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RESUMO

As lesdes cutaneas prejudicam a funcao de protecdo da pele e tornam o organismo
suscetivel a entrada de agentes causadores de patologias, portanto é imprescindivel
que a cura ocorra 0 mais rapido possivel. Para a engenharia de tecidos o
desenvolvimento de filmes contendo alginato de so6dio e quitosana € bastante
interessante, pois ambos sdo biocompativeis e biodegradaveis com propriedades
antimicrobianas. A quitosana € um polissacarideo de origem natural obtido pela
desacetilacdo alcalina da quitina, é hemostatica, fungicida, antibacteriana e
antitumoral. O alginato também um polissacarideo natural é extraido das algas e
possui propriedade antibacteriana. A associagao destes polimeros aprimoram as
propriedades destes tornando-os excelentes materiais para o desenvolvimento de
aparatos cujo objetivo principal é auxiliar no tratamento das lesdes cutaneas por
impedir a contaminagdo das mesmas e proporcionar recuperagdo mais rapida e
eficiente. O foco do presente trabalho foi a caracterizacdo dos polimeros em po
através do seu comportamento térmico, da analise dos grupos quimicos e da
cristalinidade. Além disso, filmes contendo alginato de sodio e quitosana, no qual
somente a quantidade de quitosana foi modificada foram obtidos e submetidos a
caracterizagdo visual, quimica, fisica, mecanica e bioldgica. A caracterizagédo da
matéria-prima evidenciou que o alginato de sodio possui 2 tipos de agua em sua
estrutura, provavel temperatura de transigao vitrea a -25°C, 3 etapas de perda de
massa e grau de cristalinidade estimado em 16%. A quitosana apresenta um
processo de desidratacdo e degradagcdo com pico a 180°C e 303°C
respectivamente, temperatura de transicao vitrea de 60°C, 2 etapas de perda de
massa e grau de cristalinidade estimado em 24%. Os resultados mostraram que os
diferentes filmes obtidos quando submetidos aos testes de caracterizagdo
apresentaram diferencas modulaveis nas suas propriedades fisicas, quimicas,
mecanicas, morfoldgicas e biolégicas evidenciando que diferentes quantidades de
quitosana sido capazes de modular essas propriedades. Além disso, os filmes
apresentam caracteristicas que os habilitam a estudos adicionais visando sua

utilizagdo como biomaterial no tratamento de lesées cuténeas.

Palavras-chave: Quitosana. Alginato de sodio. Lesdes cutaneas.



ABSTRACT

Cutaneous lesions impair the protective function of the skin and make the body
susceptible to the entry of agents causing diseases. The healing as soon as possible
is essential to avoid the complications. For tissue engineering to develop films
containing sodium alginate and chitosan is quite interesting, because both are
biocompatible and biodegradable with antimicrobial properties. Chitosan is regarded
as a natural origin polysaccharide obtained by alkaline deacetylation of chitin, which
besides the properties mentioned above is hemostatic, fungicidal, antibacterial and
has antitumor activity. Alginate is also a natural polysaccharide that is extracted from
algae and has antibacterial property. The association of these polymers improves
these properties making them excellent materials for the development of devices
whose primary purpose is to assist in the treatment of skin lesions for preventing
contamination of injuries and provides a fast and efficient recovery. The focus of this
work was the characterization of polymer powders through its thermal behavior, the
analysis of chemical groups and crystallinity. Additionally, films containing alginate
and chitosan in which only the amount of chitosan was modified were obtained and
subjected to visual, chemical, physical, mechanical and biological characterization.
The characterization of the feedstock showed that the sodium alginate has two types
of water in their structure, a possible glass transition temperature at -25°C, three
steps of mass loss and estimated degree of crystallinity of 16%. Chitosan has a
dehydration process and degradation at 180°C and 303°C respectively, in glass
transition temperature of 60°C, 2 phases of mass loss and degree of crystallinity
estimated at 24%. The results showed that different films obtained during
characterization tests had moldable differences in their fisical, chemical, mechanical,
morphological and biological properties, realizing that chitosan’s different amounts
are capable to change these properties. Furthermore, the films has characters that
allow additional researches about it utilization as biomaterial in skin’s lesions

treatment.

Keywords: Chitosan. Sodium alginate. Cutaneous lesions.
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1 INTRODUGAO

O prejuizo na integridade epitelial acarreta um déficit na funcéo principal de
protecdo da pele podendo ocasionar um desequilibrio fisiologico com possivel
prejuizo da capacidade funcional e até mesmo levar a morte (CLARK et al., 2007).

As lesbes cutdaneas mais comuns e significativas s&o causadas por
queimaduras, traumas e ulceras secundarias crénicas ocasionadas por doencas
preexistentes como diabetes e doencas venosas (CLARK et al., 2007). Estas lesbes
sdo classificadas quanto a origem, profundidade, extensdo e perda do tecido
epitelial. A presenca de infec¢des, doencas e o uso de medicamentos podem
contribuir na reducéo do processo de cura (PAUL; SHARMA, 2004).

A obtencdo de curativos com custo mais baixo € interessante, pois
favoreceria os pacientes mais carentes (RODRIGUES, 2008), pois curativos
comerciais possuem custos elevados e exigem troca frequente (DALLAN, 2005). A
busca pelo curativo ideal é antiga, crescente e tem como pré-requisito a
manutencao do ambiente limpo e umido, boa unido ao leito da ferida permitindo a
saida do liquido inflamatorio e a difus&o do ar. Além disso, como requisito integrante
eles devem ser atraumaticos, atdxicos, confortaveis e de simples manutencgéo.
Portanto, a utilizagdo de polimeros de origem natural como a quitosana e o alginato
€ bastante atraente, pois ambos s&o biocompativeis, biodegradaveis, bioadesivos,
bioativos e sdo capazes de formar filmes flexiveis e resistentes possibilitando a sua
utilizagéo no tratamento de lesées cutaneas (RODRIGUES, 2008).

A quitosana é um polissacarideo de baixo custo, de origem natural, atdxica,
com grande importancia econdémica e ambiental, &€ derivada da desacetilacéo
alcalina da quitina, composta pelo seguimento linear de agucares monoméricos do
tipo B-(1-4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina) (CRAVEIRO et al.,
1999; MUZZARELLI et al.,, 1988). Apresenta propriedades biolégicas, como a
biocompatibilidade, a biodegradabilidade, a propriedade hemostatica, fungicida,
antibacteriana e antitumoral, capacidade de estimular a migracdo e a propagacgao
celular e reorganizar a arquitetura das células (PAUL; SHARMA, 2004; MI et al.,
2003). Contudo, ela apresenta baixa resisténcia mecanica o que limita a sua
aplicacédo na forma de filme, por isso a sua associagdo a outros polimeros é
necessaria com intuito de alterar e/ou melhorar as suas propriedades mecanicas
(COSTA JUNIOR; MANSUR, 2008).
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O alginato também é um polissacarideo natural obtido principalmente das
algas marrons, é utilizado na medicina, nas industrias farmacéuticas e alimenticias
(CHAN et al., 2002). Considerado biocompativel e biodegradavel, possui a
capacidade de formar dispositivos porosos a partir de um gel com caracteristicas
mucoadesivas (PAUL; SHARMA, 2004; FAN et al., 2006).

A interacdo espontanea ocorre quando polimeros de cargas opostas séo
misturados em solugdo aquosa formando um complexo polieletrolitico (PECs). A
forca motriz para este processo € entropica e acontece pela forte interagdo entre o
grupo amino da quitosana (NH3") e o grupo carboxil do alginato (COO") (VERMA et
al., 2011).

A mistura formada pelo alginato e quitosana acontece devido a rapida
interacao entre ambos, por isso para se obter um coacervado fino e uniforme alguns
parametros devem ser controlados durante a preparagcdo, como a velocidade de
adicdo da solugdo de quitosana a solugao de alginato, a velocidade de agitacdo, o
tempo da reacdo, a temperatura de secagem, a concentragdo dos polimeros
(PRAJATI; SAWANT, 2009), a composi¢cao quimica do alginato, o pH do meio, a
massa molar e o grau de desacetilacdo da quitosana (BECHERAN-MARON et al.,
2004).

Esta unido promove alteracdo das caracteristicas fisicas, mecanicas e
biolégicas como, por exemplo, melhor estabilidade a alteracbes de pH, maior
eficacia no controle de liberacédo de farmacos e melhor absor¢céo dos fluidos das
lesdes (WANG et al., 2001; RODRIGUES, 2008). Além disso, esta unido tem sido
amplamente usada para obtencdo de microcapsulas, membranas e matrizes
estruturais tridimensionais (scaffolds) na regeneracdo de tecidos (BECHERAN-
MARON et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral a obtengao, a caracterizagéo e
a avaliacao de diferentes filmes contendo alginato de sédio e quitosana, no qual
somente a quantidade de quitosana foi modificada, com potencial aplicacédo no

tratamento de lesbes cutaneas.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizacao do alginato de sodio e da quitosana em p6 empregando-se as
técnicas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), de termogravimetria (TGA),
de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e de
difracéo de raios X (DRX).

e Obtengdo de filmes de alginato de sodio, quitosana e filmes contendo
alginato de sodio e quitosana no qual a quantidade de alginato foi mantida constante

e a de quitosana variada.

e Caracterizagao dos diferentes filmes obtidos empregando o aspecto visual, a
espessura, a calorimetria exploratéria diferencial (DSC), a termogravimetria (TGA), a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), a difracéo de
raios X (DRX), a microscopia eletrbnica de varredura (MEV), o grau de

intumescimento (Gl), a transmisséo do vapor d’agua (TVA) e o ensaio de tragéo.

e Avaliagdo do desempenho dos filmes produzidos em testes in vitro através da

atividade antimicrobiana dos mesmos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pele

O tecido epitelial equivale a 16% do peso corporal, sendo o maior érgéo do
corpo humano. Uma das suas principais fungdes € o recobrimento de toda
superficie do corpo e a protecdo do organismo. Além disso, possui também as
funcdes de termorregulacao, de nutricdo, do controle hidrico, idnico e sanguineo, da
filtracdo dos raios ultravioletas e exerce um importante papel na socializagédo do
individuo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005; VEIGA, 2009).

A pele possui propriedades especiais para cumprir suas fungdes, sendo
relativamente impermeavel a agua, resistente, flexivel, além de possuir uma
evidente aptidao de autoregeneracéo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

Como barreira natural de protecédo do corpo, a pele esta predisposta a varias
agressdes ambientais o que pode levar a vulnerabilidade do organismo e a entrada
de possiveis micro-organismos (ALMEIDA, 2009; VEIGA, 2009). Portanto, ap6s a
lesdo, o processo de cicatrizacdo deve ocorrer o mais rapido possivel evitando
assim a exposigdo do organismo a outros micro-organismos e a possiveis
complicagbes e intercorréncias. Porém, alguns fatores como idade, imobilidade,
estado nutricional, diabetes, medicamentos, localizagdo anatbémica da ferida e
presenca de infeccbes podem retardar esse processo (BLANES, 2004). Quando a
lesdo torna-se crbnica, a cicatrizagdo natural € comprometida, pois houve uma
perda tecidual significativa. A cura destes tipos de lesdes é um objetivo a ser
alcancado pelos profissionais e pesquisadores da saude (PAUL; SHARMA, 2004).

A pele é composta por trés camadas distintas, a epiderme que é a camada
mais externa, a derme localizada mais profundamente e a hipoderme que possui um
grande conteudo de energia e € formada especialmente por tecido adiposo
(BAUMANN; WEISEBERG, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

A epiderme é uma camada que sofre constante renovacéao, é formada pelas
camadas germinativa, espinhosa, granulosa, Iucida e cérnea. A camada cérnea ¢é a
mais superficial e possui queratinécitos que exercem a funcao de protecdo contra

traumas e micro-organismos (BLANES, 2004).
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A derme é dividida em camada papilar e reticular formando uma camada
densa de tecido conjuntivo com fibras elasticas e colagenas, nesta camada
encontram-se diversas células sanguineas, vasos linfaticos, nervos e terminagdes
nervosas que geram a interagdo com o meio ambiente (ARNOLD et al., 1994).

A hipoderme possui um grande conteudo de tecido adiposo e tem
propriedades protetoras e térmicas com intensa vascularizagao (SOUZA, 2003). A
pele também possui em sua constituicdo glandulas sudoriparas, sebaceas e pilosas
responsaveis por liberar secre¢cdes e por abrigar o foliculo piloso, além disso, é
composta por agua, sodio, magnésio, cloro, carboidratos, lipideos e proteinas
(SOUZA, 2003). Na figura 1 estao representadas as camadas e componentes da

pele.

Figura 1 - llustragao representativa das camadas e componentes da pele.
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3.2 Feridas

As feridas também chamadas de lesbes cutaneas se referem ao afastamento
dos tecidos do organismo ou qualquer tipo de lesdo tecidual que esteja localizada na
regiao mucosa, 6rgdos ou pele, ocasionando dano de fun¢des fundamentais
(CENTER FOR MEDICAL EDUCATION, 1994). Portanto, as feridas ou as lesdes
cutaneas recebem este nome devido a falta de continuidade do tecido epitelial
causado por doencas ou traumatismos. Os traumatismos, considerados fatores
extrinsecos, podem ser causados por processos cirurgicos, traumas mecanicos,
fisicos e quimicos. As doengas pré-existentes como alteragbes vasculares, seja
venosa ou arterial, as deficiéncias metabdlicas e as neoplasias sdo considerados
fatores intrinsecos (ARNOLD et al., 1994).

As lesbes cutaneas sao causas significativas de morbi/mortalidade no mundo.
Uma pesquisa realizada nos Estados Unidos mostrou 35,2 milhndes de casos de
lesdes cutdneas com perda tecidual tendo o custo do tratamento estimado em torno
de 8 bilhdes de dolares (CLARK et al., 2007). J4 no Reino Unido a prevaléncia de
ulceras nos membros inferiores esta em torno de 1,48/1.000 pessoas sendo que
este valor aumenta com a idade, e na Alemanha 2 milhdes de dias de trabalho por
ano sao perdidos por causa das feridas (HOWELL-JONES et al., 2005; CLASEN et
al., 2006). No Brasil estima-se que estes numeros sejam maiores quando
comparados ao dos Estados Unidos (GIMENES et al., 2009).

As feridas séo classificadas para promover o processo de avaliagédo e
registro. Esta classificacéo considera a causa, extensao, progresso, tempo, tipo de
cicatrizagdo, grau de contaminacado, entre outros aspectos (BLANES, 2004). O

quadro 1 relaciona as principais classificacbes das feridas e o conceito de cada

uma.
Quadro 1- Classificagao e conceito das feridas.
CLASSIFICAGAO CONCEITO
QUANTO A MORFOLOGIA
Superficial Comprometimento da epiderme, podendo abranger a derme.
Profunda Comprometimento da epiderme, derme e tecido subcutaneo, podendo
envolver musculos e 0ssos.
Aberta Margens irregulares, com ou sem justaposi¢dao com tecido de granulagao

Fechada Margens justapostas.
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Continuagao do Quadro 1- Classificagao e conceito das feridas.

QUANTO AO MECANISMO DA INJURIA

Incisa Causada por artefato cortante com deslocamento do instrumento sob
pressao na pele. Ex: bisturi, faca.

Abrasivas Perda superficial do epitélio causada por atrito. Ex: Escorregdes e/ou quedas
em superficie aspera.

Contusas Danos primarios aos tecidos subepiteliais com perda de epitélio por anoxia e

necrose devido aos danos na vasculatura subcutanea. Ex: escoriacdes.

Corto-contusas

Geradas por instrumento pouco cortante que em decorréncia do impacto
causa solucéo de continuidade na pele. Ex: enxada.

Lacero-contusas

Esmagamento, tracdo e/ou compresséo da pele. Ferida com bordas
irregulares e perda tecidual. Ex: mordeduras; cercas.

Perfurantes

Geradas por instrumentos longos e pontiagudos produzindo feridas pequenas
e profundas. Ex: agulha, alfinete, prego.

Pérfuro-contusas

Provocada por objeto pouco cortante que penetra profundamente nos tecidos
devido ao impacto. Ex: arma de fogo.

Hematomas Derramamento de sangue com formacao de cavidade no subcutaneo, devido
ruptura de capilares resultante de trauma. Ex: pode ser causada por trauma.
QUANTO AO GRAU DE CONTAMINAGCAO

Limpa Causada em condi¢des assépticas, sem contato com sistema digestorio,

respiratério ou génito-urinario.

Limpa-contaminada

Ocorrida a menos de seis horas, contaminada pelo agente causador ou em
cirurgias envolvendo sistemas contaminados.

Contaminada

Tempo entre trauma e atendimento superior a seis horas, com presenca de
contaminantes e reacgéo inflamatéria.

Infectada

Apresenta nitidamente sinais de inflamacéo, presenca de agente infeccioso
no local, tecido desvitalizado e exsudato purulento.

QUANTO AO TIPO DE CICATRIZAGAO

Primeira intengéo

Margens das feridas aproximadas e justapostas, sem perda tecidual.

Segunda intengéo

Perda tecidual sem probabilidade de unido das bordas. Cicatrizagéo lenta e
ocorre por preenchimento do espago.

Terceira intengéo

Ferida evoluindo por segunda intengdo com bordas coaptadas apés a
formacéo do tecido de granulacao.

QUANTO A EVOLUGAO

Aguda Feridas recentes com cicatrizacdo em tempo adequado e sem complicacdes.
Crbnica Cicatrizacdo mais demorada por causa de complicacdes.
QUANTO A APARENCIA DO LEITO DA FERIDA
Necrotica Presenca de placa necroética dura ou tecido necrosado.
Infectada Processo inflamatério e exsudacao supurativa presente.
Com crosta Exsudac&o modificada, composta de células mortas, retarda a cicatrizagéo.
Granulosa Concepcao de tecido vascular neoformado e matriz de colageno.
Epitelizada Desenvolvimento e migracéo de células epiteliais sobre a superficie durante a

cicatrizacao.

Fonte: DIAS (2010).

3.3 Cicatrizagao

Qualquer que seja a causa da lesao cutdnea, imediatamente apds a sua

ocorréncia inicia o processo de restauragédo dos tecidos, podendo passar pela fase

de regeneracdo ou pelo processo de cicatrizagdo. A fase de regeneracdao é

caracterizada pela migragéo e proliferacao celular de células iguais a do tecido que
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foi lesionado com o intuito de fechar eficientemente a superficie da ferida. Ja a fase
de cicatrizagdo é um processo que envolve varias fases e pode ser por primeira,
segunda ou terceira intencdo. Neste processo complexo o tecido fibroso ou
cicatricial formado no lugar do dano possui uma pequena forca de tensdo sendo
mais fragil do que a pele natural (HESS, 2002).

A cicatrizacado por primeira intengcdo ocorre quando o tecido epitelial ndo foi
perdido e os limites da pele estdo proximos, a por segunda intengao ocorre quando
a pele foi parcialmente perdida e os limites afastados, a por terceira intencéo é
quando a ferida instalada permanece aberta por um tempo ocorrendo a cicatrizagao
por segunda intengao seguida pela de primeira intencéo (BLANES, 2004).

O processo de cicatrizagéo é dividido em fase inflamatoéria, proliferativa e de
remodelacdo. No decorrer do processo de coagulagao varios eventos celulares e
tissulares resultantes da ativacdo celular pela acédo dos mediadores quimicos
ocorrem € por isso, para facilitar a compreensao alguns estudiosos nomeiam
didaticamente as fases da cicatrizacdo (MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO et
al., 2005), porém essas fases ocorrem de maneira dindmica e séo sobrepostas uma
na outra (BALBINO et al., 2005).

A fase inflamatéria é caracterizada pela vasoconstricao reflexa por alguns
minutos na tentativa de obstrucéo dos vasos lesados devido a agdo de descargas
adrenérgicas e de mediadores liberados pela desgranulagdo de mastocitos. No
decorrer deste processo os sinais flogisticos, tumor, calor, rubor e dor podem ser
observados (BLANES, 2004). Além do fato mencionado acima, plaquetas sé&o
recrutadas, depositadas e infiltradas por fibrinas formando uma rede fibrinosa na
qual os eritrocitos ficam presos constituindo um trombo vermelho cuja fungédo é
fechar o vaso rompido. Posteriormente, essas plaquetas sado ativadas por
substancias agonistas da matriz subendotelial e da corrente sanguinea. Uma das
consequéncias desta ativacao é a liberacéo de fatores de crescimento como o TGF-
B e o PDGF que promovem uma atracao quimiotatica orientando a migragéo das
células (neutréfilos, monécitos e fibroblastos). Os neutréfilos exercem um papel
primario eliminando possiveis micro-organismos e sao considerados como sendo as
células mais abundantes no sangue e as que primeiro chegam a regido do processo
inflamatério. Em seguida, os macréfagos surgem desempenhando um importante
papel e ganhando espago no processo inflamatorio, pois auxilia os neutréfilos na

eliminacdo de possiveis micro-organismos, elimina fragmentos teciduais e
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neutréfilos que tiveram sua fungéo perdida, fazem a ligacao entre a imunidade inata
e a adaptativa, fabricam e permitem a saida de mediadores, proteinas e enzimas
envolvidas na recuperacgéo do dano instalado (BALBINO et al., 2005).

Na fase proliferativa ocorre a formagdo do tecido de granulacdo que é
composto por fibroblastos, substancias fibroblasticas, vasos sanguineos
neoformados e macréfagos. Concomitante a isso, também ocorre a ampliagao, a
separacao e a migracao celular da camada basal da epiderme por cima da area de
reparacao do tecido conjuntivo adjacente visando a formacao do tecido epitelial que
apresenta espagos vazios e passa por modificacbes ao longo das fases de
cicatrizacdo (BLANES, 2004). Os fibroblastos presentes apresentam grandes
quantidades de fibronectina que fixam a célula, o acido hialurénico que também esta
presente nesta fase confere uma resisténcia & compresséo a este tecido. A medida
que este processo evolui ocorre uma diminui¢do do acido hialurénico e um aumento
dos proteoglicanos e de substancias contendo glicosaminoglicanos sulfatadas
levando as células a exibirem fendtipos maduros, por exemplo, as células
endoteliais passam a serem células de revestimento e os fibroblastos produzem e
liberam colageno em grande abundancia. Durante esta etapa de mudanca de
fenodtipo, os fibroblastos localizados ao redor da ferida passam a ser miofibroblastos
com fungdo semelhante as células que estdo contidas nos musculos lisos,
promovendo unido e for¢ca de tens&o na nova matriz extracelular formada, ajudando
na contragdo e no processo de secagem da ferida. Quando a ferida esta coberta e
preenchida, o fendtipo original das células e a circulagdo sado restabelecidos, o
tecido de granulagdo rico em colageno confere a ferida o aspecto de cicatriz
(BALBINO et al., 2005; BLANES, 2004).

Por conseguinte na fase de remodelamento a maioria das células e dos
vasos neoformados s&o diminuidos, as fibras colagenas s&o rearranjadas e
endireitadas ocorrendo a remodelagem do colageno com regressao endotelial. Ao
término desta fase a cicatriz presente possui menos que 70% da resisténcia da pele
normal, pois este processo de reparacdo tecidual & lento e pode durar anos. E
possivel observar também que a reestruturacdo dos foliculos pilosos e das
glandulas ocorre até certo tempo e a cicatriz formada exibe um aspecto
esbranquicado e pobremente vascularizada devido a auséncia dos vasos

neocapilares que irrigavam a regiéo (BALBINO et al., 2005).
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A cicatrizagdo pode se tornar lenta ou prejudicada devido a fatores como
idade, estado nutricional, vascularizagdo, condi¢cbes sistémicas, infeccéo, fatores
mecanicos, corpos estranhos e linhas de tensdo (BLANES, 2004). E por se tratar de
um processo sistémico que abrange alteracdes e respostas biologicas, quimicas e
fisiologicas, o foco essencial é a restituicdo da integridade corporal (KUMAR et al.,
2005), bem como da integridade fisica e psiquica. Portanto quanto mais rapido
ocorrer esse processo melhor a qualidade de vida e menor a chance de possiveis
complicagdes, por isso € interessante a realizacdo de tratamentos topicos tendo

como alvo uma reparacéo tecidual mais eficiente (BLANES, 2004).

3.4 Curativos para lesées de pele

Os polimeros naturais empregados na area da saude tém como objetivo a
producdo de curativos modernos, devido a biocompatibiidade e a
biodegradabilidade (YUDANOVA; RESHETOV, 2006). O interesse no estudo destes
materiais se deve ao fato destes polimeros serem utilizados no tratamento de
traumas, queimaduras e feridas agudas e crénicas (CAMPOS et al., 2005).

A engenharia de tecidos considera aptos os biopolimeros sintéticos e
naturais, que sao biocompativeis e que possuem propriedades mecanicas
apropriadas para promover um suporte mecéanico para migracao e proliferagdo
celular (CLARK et al., 2007) visando a reparacao e regeneracao de lesdes. Dentre
os biopolimeros sintéticos pode-se citar o poli(acido latico-co-glicélico), o poli(etileno
glicol), o poli(alcool vinilico) e o poliuretano. Os naturais sdo elementos estruturais
de seres vivos que apresentam semelhancga quimica e bioldgica aos tecidos naturais
do ser humano e sua degradacgéo ocorre naturalmente, dentre eles podemos citar o
alginato, a gelatina, o colageno, o amido, a quitina, a quitosana e a celulose (KIM et
al., 2008).

Muitos curativos existentes no mercado s&o a base de poliuretano puro ou
associados com agar, gelatina ou carboximetilcelulose (CLASEN et al., 2006). Para
as lesbes cutdneas crOnicas estes curativos nao sado tao eficientes por nao
acelerarem a cicatrizagcdo. Por isso, o desenvolvimento de novos curativos que
podem agilizar o atendimento e o tratamento tém ganhado énfase. Para que isso
ocorra, os curativos precisam ter caracteristicas importantes como, ser moldavel,
atraumatico, evitar contato com a ferida (CLASEN et al., 2006; YUDANOVA;
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RESHETOV, 2006), ndo causar nenhum tipo de irritagdo ou efeitos toxicos, ser
esterilizavel, confortavel, de manutencgao e remocao facil, controlar o crescimento de
micro-organismos e ser acessiveis a toda populagdo (YUDANOVA; RESHETOV,
2006). Além disso, € necessario que o curativo seja capaz de conservar o canal da
ferida umido, de retirar o liquido inflamatorio em excesso, de permitir a entrada e
saida de gases, de isolar termicamente a ferida, de prevenir infeccbes, de nao
possuirem contaminantes e de serem transparentes permitindo a visualizagao
constante da ferida (BLANES, 2004). Alguns destes curativos possuem
medicamentos que sdo expelidos durante o seu uso para melhorar ainda mais o
processo de cicatrizacao (YUDANOVA; RESHETOV, 2006).

Existem curativos feitos somente de alginato ou de quitosana que sé&o
conhecidos no mercado e utilizados no tratamento de feridas extensas. Como
exemplo de curativos de alginato, existe: Nu-Derm® comercializado pelo Johnson e
Johnson nos EUA, Curasorb® pela Kendall, AIgiSite® pela Smith e Nephew nos EUA
(MALAFAYA et al., 2007). Dentre alguns curativos de quitosana, estéo: fibras de
quitosana feitos pela Japanese Unitika Co., quitosana em gel (Tegasorb®) e um
hidrocoléide (Tegaderm®) feito pela 3M americana, membranas de quitosana
HemCon® feitas nos Estados Unidos e Chitoskin feitas na Alemanha (MALAFAYA et
al., 2007; PAUL; SHARMA, 2004). Todos esses curativos sdo de alto custo por isso,
pesquisas em novos curativos estdo sempre sendo desenvolvidas para que seja
aprimorada a eficacia dos mesmos e que futuramente exista um curativo que tenha
em sua composi¢cao a quitosana e o alginato juntos (VEIGA, 2009; RODRIGUES,
2008; DALLAN, 2005).

Trabalhos anteriores evidenciam que a utilizagado de curativos baseados em
hidrogéis favorece o bloqueio da transmissdo nervosa, diminuindo e inibindo o
estimulo doloroso e promovendo a cicatrizacdo de queimaduras (MARTINEAU,;
SHEK, 2006) e feridas cutaneas (RODRIGUES, 2008). Assim, o desenvolvimento de
um curativo que tem em sua composi¢cado polimeros naturais de baixo custo e facil
obtencgéo torna o tratamento mais satisfatorio e econédmico (DALLAN, 2005; CLARK
et al., 2007), por isso membranas de quitosana e alginato apresentam potencial
para esta aplicacdo (RODRIGUES, 2008).
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3.5 Biomateriais

A engenharia de tecidos visa a restauracdo, manutencdo e melhora da
funcao tecidual perdida devido a diversas condigdes ou patologias desenvolvendo
dispositivos bioldgicos e tecidos de reconstrugdo no qual os biomateriais estdo em
evidéncia (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Os biomateriais podem ter sua origem na natureza ou serem sinteticamente
produzidos (MARK; CALVERT, 1994). Sdo caracterizados como sendo dispositivos
localizados no interior ou no exterior do organismo que possuem uma relacao direta
com os liquidos corporais, podendo ser de maneira ininterrupta ou alternada. Em
geral, os biomateriais devem ser atdxicos, anticarcinogénicos, antimutagénicos e
nao desencadearem uma resposta imune, pois sdo desenvolvidos com o intuito de
restabelecer parcialmente ou totalmente a funcionalidade do organismo (LYMAN;
ROWLAND, 1989). Sado considerados como bioestaveis ou permanentes e
bioabsorviveis ou temporarios. Os bioestaveis sado empregados por tempo
indeterminado, como proteses, valvulas cardiacas e lentes intraoculares. Ja os
biomateriais temporarios ou bioabsorviveis sao utilizados até que ocorra a completa
regeneracéo tecidual (TORMALA et al., 1998).

Na engenharia de tecidos os biomateriais sdo utilizados na forma de filmes,
espumas, géis ou membranas (CRAVEIRO; CRAVEIRO, 2000) e precisam exibir
atributos basicos como ser inodoro, leve, impermeavel a micro-organismos,
permeavel ao oxigénio e ao vapor d’agua, de facil processamento, biodegradavel e
biocompativel (DALLAN, 2005).

Pesquisadores sdo responsaveis por aprimorar e desenvolver biomateriais
que sejam funcionais, biocompativeis, biodegradaveis, bioreabsorviveis e
bioabsorviveis visando melhorar as propriedades fisico-quimicas destes dispositivos
com o intuito de aumentar a expectativa, a qualidade de vida e o bem-estar dos
pacientes (DALLAN, 2005). Por isso, polimeros de origem natural tém sido utilizados
no desenvolvimento de potenciais curativos para o tratamento de lesdes cutaneas,

dentre eles a quitosana e o alginato possuem grande relevancia (VEIGA, 2009).
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3.5.1 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo catidnico, semicristalino, de cadeia linear
(Figura 2) obtida pela N-desacetilacdo alcalina da quitina. E encontrada no
exoesqueleto de crustaceos e artropodes e na parede celular de alguns fungos,
exibe em sua cadeia polimérica, unidades de (1-4)-2-acetamido-2-desoéxi-B-D-
glicose (N-acetil D-glicosamina) e unidades de (1-4)-2-amino-2-deséxi-B-D-glicose
(D-glicosamina) (KHOR; LIM, 2003; DAMIAN et al., 2005; CROISIER; JEROME,
2013).

Figura 2 - Estrutura da quitosana.
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Fonte: JAYAKUMAR et al. (2010).

O Japao e os Estados Unidos sdo considerados atualmente os maiores
produtores mundiais de quitosana, essa produgdo tem aumentado
consideravelmente devido a sua crescente utilizagdo em diversas areas. No Brasil
existe um grande potencial pesqueiro que tem despertado grande interesse no
reaproveitamento dos residuos desta industria (FERRARI apud MOURA et al., 2006,
p.37), que sdo na maioria das vezes rejeitados e considerados poluentes (MOURA
et al., 2006). Para a producéo industrial da quitosana, ocorre a separac¢ao da quitina
dos outros componentes por meio de um pré-tratamento para retirada de materiais
grosseiros e residuos, da desmineralizagdo com &cido cloridrico para diminuir o
conteudo de cinzas da matéria-prima, da desproteinizagdo com hidréxido de sddio
para amenizar o teor de nitrogénio protéico e desodorizagdo com hipoclorito de
soédio para atenuar o cheiro e remover algum pigmento extra. Apos este processo
ocorre a lavagem e secagem do produto numa temperatura de 80°C por quatro

horas, em seguida os grupos acetil da quitina sdo removidos pela desacetilagao
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alcalina com hidréxido de s6dio num reator com agitacédo e temperatura constante
de 130°C por duas horas, posteriormente ocorre a purificagdo para remoc¢ao de
impurezas obtendo-se assim a quitosana purificada (MOURA et al., 2006). A quitina
desacetilada recebe o nome de quitosana quando o grau de desacetilagéo € de 60%
(ACOSTA et al., 1993 apud CROISIER; JEROME, 2013, p.2; GONSALVES et al.,
2011). Segundo Dallan (2005) outra maneira de se obter a quitosana € pela
desacetilagao microbiologica através de micro-organismos ou enzimas exclusivas. O
grau de desacetilagdo, que é representado pela percentagem de grupos aminicos
livres, € um importante parametro que influencia nas propriedades fisico-quimicas e
nas aplicagdes da quitosana estando compreendido entre 60 a 95% (MALAFAYA et
al., 2007; DALLAN, 2005).

O grande numero de grupos aminicos livres presente na cadeia da quitosana
a torna susceptivel a oscilagdes de pH, portanto a sua solubilidade em meios
aquosos acidos é promovida pela protonagcéo destes grupos aminicos livres que
passam de NH; para NH3" (SILVA et al., 2006). Apos a sua dissolucdo a quitosana
atua como um polieletrélito catiénico viscoso possibilitando a obtencao de filmes,
fibras, membranas e géis (NIEKRASZEWICZ, 2005). Esta caracteristica fisico-
quimica de possuir cargas positivas, leva a quitosana a apresentar uma natureza
basica com pKa variando de 6,3 a 7,2 (KUMAR, 2000) e a torna quimicamente
desejavel para interacédo com outros polimeros de cargas opostas (BUENO, 2010).

A quitosana apresenta grande versatilidade, podendo ser utilizada no meio
ambiente, na industria alimenticia, na industria de cosméticos, farmacéutica e
médica (DALLAN, 2005). A quitosana apresenta qualidades naturais de grande
importancia, como, a biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade,
bioadesividade, efeito antifungico, antibacteriano e antitumoral, habilidade de ativar
macréfago, ocasionar a migragéo e a proliferacao celular e reorganizar a arquitetura
das células (PAUL; SHARMA, 2004; Ml et al., 2003; MUZZARELLI, 2009). Portanto,
todas estas caracteristicas singulares da quitosana, além de auxiliar no processo de
coagulagado estimulando a multiplicacdo de fibroblastos, o acumulo organizado de
colageno, o aumento da sintese do acido hialurbnico na regido da ferida
(RODRIGUES, 2008; HEIN et al., 2008) e de possuir um efeito analgésico (SILVA et
al., 2006) fazem dela um candidato excelente para aplicagbes biomédicas tornando-
se uma alternativa para ser utilizada na cicatrizacdo de feridas agudas e crénicas
(CROISIER; JEROME, 2013).
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Membranas irregulares de quitosana possuem alta permeabilidade a gases
como o oxigénio, regulacéo do consumo de agua por evaporagao, além de estimular
a drenagem do fluido inflamatorio nas lesées (Ml et al., 2001). Estudos realizados
posteriormente em animais constataram que a quitosana aplicada como membrana
densa tem um excelente desempenho no processo de cicatrizagdo tecidual
melhorando a coagulagdo, a inflamacdo, a angiogénese, a reepitelizagdo, a
contracdo da ferida e a remodelagem diminuindo o tempo de tratamento e o
desenvolvimento de cicatrizes (ALEMDAROGLU et al.,, 2006; PAUL; SHARMA,
2004). Por outro lado, Clasen et al. (2006) evidenciaram que membranas compostas
somente por quitosana apresentaram baixa permeabilidade ao fluido inflamatorio e
ao oxigénio e eram rigidas quando secas. Além disso, Costa Junior e Mansur (2008)
relataram que a resisténcia mecanica e a maleabilidade dos filmes compostos
somente por quitosana sao restritas, portanto, &€ de grande importancia e interesse a
sua associagdo com outros materiais, sejam eles inorganicos, proteicos,

glicosaminoglicanos e outros polimeros naturais (BUENO, 2010).

3.5.2 Alginato de Sédio

O alginato de sbdio é um sal de s6dio do acido alginico, € um polissacarideo
anibnico natural versatil, localizado nas paredes celulares e nos espagos
intercelulares das algas pardas. As espécies com maior conteudo de alginato s&o:
Laminaria hyperborean e digitara, Ascophyllum nodosum, Macrocystis pyrifera,
Sargassum e Turbinarias (PEREZ; MATOS, 2001). Além disso, existe relato que o
alginato também pode ser produzido por algumas bactérias como a Azotobacter
vinelandii e algumas espécies de Pseudomonas (MAURSTAD et al., 2008).

Considerado um copolimero linear, é formado pela repeticdo de dois
mondmeros distintos, o (1,4)-a-L-guluronato ou unidade G e o (1,4)-3-D-manuronato
ou unidade M (Figura 3) arrumados de maneira alternada ou sequenciados em
blocos ao longo da cadeia. As propriedades fisicas e quimicas do alginato sao
influenciadas pela composicao, pela massa molar, pela extensdo e sequéncia dos
mondmeros (GEORGE; ABRAHAM, 2006; CHAN et al., 2002).
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Figura 3 - Representagao da estrutura dos meros e do polimero natural

alginato.
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(a) meros dos acidos -D-manurénico (bloco M), (b) a- L-gulurénico (bloco G), (c) polimero
natural alginato.
Fonte: ERTESVAG; VALLA (1998).

O alginato de sbédio em p6 é obtido conforme os seguintes processos:
maceracao das algas e extragdo alcalina onde os constituintes soluveis sé&o
removidos com a lavagem em agua quente e os insoluveis separados por filtragéo.
Posteriormente, é adicionado &cido cloridrico ao composto obtido para precipitagédo
na forma de &cido alginico, em seguida ocorre a lavagem com uma soluc¢ao de alcali
forte na qual a mistura é aquecida para extracéo e dissolu¢ado do acido alginico que
€ precipitado com o acréscimo de cloreto de calcio, em seguida & adicionado
carbonato de sodio até a obtencéo do alginato de sodio, a pasta resultante é seca e
moida (MCHUGH, 2003).

O alginato €& biocompativel, biodegradavel, hidrofilico, tem alta
bioadesividade, baixa toxicidade, baixo custo e possui diversas aplica¢gdes podendo
ser utilizado na industria téxtil, na alimenticia, na farmacéutica, na cosmética, na
agricultura, na medicina e na engenharia de tecidos (GEORGE; ABRAHAM, 2006).
Além disso, o alginato interage com metais polivalentes catiénicos, como calcio,
estroncio, cobre, zinco e bario, formando géis termoestaveis devido a uma estavel

associacéo entre os blocos M e G. O calcio tem grande relevancia, pois promove
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uma interacao idnica com os blocos do acido gulurénico (blocos G) que trocam seus
ions sédio pelos ions calcio formando uma estrutura tridimensional composta por
fibras de alginato ligadas ionicamente aos ions calcio formando uma rede na qual os
ions calcio se acomodam entre as cadeias do alginato (SACCHETIN, 2009; DONG
et al., 2006). Esta reticulagdo promove o aumento da resisténcia mecanica e das
propriedades de barreira (ZACTITI; KIECKBUSCH, 2006). A formacdo desta

estrutura pode ser observada na figura 4.

Figura 4 - Modelo da formagao da rede entre os ions calcio e o alginato.

Fonte: SACCHETIN (2009).

Devido a sua capacidade de gelificagéo e a sua propriedade hemostatica os
curativos feitos com alginato podem ser utilizados na recuperacdo de feridas
(SARTORI et al., 1997), pois promove a analgesia, auxilia na construgcao do tecido
de granulacdo e na coagulacdo (ABREU et al., 2008). Essa afirmacdo também
consta no estudo de Paul e Sharma (2004) em que os curativos feitos contendo
alginato apresentaram pouca ou nenhuma adeséo a ferida facilitando a troca destes
curativos auxiliando na diminui¢do da dor e de possiveis complicagdes decorrentes
desta troca.

Além disso, curativos contendo alginato possuem a habilidade de ativar

macrofagos, de auxiliar no processo de cicatrizacao e reptelizagéo do tecido (FAN et
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al., 2006) tornando-se uma excelente alternativa no tratamento de feridas agudas e

cronicas.

3.6 Complexos polieletrélitos (PECs)

A formacdo dos complexos polieletrolitos (PECs) ocorre espontaneamente
quando polimeros com cargas opostas sdo misturados em solugbes aquosas
(CARDENAS et al., 2003). A forca de conducdo para formacdo dos PECs é a
entropia e a forte interacao entre os polimeros (VERMA et al., 2011) devido a forcas
eletrostaticas, além disso, essa interagdo também pode ocorrer devido as ligagdes
de hidrogénio, liga¢des dipolo-dipolo e ligagbes de Van der Walls. A unido destes
dois biopolimeros (quitosana e alginato) influencia em algumas propriedades, como
solubilidade, condutividade, propriedades mecanicas, permeabilidade e
condutividade elétrica (LEE et al., 1999), além disso alteragbes do pH do meio e das
concentragbes das solugbes podem influenciar na formacédo desses complexos
(BERGER et al., 2004). Basicamente para a formag¢ao destes complexos os grupos
aminos (NHs") da quitosana que possuem cargas positivas interagem com os grupos
carboxilicos (COQ") do alginato que apresentam carga negativa (YAN et al., 2000).

Como mencionado anteriormente o pH do meio altera o comportamento
deste complexo polieletrélito, em valores de pH altos e baixos ocorre um déficit na
interacdo entre os polimeros, para que isso ndo ocorra € necessario que o complexo
seja estavel e tenha um pH préximo ou igual a 5,28, valor este estabelecido por
Cardenas et al. (2003), em que a quitosana esta completamente protonada e o
alginato completamente desprotonado.

Quando a solugéo de quitosana entra em contato com a solu¢do de alginato
ou vice-versa, devido a alta velocidade de reacao entre eles sao formadas capsulas
poliméricas. Esta rapida coacervacgao favorece o desenvolvimento de uma interfase
que separa os polimeros e impede a reacdo. Portanto, para preparagdo de um bom
filme homogéneo o coacervado formado tem que ser fino e uniforme, para isso a
velocidade da reacdo tem que ser baixa evitando a formacg&o desta interfase e
fazendo com que a reacao seja completa (YAN et al., 2000). Além disso, para que
este complexo seja mais estavel ionicamente, a adicdo de calcio é interessante

(BERGER et al., 2004), porém existe uma concentragéo limite para que isso ocorra,
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pois a adicdo de altas concentragbes de calcio provoca diminuicdo da viscosidade
da solugéo (PEREZ; MATOS, 2001).

A literatura mostra diferentes trabalhos em que alguns parametros durante o
processo podem alterar a obtencdo de coacervados finos e uniformes para posterior
obtencgé&o de filmes homogéneos. O trabalho de Saether et al. (2008) constatou que
velocidades maiores de agitacdo durante a mistura do alginato com a quitosana
diminuem o tamanho da particula, assim como o aumento do pH leva a um aumento
do tamanho dos agregrados poliméricos. A adicao de um solvente, tipo de agitador,
velocidade de agitacdo, tempo de reacdo, temperatura e tempo de secagem,
concentragdo de plastificante e concentracdo dos polimeros foi estudado por
Prajapati e Sawant (2009) que constataram que diferentes concentragdes dos
polimeros altera a viscosidade da solugéo, a forca de tensdo, o alongamento e a
taxa de inchamento.

Os filmes obtidos a partir da unido destes polimeros, apresentam um alto
potencial para serem utilizados na engenharia de tecidos (VERMA et al., 2011), sdo
flexiveis, finos, transparentes e eficazes, promovem uma eficiéncia maior na
liberacao controlada de medicamentos e na absor¢ao dos fluidos das lesdes (PAUL;
SHARMA, 2004), sdo biocompativeis e estaveis (BUENO, 2010). Além disso, esta
unido proporciona menor instabilidade a alteragdes de pH e podem suavizar o preco
final dos possiveis produtos (YANG et al., 2000; WANG et al., 2001).

Segundo Rodrigues (2008) ndo existe uma padronizacdo para a
caracterizagdo de filmes contendo quitosana e alginato, no entanto conforme
trabalhos anteriores, as caracterizagbes para os filmes com potencial para utilizagéo
como biomaterial no tratamento de lesbes cutédneas sdo a determinagdo da
espessura (WANG et al., 2002), do grau de intumescimento (Ml et al., 2003), da
permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio (Ml et al., 2003), da morfologia da
superficie (WANG et al., 2001), das propriedades mecanicas (MARRECO et al.,
2004) e a citotoxicidade in vitro e in vivo (MARRECO et al., 2004; WANG et al.,
2002). Aléem das caracterizagdes citadas acima, foi realizada neste trabalho a
analise dos grupos quimicos através do infravermelho, o comportamento térmico
pela calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria e a determinagéo do

grau de cristalinidade dos filmes.
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4 METODOLOGIA
4.1 Etapas do desenvolvimento do trabalho

A figura 5 apresenta esquematicamente o fluxograma de todas as etapas do

desenvolvimento do trabalho.

Figura 5 — Fluxograma das etapas de trabalho.
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4.2 Analise Estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas através da média e desvio padrao.
Utilizou-se a ferramenta ANOVA One Way para comparagdo entre os grupos. Os
resultados foram apresentados em graficos e tabelas. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).

4.3 Materiais

Neste trabalho foram utilizados sais e reagentes em grau analitico (P.A) e

agua Milli-Q com baixa resistividade (18,0MQ.cm) a 25°C, foi empregada no
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processo de todas as solucgdes. Alginato de sédio em pd da Sigma-AIdrich® (massa
molar (MW)= 100.000 g/mol, com aproximadamente 61% de acido manurdnico e
39% de acido gulurénico), quitosana em p6 da Sigma-Aldrich® (massa molar (MW)=
340.000 g/mol e grau de desacetilagdo (GD)= 76 + 2%, viscosidade= 800-2000Cp —
1,0% em acido acético), acido acético (CH3COOH da Cinética®), cloreto de calcio
(CaCl, da Vetec) e hidroxido de sddio (NaOH da Cinética®).

4.4 Preparacgao dos filmes contendo alginato de sodio

Os filmes contendo alginato de sédio foram preparados a partir da dissolugao
de 5 gramas de alginato de sddio em p6 em 500mL de agua destilada (1%m/v), a
solucao foi mantida por 24 horas sob agitacdo de aproximadamente 100rpm e seu
pH foi alterado para 5,28 através da adi¢cado de acido acético. Posteriormente, sob
agitacdo constante e vigorosa foi adicionado gota-a-gota 50mL de solugéo de
cloreto de calcio a 2%. Apds a completa adicdo o sistema foi mantido por mais 30
minutos sob a mesma agitagdo. A solucao resultante foi desaerada em sistema sob
vacuo com uma pressao de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos. Apos 24
horas a solucao foi dividida em placas de Petri de poliestireno de 8,5cm de didametro
e seca a 50°C em estufa por 24 horas. Os filmes obtidos foram imersos em uma
solugéao de cloreto de célcio a 2%(m/v) por 1 hora e secos em temperatura ambiente

por 48 horas.
4.5 Preparagao dos filmes contendo quitosana

Os filmes contendo quitosana foram preparados a partir da dissolugéo de 5
gramas de quitosana em p6 (1%m/v) em 500mL de solugdo aquosa de acido acético
a 2%(v/v), a solugdo permaneceu sob agitacado de aproximadamente 100rpm por 24
horas. Posteriormente, o pH da solugéo foi alterado para 5,28 através da adicao de
NaOH. A solugao resultante foi desaerada em sistema sob vacuo com uma presséao
de aproximadamente 350mmHg por 120 minutos. Apds 24 horas a solugéo foi
dividida em placas de Petri de poliestireno de 8,5cm de didmetro e seca a 50°C em
estufa por 24 horas. Os filmes obtidos foram lavados em agua deionizada por 1hora

e secos em temperatura ambiente por 48 horas.
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4.6 Preparacgao dos filmes constituidos de alginato de sédio e quitosana

Com o intuito de verificar se a quantidade de quitosana altera as
propriedades morfoldgicas, fisicas, quimicas, mecanicas e biolégicas dos diferentes
filmes obtidos foram realizados trés ensaios distintos. A quitosana 1%(m/v) foi
diluida em solugéo aquosa de acido acético a 2%(v/v), e adicionada gota-a-gota sob
agitagdo magnética constante de aproximadamente 100rpm na solugé&o aquosa de
alginato de sodio a 1%(m/v), apés a completa adigcdo a solugdo resultante foi
mantida por 30 minutos sob a mesma agitacdo. Posteriormente, foi adicionado
NaOH a 0,5M mantendo-se por mais 10 minutos a mesma agitacdo. Em seguida,
cloreto de calcio a 2% foi adicionado e o sistema foi mantido por mais 10 minutos
sob agita¢ao vigorosa de aproximadamente 1000rpm seguida por mais 5 minutos de
agitacdo lenta de aproximadamente 50rpm. A mistura polimérica obtida foi
desaerada sob vacuo a uma pressao de aproximadamente 350mmHg por 120
minutos.

Apds a desaeragdo, a solucao foi dividida em placas de Petri de poliestireno
de 8,5cm e seca a 50°C em estufa por 48 horas. Posteriormente, os filmes obtidos
foram imersos em uma solugado de CaCl, a 2%(m/v) por 1h e submetidos a mais
duas imersbées em agua deionizada por 1h cada. Os filmes foram armazenados a
temperatura ambiente por 48 horas antes de serem submetidos aos testes de
caracterizagdo. O quadro 2 expde com detalhes os procedimentos utilizados e as

alteragdes empregadas para a realizagdo de cada ensaio.

Quadro 2 — Procedimentos para obtengao das amostras.

Material Composigao da solugao Procedimento

inicial

90mL de solucdo aquosa de | Solugdo de quitosana adicionada gota-a-gota sob
1 alginato de so6dio a 1%(m/v) agitagdo magnética constante de 100rpm a
solugao de alginato de sédio;

Agitacao da solucao por 30 minutos a 100rpm;
45mL de quitosana a 1%(m/v) Adigéo de 20,40mL de NaOH a 0,5M sob agitagao
a 100rpm por 10 minutos;

Adigéo de 1,35mL de CaCl, a 2% sob agitagcéo de
1000rpm por 10 minutos;

Agitacdo a 50rpm por 5 minutos;

Desaeragdo em bomba de vacuo por 120 minutos;
Secagem em estufa a 50°C por 48 horas;

Imerséo dos filmes obtidos em 150mL de CaCl, a

em acido acético a 2%(v/v)
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Continuagcao do Quadro 2 — Procedimentos para obtencao das amostras.

2% por 1 hora seguida de mais duas imersdes em
200mL de agua deionizada por 1 hora cada;
Secagem final em temperatura ambiente por 48
horas.

90mL de solugcdo aquosa de | Solugdo de quitosana adicionada a solugéo de
alginato de sédio a 1%(m/v) alginato de so6dio gota-a-gota sob agitagéo
magnética constante de 100rpm;

Agitacao da soluc¢ao por 30 minutos a 100rpm;
90mL de quitosana a 1%(m/v) | Adigdo de 40,50mL de NaOH a 0,5M sob agitacao
em acido acético a 2%(v/v) a 100rpm por 10 minutos;

Adicdo de 1,8mL de CaCl, a 2% sob agitacéo de
1000rpm por 10 minutos;

Agitacdo a 50rpm por 5 minutos;

Desaeracéo em bomba de vacuo por 120 minutos;
Secagem em estufa a 50°C por 48 horas;

Imersdo dos filmes obtidos em 150mL de CaCl, a
2% por 1 hora seguida de mais duas imersdes em
200mL de agua deionizada por 1 hora cada;
Secagem final em temperatura ambiente por 48
horas.

90mL de solucdo aquosa de | Solugdo de quitosana adicionada a solugéo de
alginato de sédio a 1%(m/v) alginato de so6dio gota-a-gota sob agitagéo
magnética constante de 100rpm;

Agitacao da solugdo por 10 minutos a 1000rpm;
Adicao de 76,80mL de NaOH a 0,5M sob agitagédo
180mL de quitosana a 1%(m/v) | a 1000rpm por 10 minutos;

Adicao de 2,7mL de CaCl, a 2% sob agitacéo de
1000rpm por 10 minutos;

Desaeragdo em bomba de vacuo por 120 minutos;
Secagem em estufa a 40°C por 24 horas;

Imerséo dos filmes obtidos em 150mL de CaCl, a
2% por 1 hora seguida de mais duas imersdes em
200mL de agua deionizada por 1 hora cada;
Secagem final em temperatura ambiente por 48
horas.

em &cido acético a 2%(v/v)

4.7 Caracterizagao da matéria-prima

O alginato de sodio e a quitosana em po6 foram caracterizados empregando
as técnicas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TGA),
espectroscopia de absor¢cao na regiao do infravermelho (FTIR) e difracdo de raios X
(DRX).

4.7.1 Analise térmica dos polimeros em p6

A analise térmica do alginato de sodio e da quitosana em p6 foi realizada

através da calorimetria exploratoria diferencial (DSC) no equipamento da marca Sl|
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EXSTAR, modelo DSC 7020 em atmosfera de nitrogénio com vazao de 90mL/min,
taxa de aquecimento 10°C/min com massa de aproximadamente 2mg em suporte
de aluminio. As amostras foram submetidas a duas analises, a primeira partiu de
0°C a 250°C para o alginato de sodio e de 0°C a 500°C para a quitosana e a
segunda de -50°C até 150°C para o alginato de sodio e de 0°C a 150°C para a
quitosana.

A termogravimetria (TGA) foi obtida através do equipamento Sll EXSTAR,
modelo TG/DTA7200, em atmosfera de nitrogénio com vazdo de 90mL/min e taxa
de aquecimento 10°C/min, com massa de aproximadamente 6mg em suporte de
aluminio na temperatura compreendida entre 30°C a 800°C para o alginato de sédio

e de aproximadamente 2mg entre 30°C e 800°C para a quitosana.
4.7.2 Analise dos grupos quimicos dos polimeros em pé

A espectroscopia de absorgédo na regiao do infravermelho-FTIR foi realizada
em um espectrofotdbmetro da Shimadzu Corporation, modelo IRPrestige-21 com
transformada de Fourier, FTIR-8400S e acessério ATR. A técnica utilizada foi de
reflectancia difusa com 30 varreduras entre 4000cm™ e 4000m'1, com resolugao de
4cm™ e intervalo de 2cm™. Os espectros obtidos foram normalizados e as principais
bandas de vibragédo foram identificadas de acordo com os seus respectivos grupos

quimicos.
4.7.3 Determinagdo dos parametros de cristalinidade dos polimeros em pé

A determinagcdo do grau de cristalinidade dos polimeros foi realizada
empregando-se a técnica de difracao de raios X (DRX). As medidas foram
conduzidas em um equipamento SHIMADZU XRD 7000 com 26 variando de 3,00 a
90,00° com passo de 0,06°. De acordo com as areas do difratograma, o grau de
cristalinidade foi calculado pelo programa Microcal Origin® versao 8.0 empregando-

se a equacgéo abaixo, onde AP ¢ a area dos picos e AT a area total.

GC= AP x100 (1)
AT




38

4.8 Caracterizagao dos filmes
4.8.1 Aspecto visual dos filmes

Os diferentes filmes obtidos foram inspecionados quanto ao aspecto a olho

nu e fotografados com uma camera digital modelo Sony Cyber-Shot DSC-W320.
4.8.2 Espessura dos filmes

A espessura dos diferentes filmes secos foi mensurada através de um
micrémetro eletronico externo da Schut realizando-se dez medi¢cbes em diferentes

pontos ao longo do filme.
4.8.3 Analise morfoldégica dos filmes

A superficie dos filmes obtidos foram submetidas a analise morfoldgica por
meio da técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) em equipamento
SHIMADZU SSX-550 através da leitura dos elétrons secundarios com uma tenséao
de aceleragéo de 15kV, distancia de trabalho de 17mm e magnitude de 500 vezes.
Para isso, os filmes foram cobertos com uma fina camada de ouro por sputtering e

dispostos a maxima distancia do alvo para evitar danos aos mesmos.
4.8.4 Perfil de hidratagao dos filmes

O perfil de hidratacao foi avaliado através do grau de intumescimento (Gl). Os
diferentes filmes obtidos foram pesados e colocados em um béquer, no qual 50mL
de solugéo tampao com pH (4+0,5) e pH (7+0,5) da Nalgon foi adicionado. O
intumescimento foi avaliado dentro de intervalos regulares de 30, 60, 90 e 120
minutos. Esta analise foi realizada em triplicata e a média dos valores obtidos foi
empregada na equacéo 2, onde My é a massa inicial e Mi a massa das amostras

umidas no tempo.

Gl= Mi - Mo X 100 (2)
Mo



39

4.8.5 Medida da transmissao do vapor d'agua (TVA) dos filmes

A medida da transmisséo do vapor d’agua foi realizada em triplicata conforme
o método “B” da ASTM E96/10 utilizando cupulas de permeabilidade ("Payne
permeability cup") através do copo de Paddington modificado, no qual uma parte da
cupula recebeu a deposi¢cao 10mL de agua destilada e a outra parte que possui um
orificio, serviu para fixacdo dos filmes que tinham uma area de 4,9cm? cada. Cada
cupula foi pesada e armazenada em dessecador com silica gel desidratada. As
medidas foram feitas em 24, 48, 72, 96 e 120 horas, porém a analise do resultado
foi realizada no tempo total do ensaio (120 horas). Um cuidado a ser tomado neste
ensaio, foi que a cada medida realizada a silica gel utilizada foi trocada por uma
silica gel desidratada em estufa. Para o calculo da transmissdo de vapor d’agua, a
meédia dos valores obtidos foi aplicada na equagéo 3, que tem como padrdo a TVA

no tempo de 24hs. O peso transmitido em gramas & expresso por “g”, o tempo em

horas por “t” e a area em cm? do filme por “a”.
TVA= gx24/txa (3)
4.8.6 Analise térmica dos filmes

Os diferentes filmes obtidos foram submetidos a analise térmica
empregando-se as técnicas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e de
termogravimetria (TGA). Para obtencao da DSC uma pequena porc¢éo dos diferentes
filmes foram colocados em um cadinho de aluminio com a tampa fechada, em
equipamento da marca Sl EXSTAR, modelo DSC 7020, com uma taxa de
aquecimento de 1O°C/min'1, partindo de 30°C ate 350°C, em atmosfera dinamica N,
com uma vazao de 90mL/min™".

Para a obtencado da curva de TGA uma pequena porgao também foi colocada
em um suporte de aluminio no equipamento Sl EXSTAR modelo TG/DTA7200, em
atmosfera dindamica de nitrogénio com uma vazao de 90mL/min'1, a uma razao de

aquecimento de 10°C/min”", partindo da temperatura ambiente até 800°C.
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4.8.7 Analise dos grupos quimicos dos filmes

A identificagdo dos grupos quimicos dos filmes foi realizada empregando-se a
espectroscopia de absorcdo na regidao do infravermelho-FTIR em um
espectrofotometro Shimadzu Corporation, modelo IRPrestige-21 com transformada
de Fourier, FTIR-8400S, acessorio ATR, por reflectancia difusa com 30 varreduras
entre 4000cm™ e 400cm™, com resolucao de 4cm™ e intervalo de 2cm™. Os
espectros foram normalizados e as principais bandas de vibragdes encontradas

foram relacionadas aos principais grupos quimicos dos polimeros em po.
4.8.8 Determinagdo dos parametros de cristalinidade dos filmes

Os parametros de cristalinidade dos filmes foram obtidos pela técnica de
difracéo de raios X (DRX) em equipamento SHIMADZU XRD 7000, com 26 variando
de 4,00 a 90,00° com passo de 0,06°. O grau de cristalinidade foi calculado pelo
programa Microcal Origin® versao 8.0 tendo como base a area dos picos (AP) e a

area total (AT), de acordo com a equacgao 1.
4.8.9 Caracterizagao das propriedades mecanicas dos filmes

Para avaliagdo das propriedades mecanicas dos diferentes filmes, foi
realizado o ensaio de tragdo em 6 amostras de cada filme, no qual a tensdo maxima
de tragdo (o), o moédulo de elasticidade (E), a % de alongamento e a tenacidade
foram obtidos em uma maquina universal Shimadzu AG-X 10kN, de acordo com a
ASTM D882/02. Neste ensaio os filmes sob a forma de gravata borboleta com razéo
minima de 8 entre largura e espessura, foram tracionados com 50N numa
velocidade de 5mm/min.

A tensdo maxima de tracédo (o) foi calculada pela relacao entre a forca de
tracao aplicada sobre a area da segao transversal de acordo com a equagao 4.

o=F/A 4)

O moddulo de elasticidade (E) foi obtido utilizando a equacao 5 que considera

a variacao da tenséo de tracao (Ao) e a variagao da deformagéo do material (Ag).
E= Ao/ Ac (5)
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A % de alongamento que é referente a ductibilidade foi calculada pela
equacgao 6, onde L € o comprimento no momento da fratura e Lo 0 comprimento util.
%AL =Ls—Lo/Lox 100 (6)

Para obtencao da tenacidade foi utilizado o programa Microcal Origin® versao

8.0 através do calculo da area sob a curva obtida durante as analises.
4.9 Caracterizagao biolégica dos filmes in vitro

Para a realizagdo desta caracterizagdo os diferentes filmes obtidos foram
esterilizados na empresa CENTRAL ETO DE ESTERILIZACAO LTDA por vapor
saturado de Oxido de etileno por 180 minutos, com uma temperatura interna da
camara de 54°C, com aeragdo mecanica de 120 minutos e hiperventilacdo de 60

minutos.
4.9.1 Analise da atividade antimicrobiana dos filmes

Para esta analise foi utilizada a cultura da bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus que foi inoculada em uma placa de agar nutriente a 35°C
por 48hs e em seguida reativada em infuso de cérebro e coragao (caldo BHI) a 35°C
por 24 horas. Este ensaio foi realizado em triplicata e as placas anteriormente
preparadas contendo agar nutriente foram inoculadas em sua superficie com 0,1mL
de Staphylococcus aureus. Os filmes cortados em formato discoide com diametro de
aproximadamente 6mm foram colocados sobre a superficie dessas placas e
deixados em estufa a 35°C por até 48hs. A atividade antimicrobiana foi avaliada

mediante os didmetros da inibi¢cao incluindo o didametro do filme.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizagao da matéria-prima

5.1.1 Analise térmica do alginato de sodio em pé

A figura 6 representa a curva DSC do alginato de sédio em p6 sob atmosfera

de N entre a faixa de temperatura de 0°C e 250°C. Na faixa de temperatura de
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30°C a 200°C observa-se um evento endotérmico que pode ser associado a
desidratagdo da amostra. Como o inicio da desidratacdo inicia-se a temperatura
ambiente acredita-se se tratar de umidade, contudo o término do processo € em
uma temperatura que pode ser associada a molécula de agua coordenada ou
ligada. Sendo assim, pelos resultados encontrados, o alginato de sddio possui dois
tipos de agua em sua estrutura, a agua néo ligada, umidade, e a outra ligada.
Tagliari (2012) observou comportamento semelhante para o alginato de sédio, no
seu estudo entre as temperaturas de 30°C e 250°C, no qual o alginato de sédio
apresenta um evento endotérmico que inicia a 48°C sendo referente a desidratagao.

Ostrowska-Czubenko e Gierszewska-Druzynska (2009) também observaram
através da DSC e TGA em seu estudo que o alginato de sddio apresenta em sua
estrutura dois tipos de agua, a agua de umidade e a agua coordenada, sendo esta
dividida em agua ligada através de ligagdes de hidrogénio, e a agua mais fortemente

ligada por meio de interagdes polares com grupos carboxilatos.

Figura 6 - Curva DSC do alginato de sédio em p6 entre 0°C e 250°C (12 corrida).
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Foi realizada uma nova varredura empregando-se a técnica DSC, na faixa de
temperatura de -50°C até 150°C (Figura 7). Nesta faixa de temperatura foi
observado uma mudanga na linha de base a -25°C, que pode ser a temperatura de
transicao vitrea (Tg) do alginato de sodio, este valor € semelhante ao encontrado

por Segato (2007) para o alginato de sédio, sob atmosfera de N,. Observa-se
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também um pico endotérmico a 98°C que segundo Ostrowska-Czubenko e
Gierszewska-Druzynska (2009) pode se tratar da agua fortemente ligada por meio
de interagbes polares com grupos carboxilatos. Este fato foi observado e confirmado

neste estudo através da TGA.
Figura 7-Curva DSC do alginato de sodio em po6 entre -50°C e 150°C (2%corrida).
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Na analise termogravimétrica o percentual de perda de massa encontrado foi
obtido por meio do uso da equacéo 4, onde M| é a massa inicial de cada etapa, MF

€ a massa final de cada etapa e MO € a massa inicial da amostra.

% de perda de massa = Ml — MF x 100
MO (4)

Os resultados obtidos pela analise da curva termogravimétrica do alginato de
sédio sdo apresentados na figura 8. Segundo Ostrowska-Czubenko e Gierszewska-
Druzynska (2009) o alginato de so6dio em pé sob atmosfera de nitrogénio apresenta
3 etapas de perda de massa. Neste estudo também foram observadas 3 etapas de
perda de massa. A primeira etapa ocorre devido a desidratacdo da amostra
obtendo-se o composto anidro entre a faixa de temperatura de 25°C a 200°C (perda
de 14% em peso). A segunda etapa do processo de decomposigéo inicia-se a

temperatura de 200°C e termina a 550°C, estando associada a degradacédo do
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alginato de so6dio anidro em carbonato de sddio (Na,COs3) sendo observado uma
perda de 50% em peso. A terceira etapa inicia-se a 550°C e termina a 800°C, possui
perda de 20% em peso e esta associada a decomposi¢cdo do carbonato de sodio
(NaxCO3) em 6xido de sodio (Na,O) com liberagcédo de didxido de carbono (CO;). O
residuo final foi obtido a temperatura de 800°C e corresponde a 16% em peso da
amostra inicial. A tabela 1 apresenta os valores da TGA e DSC do alginato de sédio

nos eventos térmicos de desidratacado e decomposigao.
Figura 8 - Curva TGA do alginato de s6dio em péo.
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Tabela 1 — Resultado da TGA e DSC do alginato de sédio.

Alginato de sédio TGA DSC

Evento térmico Temperatura (°C) Perda de massa (%) Faixa de

temperatura (°C)

Transigéo vitrea (Tg) X X -25
Desidratacao 25-200 14 30 - 200
Degradagéo térmica do 200 - 550 50 X
alginato de sbdio

Decomposic¢édo do 550 - 800 20 X
Na,COs;

Residuo final 800 16 X

Decomposigéo do carbonato de
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5.1.2 Analise térmica da quitosana em po

A curva DSC da quitosana em pé (Figura 9) sob atmosfera de nitrogénio na
faixa de temperatura de 0°C a 500°C evidencia um pico endotérmico a 180°C,
correspondendo ao processo de desidratagcdo e um pico exotérmico a 303°C
referente a sua decomposicao. Os dois processos observados estdo de acordo com
o observado por Santos et al. (2003) que obteve dois eventos térmicos para as

amostras de quitosana sob atmosfera de nitrogénio nas curvas de DSC.

Figura 9 - Curva DSC da quitosana em p6 entre 0°C e 500°C (1%corrida).
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A figura 10 mostra a curva DSC para a segunda corrida obtida na faixa de
temperatura de 0°C e 150°C, na qual se observa uma deflexdo em 60°C podendo
ser associada a temperatura de transicao vitrea (Tg) da quitosana, o formato da
curva obtido neste estudo foi semelhante ao encontrado por Santos et al. (2003),
porém o valor encontrado em seu estudo para a Tg foi de aproximadamente 30°C.
Esta diferenca pode estar relacionada com a massa molar e o grau de desacetilagcéo
da quitosana, pois Santos et al. (2003) utilizou uma quitosana de baixa massa molar
com grau de desacetilacdo de 84,7% e neste trabalho a quitosana utilizada

apresentava massa molar média e grau de desacetilacéo de 76 + 2%.
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Figura 10 - Curva DSC da quitosana em p6 entre 0°C e 150°C (2%corrida).
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A figura 11 mostra a curva de TGA da quitosana em pd, o processo de
degradacdo da amostra ocorre em duas etapas, a primeira foi associada ao
processo de desidratacado que ocorre entre 38°C e 246°C, sendo que nesta etapa a
amostra perde 1% em peso, e a segunda a decomposi¢ao térmica e oxidativa com
geracdo de material carbonizado que ocorre a partir de 246°C até a 686°C. Nesta
etapa observa-se uma perda de 6% em peso. O calculo de perda de massa das
etapas foi realizado através da equacédo 4 citada anteriormente. Os resultados
obtidos neste trabalho estdo condizentes com os resultados observados por Neto et
al. (2005) e por Chaves et al. (2009) que realizaram a termogravimetria em

condigdes experimentais semelhantes a deste estudo.
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Figura 11 - Curva TGA da quitosana em pé.
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Na tabela 2 estdo relacionados os valores de temperatura associado a cada
processo térmico, desidratacdo e degradacéo, da quitosana em poé pelas técnicas da
TGA e DSC.

Tabela 2 — Resultado da TGA e DSC envolvendo a desidratacao e a

decomposicao da quitosana em po.

Quitosana TGA DSC

Evento térmico Temperatura (°C) Perda de massa (%) Faixa de

temperatura (°C)

Transicéo vitrea (Tg) X X 60
Desidratacao 38 - 246 1 180
Decomposicéo 246 - 686 6 303

5.1.3 Analise dos grupos quimicos dos polimeros em pé6

Para o alginato de sédio em p6 (Figura 12) as principais bandas foram
observadas em 3246cm™ referente ao estiramento do grupo O-H (SARTOR!I et al.,
1997), em 2925cm™ ao estramento de C-H (OSTROWSKA-CZUBENKO;
GIERSZEWSKA-DRUZYNSKA, 2009), em 1614cm™, 1591cm™, 1431cm™ e

1406cm™ ao estiramento assimétrico e simétrico do COO™ dos grupos carboxilicos
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livres (SOARES et al., 2004; OSTROWSKA-CZUBENKO; GIERSZEWSKA-
DRUZYNSKA, 2009), em 1295cm™” e 1060cm™” ao estiramento de C-O
(OSTROWSKA-CZUBENKO; GIERSZEWSKA-DRUZYNSKA, 2009), em 1098cm’™
ao estiramento de C-C, em 1023cm™ ao estiramento de C-O-C, em 937cm™ ao de
C-O e C-C-H, em 875cm™ ao C-C, em 826¢cm™ ao C-C-O (Fan et al., 2006) e em
800cm™ e 700cm™ relativo aos acidos manurdnico e gulurdnico respectivamente
(SOARES et al., 2004). Alguns destes valores sao semelhantes aos encontrados por
Sartori et al. (1997), Fan et al. (2006) e Ostrowska-Czubenko e Gierszewska-
Druzynska (2009).

Figura 12 - Espectro do infravermelho do alginato de s6dio em pé com seus

respectivos grupos quimicos.
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A tabela 3 (pagina 49) apresenta as principais bandas do alginato de sédio

em po com seus respectivos grupos quimicos.
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Tabela 3 - Bandas de absorg¢ao na regiao do infravermelho para o alginato de

sodio em po e seus respectivos grupos quimicos.

Bandas (cm™) Grupos
3246 estiramento de O-H
2925 estiramento de C-H
1614 — 1431 estiramento simétrico do COQ' livre
1591 — 1406 estiramento assimétrico do COO' livre
1295 - 1060 estiramento de C-O
1098 estiramento de C-C
1023 estiramento de C-O-C
937 estiramento ciclico de C-O e C-C-H
875 estiramento C-C
826 estiramento de C-C-O
800 relativo ao acido manurénico
700 relativo ao acido gulurénico

O espectro de infravermelho da quitosana em p6 com suas respectivas
atribuicdes € apresentado na figura 13 (pagina 50).

As principais bandas observadas foram em 3355cm™  referente  ao
estiramento de N-H, em 3281cm™ ao estiramento axial de O-H (CHAVES et al.
2009), em 2948cm” ao estiramento assimétrico de C-H e em 2878cm™ ao
estiramento simétrico de C-H e em 1421cm™ a deformacdo angular de CH,
(SILVERSTEIN, 2007). Além disso, em 1648cm™ ocorre a deformacgao axial de N-H
primaria, em 1570cm™ a deformacao axial de N-H secundaria, em 1319cm™ da
deformacao axial de C-N de amina primaria, em 1265cm™' da amina secundaria, em
1379cm™ da amina terciaria (CHAVES et al., 2009), em 1068cm™ e 1027cm™ ao
estiramento ciclico de C-O e em 1151cm™ e 893cm™ & estrutura sacaridea
(SILVERSTEIN, 2007). Alguns valores foram semelhantes aos descritos por Santos
et al. (2003), Costa Junior e Mansur (2008), Chaves et al. (2009) e Silverstein
(2007).
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Na tabela 4 estdo relacionadas as bandas caracteristicas encontradas no

espectro da quitosana em poé.

Tabela 4 - Bandas de absor¢ao na regiao do infravermelho para a quitosana

em po e seus respectivos

grupos quimicos.

Bandas (cm'1)

Grupos

3355 estiramento de N-H,
3281 estiramento de O-H
2948 — 2878 estiramento assimétrico e simétrico
de C-H respectivamente
1648 — 1570 deformacéo axial de N-H (l) e N-H
(I respectivamente
1421 deformacéo angular de C-H,

1319 — 1265 - 1379

deformacéao axial de C-N de amina

(D, (11, (1) respectivamente

1068 — 1027

estiramento ciclico de C-O

1151 - 893

estiramento C-O-C referente a

estrutura sacaridea
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5.1.4 Determinagao dos parametros de cristalinidade dos polimeros em p6

O padrao de difracdo de raios X para o alginato de so6dio depende da
composi¢cao quimica e do posicionamento dos grupos G e M. Segundo Fabia et al.
(200%5) para o acido polimanurénico (bloco M) as linhas de difracdo sao indexadas
em uma célula unitaria ortorrombica com duas cadeias paralelas horizontalmente
com as seguintes dimensbdes, a=0,76nm, b=0,86nm e c=1,04nm. Ja para o acido
poligulurénico (bloco G) também ortorrdbmbico, € composto por duas cadeias
paralelas verticalmente e possui os seguintes parametros, a=0,86nm, b=1,07nm e
c=0,87nm. A intensidade dos picos para os planos cristalinos foi considerada para o
bloco G em (110) e para o bloco M em (200). O difratograma obtido neste estudo é
apresentado na figura 14, o formato do difratograma obtido evidencia que amostra é
semicristalina com predominancia de regides amorfas, estas regides amorfas podem
ser evidenciadas pelo alargamento na linha de base entre os angulos 10° e 60° em
26. Para os blocos G um pico de maior intensidade ocorre em 13,6°/20 e para os
blocos M em 21,8°/26, estes resultados encontrados sdo semelhantes aos obtidos
por Sundarrajan et al. (2012) e Fabia et al. (2005). O grau de cristalinidade foi
estimado em 16%. Esta estimativa foi realizada empregando-se o programa
Microcal Origin® versao 8.0, tendo como base a area dos picos (AP) e a area total

(AT) de acordo com a equacao 1 citada anteriormente.

Figura 14 - Difratograma do alginato de s6dio em pé.
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Segundo Azevedo et al. (2007) a quitosana apresenta uma célula unitaria
ortorrbmbica com dimensdes caracterizadas por a=0,807nm, b=0,844nm e
c=1,034nm. No difratograma da quitosana em p6 (Figura 15) observa-se um pico de
alta intensidade em 19,8° (d=0,441nm). A fase amorfa é caracterizada pela faixa
compreendida abaixo destes picos. O pico de alta intensidade corresponde ao plano
(200). O formato do difratograma obtido evidencia que a quitosana € um composto
semicristalino devido a existéncia de um alargamento na linha de base entre os
angulos 10° e 60° em 26. Através do programa Microcal Origin® versao 8.0, tendo
como base a area dos picos (AP) e a area total (AT) de acordo com a equacéo 1
citada anteriormente, o grau de cristalinidade foi estimado em 24% sendo acima do

valor encontrado por Costa Junior e Mansur (2008) que foi de 17%.

Figura 15 - Difratograma da quitosana em pé.
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5.2 Caracterizacao dos filmes

5.2.1 Aspecto visual dos filmes

A figura 16 apresenta o filme de alginato de sodio (a), o de quitosana (b), o
alg/quit 90-45 (c), o alg/quit 90-90 (d) e o alg/quit 90-180 (e). Os filmes de alginato
de sbdio e todos contendo alginato de sédio e quitosana sao transparentes e

apresentam superficialmente uma textura rugosa, porém dentre estes o filme de
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alginato de sodio (a) apresentou maior transparéncia que todos os outros. O filme de
quitosana (b) é transparente, porém com uma pequena coloragcao amarelada.

Além disso, comparando-se os filmes compostos por alginato de soédio e
quitosana, o filme alg/quit 90-180 (e) é mais transparente e apresenta
superficialmente uma textura rugosa maior que os outros evidenciando que com o
aumento da quantidade de quitosana a interacdo dos polimeros pode ser mais
completa e menos coacervados sdo formados, portanto o filme fica mais

homogéneo.

Figura 16 — Aspecto visual dos diferentes filmes obtidos.

Filme de alginato de soédio (a), filme de quitosana (b), filme alg/quit 90-45 (c), filme alg/quit 90-90 (d) e
filme alg/quit 90-180 (e).
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5.2.2 Espessura dos filmes

Os valores encontrados da espessura dos diferentes filmes obtidos estao
apresentados na tabela 5. Ma et al. (2001) relatou que para um curativo dérmico ser
considerado ideal, ele deve possuir uma espessura mais fina que a pele humana
normal (0,5 a 2mm). Porém, na literatura filmes com espessura entre 66 e 80um
podem ser adequados para utilizagao no tratamento de lesdes cutaneas (Rodrigues,
2008). Neste trabalho as espessuras médias dos diferentes filmes obtidos variaram
de 53 a 102um, porém somente os filmes contendo alginato de sddio e quitosana
estdo dentro dos valores sugeridos como adequados. Além disso, a analise
estatistica revelou que diferentes quantidades de quitosana influenciam na
espessura dos filmes e a medida que a quantidade de quitosana aumenta a
espessura do filme diminui, este fato pode ser explicado devido a maior interagcéo
dos polimeros, menor coacervado formado e maior homogeneidade do filme

contendo maior quantidade de quitosana.

Tabela 5 - Valores das espessuras dos diferentes filmes.

Filme de Filme de Filme Alg/Quit Filme Alg/Quit Filme Alg/Quit
Alginato de Quitosana (90-45) (90-90) (90-180)
sédio
57 £3 um 53+ 11 uym 102 £ 22 ym 90 £9,8 um 72+ 8 um

5.2.3 Analise morfolégica dos filmes

A analise por MEV da morfologia da superficie dos filmes é mostrada na
figura 17. Observou-se que o filme de alginato de sddio (a) apresenta em sua
superficie pontos brancos podendo ser referentes a presenca de calcio e pequena
quantidade de poros. O filme de quitosana (b) apresenta superficie homogénea com
a presenca de alguns pontos que pode se tratar de residuo de hidréxido de sddio
(NaOH) proveniente da sua utilizagdo na corregcdo do pH para 5,28 conforme
estipulado por Cardenas et al. (2003). Segundo Bernabé et al. (2005) filmes

constituidos pela interagdo de dois polimeros de cargas opostas apresentam
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superficie rugosa, este fato foi condizente com os resultados encontrados neste
trabalho, pois os filmes contendo alginato de sodio e quitosana (d, e, f) apresentam
superficie rugosa com pequenos pontos brancos que pode ser devido a presenga do
cloreto de calcio utilizado na obtencdo dos filmes. A medida que a quantidade de
quitosana aumenta (filme alg/quit 90-180) a superficie deste torna-se mais rugosa,

condizendo com o observado pela analise visual.

Figura 17 - Morfologia da superficie dos filmes.

r 4

15.0 kV x500 20pm DEMAT/CEFETMG

Imagens da morfologia da superficie dos filmes obtidos: filme de alginato de sédio (a), filme de
quitosana (b), filme alg/quit 90-45 (c), filme alg/quit 90-90 (d) e filme alg/quit 90-180 (e). As setas

pretas indicam a provavel presenca de calcio.

5.2.4 Perfil de hidratagao dos filmes

O intumescimento comega quando as moléculas do solvente entram na
matriz polimérica hidratando os grupos hidrofilicos mais polares (hidratacao
primaria), como consequéncia dessa hidratagdo ocorre o intumescimento da rede

polimérica que expde seus grupos hidrofébicos, que irdo reorganizar as moléculas
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de agua nas proximidades, ocasionando a hidratacdo secundaria. Posteriormente,
moléculas adicionais de agua entram nos intersticios da rede polimérica ocupando o
espaco entre as cadeias dessa rede, 0s poros, macroporos e vazios, essa agua
adicional é chamada de agua de preenchimento. O filme comeca a se dissolver e
desintegrar dependendo da sua composigao, da temperatura e do pH (HOFFMAN,
2002).

A figura 18 apresenta as curvas do grau de intumescimento dos filmes em
solucéo tampéo de pH (410,5). De maneira geral, observa-se que o filme de alginato
de sbodio apresenta o maior grau de intumescimento seguido pelo filme alg/quit 90-
180, alg/quit 90-90, alg/quit 90-45 e quitosana respectivamente. Isso pode ter
ocorrido devido ao fato do alginato apresentar maior quantidade de grupos

hidrofilicos expostos permitindo que a agua se difunda através da rede do polimero.

Figura 18 - Perfil de intumescimento dos filmes em solugao tampao de
pH(4%0,5).

1 |—®— Filme de alginato de sodio
—o— Filme de quitosana

—4A— Filme alg/quit 90-45

| |-+ Filme alg/quit 90-90

—<— Filme alg/quit 90-180
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A figura 19 apresenta o intumescimento dos filmes em solugdo tampéao de pH
(7£0,5). Neste pH o filme de alginato de sédio também apresenta o maior grau de
intumescimento, seguido respectivamente pelo alg/quit 90-90, alg/quit 90-180,
alg/quit 90-45 e quitosana. A partir de 90 minutos, ocorre a diminuicdo brusca do

grau de intumescimento no filme de alginato de s6dio e uma leve diminuicdo nos
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filmes alg/quit 90-90 e alg/quit 90-45, indicando ser este o tempo da capacidade
maxima de intumescimento nestes filmes.

Além disso, pode-se observar que durante o processo de inchamento a
integridade da rede dos complexos polieletrélitos formados nos filmes é mantida
pela ligacdo entre o grupo amina da quitosana e do grupo carboxil do alginato
(BERNABE et al., 2005), indicando que no filme alg/quit 90-45 ocorre uma maior

formacado de complexos polieletrélitos pois este filme apresenta o menor grau de
intumescimento.

Figura 19 - Perfil de intumescimento dos filmes em solugao tampao de
pH(7%0,5).
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5.2.5 Medida da transmissao do vapor d"agua (TVA) dos filmes

Filmes destinados ao tratamento de lesdes cutaneas devem ser permeaveis
ao vapor do fluido da lesado, por isso a obtengédo da transmissao de vapor d’agua é
relevante, pois revela indiretamente se 0 mesmo € oclusivo ou permeavel ao vapor
do fluido da lesdo. Além disso, a permanéncia da umidade no canal da ferida e seu
controle sdo essenciais, pois influenciam diretamente na cicatrizagdo. Por isso, um
curativo ideal seria aquele cujo leito da ferida permanega Uumido sem retencao

completa do exsudato (QUEEN et al., 1987). Num curativo a perda de liquido
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deveria ser aproximadamente de 2000—25009/m2x24hs (WONG, 1980). Portanto, se
um curativo apresentar valores muito inferiores de TVA pode ocorrer uma
sobrecarga no local da lesdo gerando aumento da pressao neste local e
consequentemente dor ao paciente. Além disso, pode ocorrer saida de liquido pelas
laterais do curativo e favorecimento para entrada e proliferacdo de micro-
organismos (QUEEN et al., 1987). A figura 20 mostra o copo de Paddington

modificado, dispositivo utilizado para esta analise.

Figura 20 - Dispositivo utilizado para medida da transmissao do vapor d’agua.

Copo de Paddington modificado.

Os resultados obtidos da perda de peso em gramas e da taxa de transmissao

de vapor d’agua no tempo total da anélise estao representados na tabela 6.

Tabela 6 - Valores da taxa de transmissao de vapor d’agua dos filmes.

Perda de Peso g/120hs TVA (g / m? x 24hs)

média d.p média d.p
Filme de alginato de sédio 1,37 0,06 559 24,76
Filme alg/quit 90-45 1,19 0,06 485 24,51
Filme alg/quit 90-90 1,16 0,06 475 27,16
Filme alg/quit 90-180 1,14 0,06 466 26,04

Filme de quitosana 1,47 0,03 600 16,11
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O filme alg/quit 90-180 apresenta a menor taxa de transmissao de vapor
d’agua, que pode ser observada pela menor perda de peso durante as 120 horas de
analise. Em ordem crescente, a taxa de transmissédo de vapor d’agua e a perda de
peso segue a seguinte ordem respectivamente: filme alg/quit 90-180, filme alg/quit
90-90, filme alg/quit 90-45, filme de alginato de sédio puro e filme de quitosana puro.
Pode-se concluir através da andlise estatistica que diferentes quantidades de
quitosana interferem na TVA dos diferentes filmes obtidos e que a medida que a
quantidade de quitosana aumenta o filme apresenta menor perda de peso e menor
transmissao de vapor d’agua.

De acordo com os resultados encontrados e com a literatura, os filmes séo
oclusivos a transmissao de vapor d’agua. Estes valores podem ser explicados pela
provavel pequena quantidade de poros nos filmes. Portanto, € necessario mais
estudos para aumentar a porosidade e verificar a taxa de transmissdo de vapor
d’agua para que estes filmes possam ter uma provavel utilizagdo no tratamento de

lesdes cutadneas.

5.2.6 Analise térmica dos filmes

A curva calorimétrica dos diferentes filmes obtidos evidenciou para os filmes
puros, um pico endotérmico de maior intensidade com apice em 57°C para a
quitosana e em 81°C para o alginato de sédio. Nos filmes compostos por alginato de
sodio e quitosana observa-se um pico endotérmico de maior intensidade com apice
em 60°C para o filme alg/quit 90-45, em 90°C para o filme alg/quit 90-90 com pico
de menor intensidade e mais alargado, e em 82°C para o filme alg/quit 90-180 com
pico de média intensidade. Esses picos podem ser correspondentes ao processo de
desidratagdo das amostras. O filme alg/quit 90-90 apresenta a maior temperatura de
desidratagdo, porém exige menor intensidade de calor indicando provavelmente
maior estabilidade térmica. As formas dos picos endotérmicos dos filmes compostos
por quitosana e alginato de sédio assemelham-se com a forma do pico endotérmico
do alginato de sédio.

Um segundo pico, exotérmico, apresentou apice em 211°C para o filme
alg/quit 90-45, em 214°C para o filme alg/quit 90-90, em 216°C com menor

intensidade para o filme alg/quit 90-180, em 254°C para o filme de quitosana e em
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208°C para o filme de alginato de s6dio. Esse pico € provavelmente correspondente
ao processo de degradacao térmica das amostras. Observa-se para os filmes
compostos por quitosana e alginato de sodio que a medida que a quantidade de
quitosana aumenta a intensidade desse pico diminui e a temperatura de degradacao
térmica aumenta, isto pode ser explicado devido a temperatura de degradacéo
térmica da quitosana ser maior do que a do alginato de sédio.

Para todos os filmes foi observado um terceiro pico exotérmico, com maximo
em 262°C para o filme alg/quit 90-45, em 263°C para o filme alg/quit 90-90, em
269°C para o filme alg/quit 90-180 e em 273°C para os filmes de quitosana e de
alginato de sédio puros. Esse pico foi atribuido a temperatura de carbonizagdo das
amostras, esse fendmeno foi comprovado pela observagéo visual das mesmas apos
a analise.

A figura 21 mostra a curva de DSC dos diferentes filmes obtidos sob

atmosfera de N, na faixa de temperatura de 0°C a 350°C.

Figura 21 — Curva DSC dos filmes obtidos.
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Na figura 22 é possivel observar a curva de TGA dos diferentes filmes
obtidos. Trés eventos térmicos ocorrem, o primeiro relativo a desidratacdo, o

segundo a decomposicao e o terceiro a carbonizacdo dos filmes analisados. Os
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dados enfatizados foram a desidratagcdo e a decomposicdo. Os valores dos
intervalos de temperatura referentes aos eventos térmicos observados na TGA sao
comparaveis aos observados na analise pela DSC. O filme de alginato de sddio
apresenta 3 etapas de perda de massa (desidratacdo, decomposicédo térmica do
alginato de sédio e decomposicdo do carbonato de so6dio-Na,COs) sendo os
resultados semelhantes ao do polimero em pé. O filme de quitosana apresenta duas
etapas de perda de massa (desidratagdo e decomposigdo) no qual os valores
encontrados sao maiores dos observados na quitosana em p6 indicando que o filme
possui maior estabilidade térmica. Os filmes compostos por alginato de sdédio e
quitosana apresentam perda de massa percentual semelhante na primeira etapa
(alg/quit 90-45 e alg/quit 90-90 com 13% de perda em peso e alg/quit 90-180 com
14% de perda em peso). Ja na segunda etapa somente o filme alg/quit 90-45 (com
67% de perda em peso) apresenta perda de massa menor quando comparado aos

outros dois (alg/quit 90-90 com 85% e alg/quit 90-180 com 88% de perda em peso).

Figura 22 - Curva TGA dos diferentes filmes obtidos.
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A tabela 7 apresenta os valores de temperatura e a perda de massa
associado a cada processo térmico dos diferentes filmes obtidos pelas técnicas da
TGA e DSC.
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Tabela 7 — Resultado da TGA e DSC para analise do comportamento térmico

(desidratagcao e decomposigcao) das amostras dos diferentes filmes obtidos.

TGA DSC

Evento térmico Temperatura (°C) Perda de massa (%) Faixa de

temperatura (°C)

Filme de alginato

de sédio

Desidratacao 32 - 204 15 81
Degradagéo térmica do 204 - 527 47 208
alginato de sbdio

Decomposigéao do a partir de 527 20 X
Na,COs;

Filme de Quitosana

Desidratacéo 30 - 204 12 57
Decomposicéo 204 - 787 93 254
Filme alg/quit 90-45

Desidratacéo 34 - 200 13 60
Decomposicéo 200 -794 67 211
Filme alg/quit 90-90

Desidratacao 28 - 200 13 90
Decomposicéo 200 - 786 85 214
Filme alg/quit 90-180

Desidratacéo 29 - 211 14 82
Decomposigao 211 - 800 88 216

5.2.7 Analise dos grupos quimicos dos filmes

A figura 23 (pagina 64) apresenta o espectro do infravermelho dos diferentes
filmes obtidos. Para melhor observacao o espectro de infravermelho foi dividido em
5 partes diferentes.

Na parte | € possivel observar a ampla banda de absorc¢do entre 3500cm™ e
3100cm™ caracteristica das ligacdes N-H e ao estiramento de O-H (OSTROWSKA-
CZUBENKO; GIERSZEWSKA-DRUZYNSKA, 2009). A medida que a quantidade de
quitosana aumenta ocorre o alargamento desta regi&o, o que pode ser observado no
filme alg/quit 90-180, que apresenta, portanto mais grupos N-H disponiveis em

relacéo aos outros filmes.
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Na parte Il observa-se banda entre 2868cm™ e 2929cm™ que é referente ao
estiramento assimétrico e simétrico de C-H (SILVERSTEIN, 2007). Observa-se
também que em todos os filmes alg/quit ocorre alargamento e pequeno
deslocamento desta regiao.

Na parte lll, o filme de quitosana puro apresenta pequeno pico marcado pela
seta preta em 1648cm™ referente a deformacdo axial de N-H(l) (COSTA JUNIOR;
MANSUR, 2008), este pico n&o é observado nos filmes compostos por alginato de
sédio e quitosana indicando uma provavel interacdo. Além disso, observa-se
também nestes filmes que em 1591cm™, banda caracteristica do estiramento
assimétrico de COO™ do alginato (OSTROWSKA-CZUBENKO; GIERSZEWSKA-
DRUZYNSKA, 2009), ocorre diminuicdo da intensidade e pequeno deslocamento a
medida que a quantidade de quitosana aumenta.

Na parte 1V, que é referente a deformacéo angular de C-H; e axial de C-N de
amina da quitosana em 1421cm™ e 1319cm™ e ao estiramento assimétrico dos
grupamentos COO™ e C-O do alginato em 1406cm™ e 1295cm™ (COSTA JUNIOR;
MANSUR, 2008; CHAVES et al.,, 2009; SILVERSTEIN, 2007; OSTROWSKA-
CZUBENKO; GIERSZEWSKA-DRUZYNSKA, 2009), observa-se nos filmes que a
medida que a quantidade de quitosana aumenta ocorre uma diminuigcdo da
intensidade e deslocamento nesta regiéo.

Ja na parte V, regiao que esta compreendida entre 1151cm™ e 826¢cm™ que é
referente ao estiramento ciclico de C-O, C-C-H, C-O-C e a estrutura sacaridea do
alginato e da quitosana (OSTROWSKA-CZUBENKO; GIERSZEWSKA-
DRUZYNSKA, 2009; COSTA JUNIOR; MANSUR, 2008; SILVERSTEIN, 2007)
observa-se que a medida que a quantidade de quitosana aumenta ocorre a
diminuigédo da intensidade destas bandas assim como alargamento destas.

A partir dessas observagdes considera-se que é provavel que exista uma
interacédo entre o alginato e a quitosana, pois ocorrem mudang¢as no espectro dos

diferentes filmes obtidos.
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Figura 23 - Espectro do infravermelho dos filmes obtidos.
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5.2.8 Determinacgao dos parametros de cristalinidade dos filmes

Através do programa Microcal Origin® versao 8.0, tendo como base a area
dos picos (AP) e a area total (AT), de acordo com a equagdo 1 o grau de
cristalinidade dos filmes foi estimado. O filme de quitosana puro apresenta grau de
cristalinidade de 24%, o filme de alginato de sodio puro de 15%, o filme alg/quit 90-
45 de 18%, o filme alg/quit 90-90 de 22% e o filme alg/quit 90-180 de 26%, portanto,
a medida que a quantidade de quitosana aumenta o grau de cristalinidade também
aumenta, isso pode ser explicado devido ao fato da quitosana possuir um grau de
cristalinidade maior que o do alginato de sodio.

A figura 24 apresenta o difratograma realizado dos diferentes filmes obtidos.
Na analise do difratograma dos filmes € possivel observar que as areas dos picos
relativos a quitosana apresentaram diminuicdo quando combinado com o alginato. O
pico da difragdo da quitosana em torno de 10° diminui nos filmes compostos por
alginato de sddio e quitosana e desaparece no filme alg/quit 90-45, sugerindo que a
interacdo intermolecular entre o alginato e a quitosana impede a organizagao
estrutural reduzindo a cristalinidade regular da quitosana. Este resultado também foi

observado no estudo de Fan et al. (2006).
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Figura 24 - Difratograma dos diferentes filmes obtidos.
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5.2.9 Caracterizagao das propriedades mecanicas dos filmes

Para caracterizacdo das propriedades mecéanicas dos filmes as amostras
utilizadas nédo foram submetidas a imersdo em agua deionizada. A analise
estatistica utilizada foi a analise de variancia (ANOVA One Way) que apresentou
resultados significativos com p<0,05.

A tenacidade é a habilidade de um material em absorver energia até a sua
fratura, portanto quanto mais fragil o material menor sua tenacidade. O médulo de
elasticidade é a rigidez ou a resisténcia do material a deformacéo elastica, quanto
maior o mddulo, mais rigido sera o material. A % de alongamento que é referente a
ductibilidade é uma medida do grau da deformacao plastica até a fratura. A tensao
maxima de tracdo € influenciada pelo grau de cristalinidade e pela tenacidade
(CANEVAROLO, 2002).

De acordo com os resultados encontrados, o filme de alginato de sédio
apresenta a maior tensdao maxima de tracao e o filme de quitosana a menor tenséo
maxima de tracdo. Nos filmes compostos pelos dois polimeros a medida que a
quantidade de quitosana aumenta esta tensdo também aumenta. Com relagao a

tenacidade, o filme de quitosana apresenta uma tenacidade maior do que o filme de
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alginato de sédio, sendo que a medida que a quantidade de quitosana aumenta a
tenacidade também aumenta. O filme de alginato de sbédio apresenta o maior
modulo de elasticidade e o de quitosana o menor. Segundo Verma et al. (2011) o
modulo de elasticidade diminui com o aumento da quantidade de quitosana, esta
afirmacao € semelhante ao encontrado neste estudo quando se compara os filmes
alg/quit 90-45 e o alg/quit 90-180. Comparando os filmes compostos pelos dois
polimeros, o filme alg/quit 90-180 apresenta tensdo maxima de tragao e tenacidade
maior que os outros, isso pode ser explicado devido ao seu maior grau de
cristalinidade (26%), pois quanto mais estruturas cristalinas, maior densidade e
rigidez do material. Com relacéo a % de alongamento, o filme de alginato de sodio é
mais fragil que os outros e a medida que a quantidade de quitosana aumenta,
quando se compara o filme alg/quit 90-45 com o alg/quit 90-90 e o alg/quit 90-45
com o alg/quit 90-180, observa-se que o filme experimenta o aumento da
deformacao indicando reducédo da fragilidade. A anadlise estatistica revelou que
diferentes quantidades de quitosana influenciam significativamente somente na
tensdo maxima de tragdo, no modulo de elasticidade e na % de alongamento. A
tabela 8 apresenta os valores médios dos resultados obtidos nos ensaios de
resisténcia mecanica a tracdo e a figura 25 o grafico da tensdo maxima de tragcéo

dos diferentes filmes obtidos.

Tabela 8 - Tenacidade, tensdao maxima de tragcao e médulo de elasticidade dos

filmes.

Tenacidade Tensdo maxima de Modulo de % de
(Jlm3-Pa) tragao (MPa) elasticidade (GPa) | alongamento

Filme de alginato 0,39 + 0,25 45 + 26,46 3,66 £1,8 0,05 £ 0,01
de sodio

Filme alg/quit 90-45 0,33 +0,24 19 £ 12,68 0,82 + 0,58 0,09 £ 0,02
Filme alg/quit 90-90 0,80 £ 0,31 27 £9,93 0,75+ 0,45 0,18 £ 0,07
Filme alg/quit 90-180 | 1,14 +£ 0,98 32 +6,56 0,77 £ 0,31 0,15 £ 0,04
Filme de quitosana 1,19+£1,0 8+3,0 0,041 + 0,02 0,80 £0,7
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Figura 25 — Grafico da tensdao maxima de tragao dos filmes obtidos.
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Além disso, a resisténcia a tracdo da pele normal varia de 2,5 a 16MPa
(WANG et al., 2002), portanto somente o filme de quitosana e o filme alg/quit 90-45

obtidos neste trabalho apresentam valores que estao dentro deste intervalo.

5.3 Caracterizagao biologica dos filmes in vitro

5.3.1 Analise da atividade antimicrobiana dos filmes

Segundo Yudanova e Reshetov (2006) uma das principais fungbes dos
curativos dérmicos é proteger a ferida contra a entrada de micro-organismos.
Portanto, os diferentes filmes obtidos foram avaliados quanto a sua atividade
antimicrobiana contra a bactéria gram positiva Staphylococcus aureus. No estudo de
Rodrigues et al. (2008) os filmes compostos por quitosana e alginato de sddio néao
apresentaram nenhum diametro de inibicdo, uma explicagcdo dada pelos autores
para este fato é que devido a formacaéo do complexo polieletrélito ocorre o bloqueio
dos grupos aminos livres da quitosana que sao responsaveis pela atividade
antimicrobiana. Porém, neste estudo os diferentes filmes obtidos apresentam

pequenos didmetros de inibicdo mantendo sua atividade antimicrobiana durante o
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periodo analisado. O filme de alginato de sédio apresentou o maior diametro de
inibicdo e com o aumento da quantidade de quitosana evidenciou-se manutencéo
do didmetro de inibicdo nos filmes caracterizando atividade bacteriostatica. Este fato
pode ser observado através da tabela 9 e da figura 26 que expressa os resultados
encontrados do diametro de inibigcdo da atividade antimicrobiana dos filmes medido

apos 48hs.

Tabela 9 — Diametro de inibicao dos diferentes filmes obtidos.

Filmes Didmetro de inibigdo (mm)
Filme de alginato de sédio 12,62 + 1,34
Filme alg/quit 90-45 8,37 £ 0,99
Filme alg/quit 90-90 9,21+ 1,71
Filme alg/quit 90-180 8,51 £ 0,54
Filme de quitosana 9,42 + 0,49

Figura 26 — Grafico do diametro de inibicdo dos filmes obtidos.
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A figura 27 mostra os resultados observados visualmente da atividade
antimicrobiana dos diferentes filmes obtidos. Esta analise também evidenciou que o

filme de alginato de sodio apresentou o maior didmetro de inibig&o.

Figura 27 - Atividade antimicrobiana dos diferentes filmes obtidos.

Filme de alginato de sodio (a); Filme de quitosana (b); Filme alg/quit 90-45 (c); Filme alg/quit 90-90
(d); Filme alg/quit 90-180 (e);
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6 CONCLUSOES

Foram obtidos filmes de alginato de soédio, quitosana e filmes contendo
alginato de sédio e quitosana no qual somente a quantidade de quitosana foi
modificada. A caracterizagcdo da matéria-prima comprovou a composi¢ao quimica
dos materiais auxiliando nas analises e comparagdes com os diferentes filmes
obtidos.

A caracterizacéo fisica, quimica, mecanica e bioldégica dos filmes obtidos
foram realizadas visto a utilizagdo destes como biomaterial para potencial aplicagédo
no tratamento de lesGes cutaneas.

A caracterizagdo visual evidenciou que todos os filmes obtidos séo
transparentes e que o filme de alginato de sédio e os filmes contendo alginato de
sodio e quitosana apresentam superficialmente uma textura rugosa.

As espessuras médias dos diferentes filmes obtidos variaram de 53,3 a
102,2um, porém somente os filmes contendo alginato de sédio e quitosana estao
dentro dos valores sugeridos como ideais para potencial aplicagdo no tratamento de
lesdes cutaneas. Além disso, diferentes quantidades de quitosana influenciam na
espessura dos filmes e a medida que a quantidade de quitosana aumenta a
espessura do filme diminui, este fato pode ser explicado devido a maior interagao
dos polimeros, menor coacervado formado e maior homogeneidade do filme
contendo maior quantidade de quitosana.

A microscopia eletrdnica de varredura evidenciou que os filmes contendo
alginato de sédio e quitosana apresentam superficie rugosa, e que a medida que a
quantidade de quitosana aumenta a superficie deste torna-se mais rugosa.

Através do grau de intumescimento e da transmiss&do do vapor d’agua
constatou-se que o filme de alginato de so6dio possui o0 maior grau de
intumescimento em diferentes pHs e o filme alg/quit 90-180 tem a menor taxa de
transmissdo de vapor d’agua indicando que a medida que a quantidade de
quitosana aumenta o filme apresenta menor perda de peso e menor TVA. Além
disso, observou-se que todos os filmes sdo oclusivos a transmissdo de vapor
d’agua.

O comportamento térmico evidenciou que diferentes quantidades de

quitosana alteram a temperatura de desidratacao e degradacao térmica dos filmes.
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A técnica de espectroscopia de infravermelho evidenciou provavel interagcao
entre o alginato de sodio e a quitosana, pois ocorrem mudangas no espectro dos
diferentes filmes obtidos.

Em relacdo ao grau de cristalinidade, a medida que a quantidade de
quitosana aumenta o grau de cristalinidade também aumenta.

A andlise estatistica revelou que diferentes quantidades de quitosana
influenciam significativamente somente na tensdo maxima de tragdo, no médulo de
elasticidade e na % de alongamento. Considerando o valor da resisténcia a tracao
da pele normal (2,5 a 16MPa) somente o filme de quitosana e o filme alg/quit 90-45
obtidos neste trabalho estdo dentro deste intervalo.

Através da atividade antimicrobiana todos os diferentes filmes obtidos
apresentam diametro de inibicdo, porém o filme de alginato de soédio puro
apresentou o maior diametro de inibicdo e o aumento da quantidade de quitosana
evidenciou a manutencdo do didmetro de inibicdo nos filmes caracterizando
atividade bacteriostatica.

Os resultados mostraram que os diferentes filmes obtidos quando submetidos
aos testes de caracterizacdo apresentaram diferencas modulaveis nas suas
propriedades fisicas, quimicas, mecanicas, morfolégicas e biolégicas evidenciando
que diferentes quantidades de quitosana sdo capazes de modular essas
propriedades.

De acordo com o objetivo proposto para este trabalho, os filmes contendo
alginato de sddio e quitosana apresentam caracteristicas que os habilitam a estudos
adicionais visando sua utilizagdo como biomaterial no tratamento de lesbes

cutaneas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Espera-se que os resultados obtidos neste trabalho possam contribuir para a

continuidade no estudo desses materiais como biomateriais destinados ao

tratamento de lesdes cutaneas.

As sugestdes para trabalhos futuros baseiam-se na melhora das

caracteristicas dos filmes. Sugere-se:

A associagao da quitosana e/ou do alginato de s6dio a um polimero que atue
favorecendo a melhoria das propriedades mecanicas dos filmes.

Avaliacdo da utilizagdo destes filmes para a liberacdo controlada de
farmacos.

Associagéo de outro reticulante e/ou plastificante como o glicerol.

O tratamento térmico destes filmes.

Avaliacao de diferentes métodos de esterilizagao.

Avaliacdo do comportamento quanto a adesao e proliferagéo celular in vitro e

avaliacao da interacao material/hospedeiro in vivo quanto ao processo inflamatorio,

a angiogénese, hemostaticidade e remodelamento tecidual.
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