio (O) e Carbono
(©), proporcional ao aumento de concentragao da quercetina (2,
5e 10 mg).
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Figura 83 - Micrografias das membranas quitosana/ quercetina denominadas: QQ2 (mg) Y - a) 500
X, b) 1000 X e c) 3000X; QQ5 (mg) Y - d) 500 X, e) 1000 X e f) 3000X; QQ10 (mg) Y - g) 500 X, h) 1000
X e i)3000 X.

Fonte: Pesquisa direta (2014).
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O ensaio de EDS que esta representado na Figura 84 evidenciou a
presenca de Oxigénio (O), Nitrogénio (N), Carbono (C) e Sédio (Na),
que podem ser desprezadas; o percentual de massa de Oxigénio e
de Carbono encontrado nos ensaios destas membranas sao maiores
que o da metodologia X.

Figura 84 - EDS e Percentual de Massa das membranas hibridas: QQ2 (mg) Y - a); QQ5 (mg)
Y - b); QQI0 (mg) Y- o).
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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©
Por fim, constatou-se que, as micrografias das membranas de
quitosana/ quercetina que foram reticuladas em TPP apresentaram
perfil menos homogéneo, em relagdo as micrografias das membranas
quitosana/ quercetina nao reticuladas que resultaram em imagens
mais densas, sendo compativel com os ensaios de EDS que
mostraram maior concentracdo dos elementos quimicos Carbono
(C) e Oxigénio (O) nas membranas que ndo foram reticuladas.
Acredita-se que, a manutencdo da quercetina em meio acido,
sem reticulacdo, pode ter favorecido a dispersao do farmaco e a
reticulacdo pode ter conferido heterogeneidade as micrografias.
Figura 85 - Espectros do TPP.
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Observa-se na Figura 85, o espectro de FTIR do Tripolifosfato
de Sodio (TPP). Foram percebidas as seguintes bandas: 1210 cm™
(estiramento P=0), 1137 cm™ (vibragdes de estiramento simétricas e
antisimétricas no grupo PO2), 1095 cm-1 (vibragdes de estiramento
simétricas e antisimétricas no grupo PO3), 888 cm™ (CHECCINATO
ET AL., 2002).

Nos espectros mostrados na Figura 86, pode-se afirmar que
a adicdo da quercetina (2mg, 5 mg e 10 mg) nas membranas de
quitosana pouco alteraram as bandas funcionais caracteristicas da
quitosana, mesmo havendo a reticulacdo dos filmes em TPP. Isto
nao implica que nao tenha ocorrido uma interacdo quimica entre
os dois compdsitos, pois a anélise de infravermelho é um método
de analise de superficie (AIMOLI, 2007).

Figura 86 - Espectros das membranas desenvolvidas pela Metodologia X: QUI X (a); QQ2 (mg)
X; QQ5 (mg) X; QQ10 (mg) X.
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Comparando-se os espectros da quitosana pura (a) e quitosana,/
quercetina (b, ¢ e d) percebeu-se, nos espectros da quitosana com
quercetina, discretas modificagdes do espectro entre as bandas entre
1650 cm™ e 1250 cm™, compativel com as bandas caracteristicas da
quercetina, que, na frequéncia de 1.650 cm™ apresenta as ligacdes
C=C, na frequéncia de 1.450 cm™, as ligacdes C-C, as quais ocorrem
em grande nimero e as ligacdes do tipo C-O-C, em 1250 cm™,
aspectos que podem sugerir uma possivel interacdo entre a quitosana
e a quercetina.

Algumas modificacdes observadas acima também podem estar
relacionadas ao processo de reticulacdo em TPP, com discreto aumento
na intensidade das bandas em 1639, 1547 e 1409 cm™, possivelmente
em virtude da interagdo entre a quitosana e o tripolifosfato. Wu et.
al (2005) encontraram resultados semelhantes e concluiram que os
grupos tripolifosfato do TPP foram ligados com os grupos amonio
da quitosana, conferindo modifica¢des discretas nessa faixa de
intensidade.

Nao foi observada alteracdo significativa no valor da intensidade
de absorbancia da banda na faixa 3331 cm™, quando comparado aos
espectros das membranas de quitosana sem farmaco, fato que pode
estar relacionado a semelhanca dos grupos funcionais nesta faixa
de absorbancia. Este fato difere as observagoes feitas por Holanda
(2011) quando observou aumento na intensidade desta banda com
a presenga de insulina.

Por fim, constatou-se que na frequéncia de 1.000 cm™, onde ocorrem
as ligacoes C-O, absorgdes relativas a quitosana e a quercetina, fato
que confirma uma possivel interagdo entre os compostos, uma
vez que, quanto maior a concentragdo de farmaco (Figura 86, c),
discretamente mais intenso se torna o pico.

Na Figura 87 observam-se os espectros da quitosana (a) e da
quitosana com quercetina (b, c e d) nas trés concentragdes, obtidos
pela metodologia Y, sendo possivel constatar certa semelhanca entre
todos até a frequéncia de 1650 cm™, limite a partir do qual ocorrem
modificagdes que, coincidem com as deformacdes por estiramento que
ocorrem aos pares nos anéis aromaticos da quercetina, proporcional
ao aumento na concentragao do farmaco, cabendo inferir que ha
presenca desse composto nessa faixa de frequéncia (1650 - 1300).
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As bandas de absor¢ao na regido de 1300 e 1100 coincidem com
o estiramento forte (C-O) presentes tanto na quercetina quanto na
quitosana, e a deformagao axial assimétrica (C-O-C), que se torna
mais evidente quanto maior a concentracao de farmaco, cabendo
inferir que ha uma possivel interacdo entre ambos os compostos
mais evidenciado nos espectros c e d. (MINCHEVA et. al, 2004).

Por fim, as bandas entre 900 - 690 cm™ tornam-se bem visiveis
no espectro da Figura 87 (d), atribuindo-se as deformacdes que
ocorrem fora dos anéis aromaéticos entre C-H, presente na estrutura
da quercetina.

A presenca de algumas bandas tipicas ddo caracteristicas
indicativas da presencga de sitios acidos, especialmente, entre 1620
- 1450 cm™ conforme Oliveira (2007); ap6s a andlise dos espectros
da Figura 87, se confirma a presenga dos sitios 4cidos, através da
deteccao de um pico desdobrado entre 1600 e 1400 cm™.

Figura 87 - Espectros das membranas desenvolvidas pela Metodologia Y: QUI'Y (a); QQ2 (mg)
Y; QQ5 (mg) Y; QQ10 (mg) Y.
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Sabe-se que, a quitosana é um polieletrélito catidnico, que,
quando dissolvido em meio apropriado, é geralmente purificado
na forma neutra, obtida ap6s dissolugao do polimero em solucdo
aquosa diluida de acido acético, filtracdo e adicao de alcali
aquoso até provocar sua precipitagao, resultando em materiais
hidrossoltveis, no entanto, para a preparacao dessas membranas
tipo Y, nao houve o processo de neutralizacdo, resultando em
uma membrana 4cida, que culminou com a formacado de acetato
de quitosana (SIGNINL; CAMPANA FILHO, 2001).

Observa-se que, os espectros apresentados na Figura 86 e na
Figura 87 apresentaram diferencas bastante significativas, onde na
primeira os espectros tiveram bandas funcionais semelhantes ao
espectro da quitosana, havendo discreta visibilidade das bandas
da quercetina e do TPP, mas que nao se pode afirmar ndo haver
interacdo entre eles; ja na Figura 87, as bandas da quercetina sao
observadas com mais precisao, no entanto, também se observam
discretas bandas da quitosana, reforcando a hipétese de ter havido a
formagdo de um sal: o acetato de quitosana, devido ao procedimento
metodolégico adotado de ndo neutralizar as membranas Y, hip6tese
que foi confirmada apds andlise de DRX.

Os difratogramas das membranas quitosana e quitosana/
quercetina do tipo X estdo expostos na Figura 88. Observam-
se semelhancas em todos os difratogramas, constatando-se o
deslocamento para a direita do pico caracteristico da quitosana,
situado entre 17° e 20°, que passou a ser em 23°, tornando a
membrana mais amorfa quando comparada a quitosana pura. Tal
constatagdo pode ser decorrente do processo de reticulagdo em TPP,
que funciona como agente reticulante i6nico e as reticulacdes idnicas
sdo caracterizadas por produzir ligacdes reversiveis, que tendem
a deslocar o pico e aproximar as cadeias, conforme observado no
estudo de Holanda (2011).

Goulart (2006) encontrou em seu estudo, difratogramas onde
houve a mudanca no pico da quitosana que foi deslocado para
direita, provavelmente pela reticulacao com TPP e a insercdo de
papaina entre as cadeias de quitosana, o que alterou a distancia
interplanar das cadeias poliméricas, modificando a organizagao
da estrutura molecular da quitosana. Pode-se dizer que, a possivel



Intensidade

Intensidade

125

diminuicao da distancia interplanar implicou no aumento discreto
da cristalinidade da membrana, o que vai afetar a forma de liberagao
da quercetina.

Ao analisar a Figura 88, constatou-se que, a presenca da

quercetina (b, ¢ e d) aumentou discretamente a cristalinidade da
membrana quando comparada a de quitosana pura (a). A quercetina
apresenta um perfil cristalino descrito na literatura, onde foram
encontrados alguns picos caracteristicos, entre cinco diferentes
amostras deste flavonéide, expressos no quadro (NATARAJAN
et al., 2010, BORGHETTI et al., 2006).

Figura 88 - Difratogramas das membranas obtidas pela metodologia X: quitosana X (a);

quitosana/ quercetina 2 mg (b); quitosana/ quercetina 5 mg (c); quitosana/ quercetina
10 mg (d).
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Observou-se assim, a presenca dos picos caracteristicos da
quercetina foi evidenciado com mais nitidez na Figura 87 d, isto é,
onde houve maior concentracdo de farmaco, em aproximadamente
14° e 27°, compativel com o difratograma de raios X para (a) JCPDS
43-1695 e (b) farmaco quercetina, expresso na Tabela 15.

Tabela 15 - Principais picos de difragao de raios-X da quercetina.
Fonte: NATARAJAN et al., 2010.

Figura 89 - Difratogramas das membranas obtidas pela metodologia Y: quitosana Y (a);
quitosana/ quercetina 2 mg (b); quitosana/ quercetina 5 mg (c); quitosana/ quercetina 10 mg (d).
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Ao se observar os difratogramas da Figura 89 das membranas
obtidas através da metodologia Y, verificou-se que houve aumento
na cristalinidade em todos os difratogramas, isto quer dizer que
nao se pode atribuir essa caracteristica a incorporacao de farmaco,
uma vez que a Figura 88a, ja exibe tal aspecto se trata de uma
membrana de quitosana pura.

Tal constatagdo permite inferir que o perfil de cristalinidade
exibido nos difratogramas da Figura 89, especificamente até o
pico de 23° se deu pela formacdo acetato de quitosana, sal este
resultante do processo de obtencdo da quitosana em acido acético,
no qual ndo houve neutralizacao. O levantamento desta hipotese,
juntamente com a observacao do difratograma exposto na Figura
90, corrobora e reforga a formacado do sal que conferiu cristalinidade
aos referidos difratogramas.

Figura 90 - Difratograma do Acetato de Quitosana.
Fonte: Signini e Campana Filho (2001).

Observou-se que, o pico principal do acetato de quitosana é
encontrado nos difratogramas obtidos pela metodologia Y, bem
como o pico com base alargada, observagdo que corrobora com
os estudos de Signini e Campana Filho (2001), que encontraram
sinal mais intenso, em 22° aproximadamente, com sinal largo
observado (Figura 90), do acetato de quitosana.
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Convém ainda ressaltar, que nos difratogramas b, c e d, ha
discreta preservagao dos picos principais da quercetina, em 14
e 27°, aspecto que pode ter contribuido para conferir o aumento
na cristalinidade nas membranas de quitosana e de quercetina.

A andlise de DRX permitiu confirmar a formagao de acetato
de quitosana nas membranas obtidas através da metodologia
Y, estando associado aos resultados dos ensaios do FTIR que
apontaram a presencga das bandas funcionais acidas.

A Figura 91 descreve o comportamento térmico da curva TGA/
DTA da amostra de quitosana X, que relaciona a perda de massa
em funcdo da temperatura. Pode-se observar o primeiro evento
em 30 °C, no interior do polimero; um segundo evento em 275 °C
que é caracteristico da degradagdo térmica da quitosana e a perda
de material volatil; esta pirdlise inicia-se com a quebra da cadeia
polimérica de forma aleatdria formando as unidades monomeéricas
Por fim, o terceiro evento, em temperaturas maiores que 400°C,
atribui-se a degradagdes correspondentes aos residuos finais do
polimero, segundo Antonino (2007).

Figura 91 - Anilise termogravimétrica da membrana de quitosana X.

Fonte: Pesquisa direta (2014).
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O termograma da membrana de quitosana pura reticulada com
tripolifosfato de sédio apresenta, entdao, duas perdas distintas. A
primeira representa um possivel processo de desidratagao, e a
segunda fase corresponde a decomposicao da quitosana, comecando
para a temperatura de 250 °C com curva de termogravimetria
derivativa (DTG) apresentando um pico em 275 °C, indicando
que esta é a temperatura para a qual ocorre a maxima perda de
massa, havendo semelhanga com os resultados encontrados por
Fernandes (2009).

A autora supracitada evidenciou que o processo de decomposigao
da membrana reticulada em TPP nao se completa, mesmo para
temperaturas de 600 °C, uma vez que a reticulacao fisica aumentou
a estabilidade térmica da quitosana, e o processo de decomposigao
da membrana teve inicio a uma temperatura superior.

As faixas onde houve perda de massa (eixo Y) se referem a uma
temperatura no (eixo X). Analisando a Figura 90, observa-se uma
“curva”, na faixa de 25 a 250 °C, iniciando em 100% (eixo Y) e
finalizando em 80% (eixo Y), com uma perda de massa de 20%, e
uma segunda “curva”, iniciando em 251 a 400 °C, com uma perda
de massa de 31% representando um total de, aproximadamente,
51%.

A Figura 92 mostra a anélise termogravimétrica das membranas
quitosana/ quercetina do tipo Y, nas concentragdes de 2, 5 e 10
mg, sendo constatada certa semelhanca a da quitosana pura,
contudo, ha discretos efeitos causados pela adigdo da quercetina
que modificaram a temperatura de degradagao da membrana.

Moraes (2007) diz que a curva TG da quercetina apresenta
duas perdas de massa: a primeira possui corresponde a perda
de massa, relativa a 4gua de cristalizagdo, com ponto médio em
108 °C; a segunda perda, com ponto médio em 350 °, representa
o inicio da fusdo, indicando a decomposicdo e colapso estrutural
da substancia, resultando em perda de massa seis vezes maior que
no primeiro evento, sendo a queda da linha na curva, a partir de
360 °C, atribuida a decomposigdo residual da quercetina.
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Figura 92 - Analise TG das membranas do tipo QQ2 (mg) X; QQ5 (mg) X e QQ10 (mg) X.
Fonte: Pesquisa direta (2014).



131

Pode-se dizer, ao analisar a Figura 92, que a interagado da
quitosana/ quercetina/ TPP resultou em termogramas bastante
semelhantes, com duas perdas de massa, sendo que a temperatura
de pico da primeira perda de massa foi discretamente maior, quanto
maior a concentracdo de quercetina, bem como a temperatura
decomposicdo da quitosana se elevou, de 275°C para 285°C.
Acredita-se que a adicdo da quercetina a quitosana elevou a
estabilidade térmica da quitosana, pois o processo de decomposicao
da membrana reticulada teve inicio a uma temperatura superior.
As diferencas estdo esbocadas na Tabela 16.

Tabela 16 - Temperatura de pico e perda de massa total obtida pela curva TG das membranas X.

Fonte: Pesquisa direta (2014).

TEMP. DE PICO TEMP. DE PICO PERDA DE
TIPOS (1* PERDA DE (2* PERDA DE MASSA
MASSA) MASSA) TOTAL
QUI X ~30°C ~275°C 51%
QQ2X ~45°C ~285°C 44%
QQ5 X ~ 45°C ~ 285°C 47%
QQ10X ~50°C ~ 285°C 47%

Segundo Matos et al. (2009) a temperatura em que se inicia a
perda de massa é a temperatura inicial do evento, ou seja, o ponto
onde a amostra deixou de ser estavel termicamente e iniciou a
liberagdao de substancias volateis. A temperatura inicial de perda
das membranas X foram a partir de 25°C.

Constatou-se assim, que a membrana de quitosana pura
perdeu mais massa, ao final do processo, na temperatura de
400 °C e as membranas de quitosana perderam quantidade de
massa equivalente. Convém frisar que, a partir de 360 °C ocorre a
decomposicdo residual da quercetina e entre 400 - 900°C ocorrem
degradacdes correspondentes aos residuos finais da quitosana. O
percentual de massa restante das membranas quitosana/quercetina,
ap0s o final da andlise, foi superior ao da quitosana pura.

Na Figura 93, pode-se observar a andlise térmica da membrana
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de quitosana que ndo foi neutralizada, isto é, do tipo Y; vé-se a
presenca de trés eventos, isto é, apresenta 3 perdas de massa, onde a
primeira decomposicao da quitosana ocorreu em aproximadamente
30°C, correspondente a perda de 4gua, havendo uma perda de
13%, superior ao que foi encontrado no estudo de Moraes (2007),
talvez pelo fato de se tratar de uma membrana de quitosana ndo
neutralizada que culminou com a formacao do acetato de quitosana,
fato ja confirmado nos ensaios de FTIR e DRX.

O segundo evento, referente a perda de material orgénico,
ocorreu em 190°C, que se deve a presenca do ion carboxilato; e o
terceiro, com pico em 310°C, com perda de 49%, totalizando uma
perda de 62%.

Figura 93 - Analise termogravimétrica da membrana do tipo quitosana tipo Y.

Fonte: Pesquisa direta (2014).

Os dados de termogravimetria representados na Figura 94
representam as membranas de quitosana/ quercetina tipo Y,
nas trés variadas concentracdes do flavonodide, onde se observa
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Figura 94 - Analise termogravimétrica das membranas QQ2 mg (a); QQ5 mg (b) e QQ10 mg (c).
Fonte: Pesquisa direta (2014).

a) QQz2y

b) QQ5Y

c) QQ10Y
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igualmente, trés perdas de massa, comportamento semelhante ao
termograma da quitosana pura; constatou-se certa equivaléncia
da variacdo da temperatura de pico em fungdo da perda de massa
nos diferentes termogramas.

Observou-se que, a temperatura de pico da primeira perda de
massa para os trés termogramas (a, b e ¢) de quitosana/ quercetina
ocorre em aproximadamente 50°C, com perda média de massa de
9%, coincidindo com a cedéncia da 4gua da quitosana; a segunda
perda tem pico médio de 210 °C, com perda média de 12% e a
maior perda ocorre na terceira etapa, com perda média de 20%
da perda total, como exposto na Tabela 17.

A segunda decomposicao referente a perda de material organico
ocorreu numa temperatura de pico inferior a decomposicao da
quitosana, que ocorre entre 250-280 °C, provavelmente devido a
presenca do acetato de quitosana.

Acredita-se que, a maior perda de massa ocorre nessa terceira
etapa porque representa o inicio da fusao da quercetina, indicando a
decomposicao e colapso estrutural da substancia, corroborando com
a andlise dos resultados obtidos por Costa et al (2011). Observou-
se que, as membranas Y possuem menor estabilidade térmica
ap0s a desidratagdo e perdem mais massa do que as obtidas pela
metodologia X, em média de 60%.

Tabela 17 - Temperatura de pico obtida pela curva TG das membranas Y.
Fonte: Pesquisa direta (2014).
TEMP.DEPICO TEMP.DEPICO TEMP.DEPICO PERDA DE

TIPOS (1* PERDA) (2* PERDA) (3* PERDA) MASSA
TOTAL
QUIY ~30°C ~190°C ~310°C 62%
QQ2Y ~50°C ~210°C ~320°C 60%
005 Y ~50°C ~ 220°C ~ 320°C 59%
QQI0Y ~52°C ~ 225°C ~325°C 60%

Considera-se que, a imersdao das membranas em tripolifosfato
de s6dio (Na5P3010) aumentou a resisténcia mecanica e a
maleabilidade das mesmas, induzindo uma reticulacido i6nica
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entre os ions tripolifosfato e os grupos amino protonados da
quitosana, favorecendo melhora da estabilidade térmica, fato
que refletiu na taxa de decomposicao menor das membranas X,
aspecto encontrado por Orrego; Valencia (2009) na reticulacdo de
membranas com o glutaraldeido.

Na Figura 95 (a e b) observam-se as curvas de DSC das membranas
de quitosana obtidas pela Metodologia X e Y. Verificou-se, em
ambas, a presenga de dois picos, sendo um pico endotérmico, com
temperatura maxima média de 1650 C, atribuido a evaporacao de
substancias volateis, como 4gua ligada a pontes de hidrogénio
com grupos hidroxila da quitosana, e a presenga de um pico
exotérmico, com temperatura média de 276° C, correspondente a
degradacdo da quitosana.

Acredita-se que, a temperatura de pico endotérmico, onde
normalmente, é de 100° C tenha sido deslocado para 165°C,
provavelmente em virtude do processo de reticulacdo em TPP
(membranas X), pela formagado do sal acetato de quitosana
(membranas Y) ou pelo baixo teor de 4gua presente nas membranas;
j& o pico exotérmico é correspondente a degradacao da quitosana.
Conforme Junior et al (2010), picos exotérmicos estao relacionados
com uma série de eventos, principalmente com transi¢des s6lidas
e alguns tipos de decomposicdes; a temperatura maxima de
decomposicao foi maior para decompor das membranas Y, no
entanto foi requerida uma energia menor.

Salazar; Negron (2010) diz que a decomposicdo térmica de um
tilme de quitosana reticulada em TPP ocorrem em trés eventos
térmicos diferentes. O primeiro entre a temperatura ambiente e
aproximadamente 143° C, que corresponde a perda de umidade.
Em aproximadamente 430° C ocorre a despolimerizagao térmica
do polimero culminando com o termoxidagao do filme até os 700°
C, aproximadamente. No presente estudo observou-se os dois
primeiros eventos, pelo fato do ensaio ter sido feito até 400 °C.

Observa-se assim, que a energia necessaria envolvida no pico
exotérmico é maior na membrana X (AH= 115,1 ]J/g). Borges et
al (2005) diz que picos na regido de 190 e 280° C sao atribuidos
a quebra da interacao entre grupamentos NH,+ da quitosana e
o COO- do acido, ou seja, as membranas que foram reticuladas
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em TPP tiveram a associacdo das cadeias intermoleculares que
formaram ligagdes reversiveis e que maior energia é necessaria
(AH) para romper essa interagdo, do que aquelas Y que ndo foram
reticuladas, conforme exposto na Tabela 19.

Figura 95 - Analise de DSC das membranas de quitosana obtidas pela metodologia X (a) e Y (b).
Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Tabela 18 - Parametros térmicos observados para as membranas de quitosana X e Y obtidos
por DSC.
Pesquisa direta (2014).

EVENTOS
AMOSTRA ENDOTERMICO EXOTERMIC
Tonset | Tmax. AH Tonset Tmax. AH
(0Q) (0Q) (J/g) (0Q) (0Q) (J/g)

QUI X 165,17 | 166,19 | 305,51 243,11 260,53 115,1

QuUI'Y 163,61 | 164,16 | 421,9 274,06 296,61 74,45

A curva obtida por DSC das membranas quitosana/ quercetina
do tipo X esta ilustrada na Figura 96. Os parametros térmicos
observados estdo dispostos na Tabela 19. Observa-se que os picos
endotérmicos das curvas de DSC sao semelhantes na amostra
QQ2X e QQ10X. Os picos de decomposicao térmica apareceram
em temperaturas discretamente menores entre as membranas X,
do que foi observado nas membranas de quitosana pura, ou seja,
a adigdo da quercetina pode ter contribuido para esse fato.

Costa (2005) afirma que o primeiro pico endotérmico da
quercetina esta relacionado com a perda da agua de cristalizacao,
relatado na literatura, onde Tmaéx se estende de 101 0 Ca 116 0 C
(2004). O segundo evento relaciona-se com a fusao da quercetina,
entre 314 oC a 317 oC. Nao foram observados os picos da quercetina
ao analisar a curva de DSC, contudo acredita-se que a interagdo
entre o polimero e o flavonéide pode ter dificultado o movimento
das cadeias poliméricas, favorecendo um modifiagao nos valores
da temperatura de decomposigdo proporcional a concentracdo
de quercetina.
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Figura 96 - Analise de DSC das membranas de quitosana/ quercetina obtidas pela metodologia

X: quitosana/ quercetina 2 mg (a); quitosana/ quercetina 10 mg (b).

Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Tabela 19 - Parametros térmicos observados para as membranas de quitosana/ quercetina do
tipo X obtidos por DSC.
Fonte: Pesquisa direta (2014).

EVENTOS
AMOSTRA Tonse]::cN %&E&{M o Tonsef erl;rli:g(M co
00 | o) |2H0/8) | hoy | gy | ATL0/8)
QQ 2X(mg) 161,54 163,42 307,4 234,02 | 253,79 103,6
QQ 170,7 172,30 194,4 244,27 | 261,63 93,94
10X(mg)

A Figura 96 expressa as curvas DSC para as membranas
quitosana/ quercetina obtidas através da metodologia Y. Assim
como nos termogramas apresentados em se¢do anterior, observam-
se trés eventos, sendo dois endotérmicos e um exotérmico.
A desidratagao ocorreu, provavelmente, no primeiro evento
endotérmico, na temperatura média de 100 oC, corroborando
com a perda de dgua, tanto da quitosana quanto da quercetina,
tendo sido envolvida uma energia muito alta para realizar essa
perda. O segundo pico endotérmico ocorreu o evento denominado
volatilizacdo, onde houve a evaporacgao do acetato de quitosana
formado nas membranas obtidas em neutralizag¢ao, nem reticulacio.

O pico exotérmico da quitosana foi encontrado por Almeida
(2009) proximo de 2750 C e o da quercetina préximo a 3180 C.
Acredita-se assim, que a interacao entre ambos os materiais resultou
em uma temperatura com pico méximo de decomposigao de 293
oC, conforme ilustra a Tabela 20.
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Figura 97 - Anilise de DSC das membranas de quitosana/ quercetina obtidas pela metodologia Y: quitosana/
quercetina 2 mg (a); quitosana/ quercetina 10 mg (b).

Fonte: Pesquisa direta (2014).
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Tabela 20 - Parametros térmicos observados para as membranas de quitosana/ quercetina do

tipo Y obtidos por DSC.
Fonte: Pesquisa direta (2014).
EVENTOS
AMOSTRA ENDOTERMICO ENDOTERMICO EXOTERMICO

Tonset | Tmax. AH Tonset | Tmax. AH Tonset | Tmax. AH
(0C) (0C) (I/g) Q) (0C) (I/g) (0C) (0C) (I/g)

QUIY 2(mg) | 90,97 96,31 | 6,997 | 139,38 | 158,27 | 586,1 | 258,86 | 294,64 | 136,6

QUIY10(mg) | 85,90 96,45 | 5,049 | 146,94 | 149,06 | 482,6 | 267,02 | 294,17 | 71,70

Considera-se assim, que a decomposigao térmica de um filme de
quitosana reticulada em TPP e quitosana nao reticulada apresenta
eventos térmicos diferentes, e que ao adicionar o farmaco quercetina,
este favorece algumas discretas mudancas nas curvas de DSC que
corroboram com os ensaios de TG.

Na Avalia¢do de Viabilidade Celular dos Macréfagos foi avaliada
a viabilidade das células face ao material (membrana) produzido
para uso em organismos vivos. O teste de citotoxicidade é um teste
rapido, padronizado, sensivel e de baixo custo, capaz de informar
se um material apresenta quantidades significantes de elementos
toxicos, padronizado nas normas ISO 10993-5 (PEREIRA, 2008).

A Figura 98 ilustra o resultado deste teste. Comparando-se com
um valor minimo de 50% requerido para o teste de citotoxicidade,
de acordo com a NORMA ISO 10993-5, os resultados obtidos na
demonstram que as membranas QUI X e QUI 10X apresentaram
viabilidade para serem utilizadas como biomaterial, uma vez que
as amostras exibiram comportamentos semelhantes entre si, ou
seja, as membranas mostraram-se promissoras para serem testadas
em ensaios in vivo.

Contudo, as membranas QUI Y e QUI 10Y néao tém viabilidade
para aplicagdo in vivo, talvez em decorréncia da nao neutralizagio
das mesmas terem resultado em um produto muito acido, que
quando colocado em meio de cultura causou a destruicdo celular.
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Figura 98 - Viabilidade celular dos macréfagos: QUI X; QUI 10X; QUI Y; QUI 10Y.

Convém frisar que o pH de finalizagdo de tais membranas esteve
entre 3,5 e 4,0, e que o ideal esperado das membranas utilizadas para
o tratamento de feridas é que tenham o pH semelhante ao da pele
(média de 5.5); muito embora esta membrana seja contraindicada
por ter aspecto acido, ela torna-se uma possibilidade, pelo fato
de que, quando a quitosana estd em meio &cido, ela torna-se
policatidnica, aumentando a mucoadesividade, necessaria para
adesao as feridas.
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CARACTERIZACOES

RESULTADOS

MEV/ EDS

Na andlise da micrografia da membrana de
quitosana tipo X, observou-se uma superficie
plana, homoggénea e lisa, aspecto que a caracteriza
como densa, mas ha presenca de algumas
irregularidades, efeito atribuido ao processo de
reticulacdo em TPP.

Constatou-se que, houve a incorporagdo
da quercetina na matriz de quitosana, onde o
farmaco ficou disperso em toda superficie,
homogeneamente, no entanto observou-se
presenga de “marcas” nodulares escuras, atribuido
a presenca do TPP.

No ensaio de EDS foram encontrados os
elementos Oxigénio, Nitrogénio, Carbono, Fésforo
e Sodio, sendo estes dois tltimos resquicios da
reticulagdo, observado percentual de massa
equivalente dos elementos quimicos identificados.

Na micrografia da membrana de quitosana
Y, observa-se menor homogeneidade que as
membranas do tipo X, evidenciando a presenca de
particulas em forma de aglomerados, conferindo
aspecto heterogéneo.

Ap6s a adicao do farmaco, constatou-se maior
homogeneidade superior as do tipo X, isto é, e
nos maiores aumentos, observam-se particulas,
com dimensdes variadas, em forma de estrias,
compativel com a estrutura da quercetina,
confirmando incorporacdo do farmaco.

Nos ensaios de EDS das membranas tipo
Y foram encontrados Oxigénio, Nitrogénio
e Carbono, compativeis com os compostos
utilizados
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Pode-se afirmar que a adicdo da quercetina nas
membranas de quitosana tipo X pouco alteraram
as bandas funcionais caracteristicas da quitosana,
mesmo havendo a reticula¢do dos filmes em TPP,
muito embora isto ndo implica que nao tenha
ocorrido uma interagdo quimica entre os dois
compostos.

Observou-se, nos espectros da quitosana/
quercetina/ TPP, discretas modificagdes em
algumas bandas, compativel com as bandas
caracteristicas da quercetina, aspectos que podem
sugerir que houve uma possivel interacao entre
a quitosana e a quercetina. O discreto aumento
na intensidade em outras bandas (1639, 1547 e
1409 cm™) possivelmente ocorreu em virtude da
interacgdo entre a quitosana e o TPP.

Os espectros obtidos através da metodologia
Y evidenciam certa semelhancga entre todas as
concentracdes de quercetina até a frequéncia
de 1650 cm™, limite a partir do qual ocorrem
FTIR modificagdes que, coincidem com as deformacdes
por estiramento que ocorrem aos pares Nnos
anéis aromaticos da quercetina, proporcional ao
aumento na concentragao do farmaco, cabendo
inferir que ha presenca desse composto nessa
faixa de frequéncia (1650 - 1300).

Observam-se outras bandas de absor¢do que
coincidem com o estiramento forte (C-O) presentes
tanto na quercetina quanto na quitosana, e a
deformacao axial assimétrica (C-O-C), que se torna
mais evidente quanto maior a concentragdo de
farmaco, cabendo inferir uma possivel interacao
entre os compostos.

A presenca de algumas bandas tipicas ddo
caracteristicas indicativas da presenca de sitios
acidos, que se confirma, através da deteccdo de
um pico desdobrado entre 1600 e 1400 cm™, uma
vez que as membranas Y resultaram na formagao
de acetato de quitosana por nado terem sido
neutralizadas, conclusao reiterada pela analise
do DRX e da TG
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DRX

Os difratogramas das membranas quitosana
e quitosana/ quercetina do tipo X mostraram
semelhancas entre si, constatando-se o
deslocamento para a direita do pico caracteristico
da quitosana, situado entre 17° e 20°, que passou
a ser em 23° este fato pode ser decorrente do
processo de reticulacdo em TPP.

A adigdo de quercetina a membrana de
quitosana aumentou discretamente a cristalinidade
da membrana, sendo observada a presenca dos
picos caracteristicos (14° e 27°) do farmaco, com
mais precisdo, onde houve maior concentracao
de farmaco.

Ao se observar os difratogramas das
membranas obtidas através da metodologia Y,
verificou-se que houve aumento na cristalinidade
desde a membrana de quitosana pura até aquelas
contendo quercetina, ndo se podendo atribuir esse
aumento de cristalinidade a adicdo de farmaco.

Tal constatacdo permitiu inferir que, o perfil de
cristalinidade exibido nos difratogramas, se deu
pela formacdo acetato de quitosana, composto
resultante do processo de obtengdo da quitosana
em dcido acético, no qual ndo houve neutralizacdo.
Tal hipoétese foi reforcada ap6s a observacao e a
analise do difratograma deste composto.

Convém destacar, que nos difratogramas
com farmaco, ha discreta preservagdo dos picos
principais da quercetina, em 14° e 27°, podendo
esta ter contribuido para aumentar a cristalinidade
das membranas
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O comportamento térmico da curva TG da
amostra de quitosana X e quitosana/ quercetina
que foram reticuladas, apresentaram dois eventos
de perda de massa: um da perda dgua da quitosana
e o outro da queima de material inorganico,
havendo perda de massa total em torno de 51%
para quitosana e 47 % para as membranas hibridas;
TG o TPP aumenta a temperatura de decomposigdo.

Ja o comportamento das amostras obtidas pela
metodologia Y evidenciam trés fases de perda
de massa, em virtude da formacao do acetato
de quitosana, que favoreceu a decomposicao da
quitosana em temperatura

mais baixa e perda de massa total maior, em

torno de 60%
Apos analise das curvas de DSC das membranas

de quitosana obtidas pela Metodologia X e Y
observou-se, em ambas, a presenca de dois picos,
sendo um pico endotérmico, com temperatura
maxima média de 1650 C, atribuido a evaporacao
de substancias volateis, e de um pico exotérmico,
DSC com temperatura média de 276° C, correspondente
a degradacdo da quitosana.

Observou-se a presenca de dois picos, um
endotérmico e um exotérmico, nas membranas
de quitosana/ quercetina/ TPP, compativel com
0s termogramas; e a presenga de trés eventos
nas membranas de quitosana/ quercetina sem
neutralizar corroborando com os dados TG, sendo

dois_endotérmjcos e um exotérmico
Os resultados obtidos demonstraram que

as membranas QUI X e QUI 10X apresentaram
viabilidade para serem utilizadas como
biomaterial, uma vez que os valores obtidos
encontraram-se acima de 50%, mostraram-se,
assim, promissoras para serem testadas em ensaios
in vivo.

Ja as membranas QUI Y e QUI 10Y ndo tém
viabilidade para aplicagdo in vivo, talvez em
decorréncia da ndo neutralizagdo e terem resultado
em um produto muito acido, que quando colocado
em meio de cultura causou a destrui¢do celular

CITOTOXICIDADE
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4.2.2 CONCLUSAO DA FASE EXPERIMENTAL

A partir dos resultados apresentados e apos criteriosa andlise
dos dados obtidos na fase experimental deste trabalho, pode-se
concluir que os objetivos foram alcancados, chegando-se a algumas
constatacdes elencadas a seguir.

Houve incorporacdo de quercetina na membrana de quitosana
em ambas as metodologias (X e Y), através da analise da micrografia
e confirmado pelo percentual de massa no EDS; os espectros de
FTIR apontaram que na metodologia X se evidenciou mais as
bandas da quitosana, com discretas bandas da quercetina, ja na
metodologia Y, se evidenciaram as bandas da quercetina com
discretas bandas da quitosana, havendo em ambas, subsidios que
apontam haver interagao entre os compostos utilizados: quitosana
e quercetina.

Na andlise dos difratogramas, observa-se a presenca dos
picos caracteristicos da quercetina, em ambas as metodologias
desenvolvidas; na metodologia X, a incorporacao do farmaco
aumentou discretamente a cristalinidade da membrana, quando
comparada a de quitosana pura; no entanto, o discreto aumento na
cristalinidade das membranas da metodologia Y ocorreu devido a
formagao do acetato de quitosana, resultante da ndo neutralizagao
da solucao de quitosana utilizada para obtengao das membranas.

O comportamento térmico da curva TG das metodologias X e
Y apontou maior perda de massa até a temperatura de 400° C, das
membranas obtidas pela metodologia Y, talvez pela formacao do
acetato de quitosana, em contrapartida, a reticulagdo em TPP das
membranas tipo X, pode ter diminuido a perda de massa de tais
membranas, devido a formacao de ligacdes cruzadas com a cadeia
polimérica principal, favorecendo a obtengao de redes, tornando-se
mais dificil de dissociar as estruturas ou entao requerendo maior
energia para as decompor.

Ap6s analise das curvas de DSC das membranas de quitosana
obtidas pelas metodologias X e Y, observou-se a presenca de duas
fases em ambas, contudo, a energia necessaria no pico exotérmico é
maior na metodologia X, fato atribuido ao processo de reticulagao
em TPP; viu-se que a temperatura maxima de decomposicao foi
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maior para decompor das membranas de quitosana Y, no entanto
foi requerida uma energia menor. Apods a adi¢do de quercetina,
observou-se a presenca de dois picos, um endotérmico e um
exotérmico, nas membranas de quitosana/ quercetina/ TPP,
compativel com os termogramas; e a presenga de trés eventos
nas membranas de quitosana/ quercetina sem TPP, corroborando
com os dados TG, sendo dois endotérmicos e um exotérmico.
Considera-se assim, que a decomposigdo térmica de uma membrana
reticulada em TPP possui maior estabilidade térmica, isto €,
elegendo-se a metodologia X como eficaz.

Por fim, as membranas do tipo X apresentaram viabilidade para
serem utilizadas como biomaterial, estando aproximadamente
em 65%), compativel com a ISO 10993-5, sendo promissoras para
serem testadas em ensaios in vivo.

Sugere-se que, novos ensaios sejam realizados partindo da
metodologia X para produzir novas membranas quitosana/
quercetina, buscando aprimorar algumas das caracteristicas finais
do produto, contudo parametros fundamentais das varidveis
foram estabelecidos nesse estudo, bem como a realizacao de outros
ensaios que poderiam elucidar propriedades existentes, a partir
desta interacao.

Recomenda-se que, sejam desenvolvidos outras pesquisas
utilizando essa mistura bindria (quitosana e quercetina) até
entdo inexplorada pela ciéncia, fato que representou um desafio o
estabelecimento de uma metodologia valida e eficaz para concepgao
de tais membranas.

Torna-se de grande relevancia cientifica, social e econémica
realizar a testagem in vivo das membranas, para que elas
representem opgcao terapéutica potencial da area da satide e dos
Biomateriais. Acredita-se que, esta poderia beneficiar milhares
de pessoas portadoras de Diabetes Mellitus que possuem feridas
diabéticas, inflamadas e com dificuldade de cicatrizagao, as quais
anseiam por um tratamento ndo invasivo, eficaz e de baixo custo.

Nesta perspectiva, considera-se que a presente pesquisa foi exitosa
por desenvolver uma proposta inédita, ampliar possibilidades
terapéuticas, através da concepcao de um produto resultante de
fonte renovéavel, de baixo custo e com alto potencial de cura, sem
haver necessidade de troca, uma vez que este é biodegradavel.
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Anseia-se que as membranas hibridas possam ser amplamente
disponibilizadas, comercializadas e reconhecidas, como um produto
de tecnologia nacional e de alta resolutividade no ambito da Satide
Publica e na esfera do Sistema Unico de Satide (SUS), causando
impacto positivo na qualidade de vida dos milhares de pacientes
com feridas diabéticas, de todo o mundo.
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