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RESUMO

POSSEBON, Roberta C. V. Obtencao de blendas N-acetilquitosana/substancias bioativas com
potencial aplicacdo para lesdes da pele. 2016. 61 f. TCC (Curso de Licenciatura em Quimica).
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campo Mourao, 2016.

Embora exista no mercado uma grande diversidade de materiais que sdo destinados ao
tratamento de queimaduras, normalmente o custo ¢ elevado, tal como ocorre para os curativos
devido a necessidade de troca frequente. Logo, um dos grandes desafios da pesquisa na area de
regeneragdo da pele consiste no desenvolvimento de biomateriais a partir de matérias-primas
de baixo custo, facil acesso e com caracteristicas adequadas. Neste contexto a quitosana - um
biopolimero obtida a partir de rejeitos de crustaceos - merece destaque devido as suas
propriedades bacteriostatica, coagulante e cicatrizante. O curativo ideal deve proteger a ferida,
prevenir a infec¢do, promover a cicatriza¢ao e deve manter um ambiente umido na interface da
lesdo, e espera-se também que os curativos modernos modelem-se a regido da ferida e tenham
efeito cicatrizante, por esta razdo, muitos deles contém substincias biologicamente ativas.
Dessa maneira, o presente trabalho tem como objetivo estudar a utilizagdo de um biopolimero,
como a quitosana, com o uso de substancias bioativas para a regeneracao e tratamento de lesdes
na pele. Para isto, filmes de N-acetilquitosana e blendas de N-acetilquitosana com acetato de
celulose e/ou polietileno glicol puros e com substancias bioativas (eugenol, naproxeno e mistura
eugenol/naproxeno) foram preparados. Uma amostra de quitosana foi acetilada em meio
heterogéneo utilizando piridina e anidrido acético. As caracteriza¢des estruturais das amostras,
foram obtidos a partir de analises de ressonancia magnética nuclear de *C e difracdo de raios
X. Os filmes e as blendas obtidos através da solubilizacdo da N-acetilquitosana em uma mistura
de N,N-dimetilacetamida contendo 5% de cloreto de litio, apresentaram boas propriedades
mecanicas, mesmo apos consecutivas lavagens com agua destilada. A cinética de liberagao das
substancias bioativas incorporadas nos filmes e nas blendas de N-acetilquitosana foram
avaliadas por espectroscopia UV-Vis em determinados periodos de tempo, em solugdo de
simulacao da pele (pH 6,8). Os resultados obtidos indicam que as blendas utilizando a N-
acetilquitosana e polietileno glicol com substancias bioativas sdo promissores sistemas para
liberacdo transdérmica e acredita-se que este sistema poderd permitir nao s6 a recuperagao de
tecidos lesados, mas também o controle do crescimento de microrganismos.

Palavras chave: Quitosana, Blendas, Liberagao Controlada, Lesoes da Pele.



ABSTRACT

POSSEBON, Roberta C. V. Obtation N-acetylchitosan blends/bioactive substances with
potential application to skin lesions. 2016. 61 f. TCC ((Licenciate Course of Chemistry),
Technological University Federal of Parana, Campo Mourao, 2016.

Although there is a huge variance of materials on the treatment of burns market, the cost is
usually high, as is the case for because of the need for frequent exchange. Therefore, one of the
big challenges of research in the area of skin regeneration consists of the development of
biomaterials to from raw materials of low cost, easy access and with appropriate characteristics.
In this context, chitosan - a biopolymer obtained from crustacean tailings - merit attention just
to its bacteriostatic, coagulant and healing properties. The ideal band-aid should protect the
wound, prevent infection, promote healing and should maintain a humid place at the interface
of the lesion, and it is also expected that modern band-aid should be adjusted to the wound
region and have a healing effect, many of them contain biologically active substances. In this
way, this study aims to study the use of a biopolymer, such as chitosan, with the use of bioactive
substances for the regeneration and treatment of lesions in the skin. For this, N-acetylchitosan
films and blends were prepared. A sample of chitosan was acetylated in heterogeneous medium
using pyridine and acetic anhydride. At characterization of the samples were obtained from *C
nuclear magnetic resonance and X-ray diffraction. Solubilization of N-acetylchitosan in a
mixture of N,N-dimethylacetamide containing 5% lithium chloride, presented high stability,
even after consecutive washes with distilled water. For the production of blends with bioactive
substances (eugenol, naproxen and eugenol/naproxen mixture) the casting method was used.
The kinetics of liberation of the bioactive substances incorporated in the N-acetylchitosan were
evaluated by UV-Vis spectroscopy in certain periods of time, in skin simulation solution (pH
6.8). The results indicate that blends using chitosan and bioactive substances are promising
systems for transdermal liberation and it is believed that this system could allow not only the
recovery of damaged tissues, but also the control of the growth of microorganisms.

Keywords: Chitosan, Blends, Controlled Liberation, Skin Lesions.
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1 INTRODUCAO

O corpo humano ¢ recoberto por aproximadamente dois metros quadrados de pele, que
além de desempenhar o papel de barreira aos ataques externos, ainda € responsavel pela
regulacdo da temperatura corporea e pela remog¢ao de impurezas. Assim sendo, qualquer lesao
cutanea, além de causar danos fisicos, mecanicos e térmicos superficiais, pode também afetar
as funcgdes fisiologicas de tecidos internos (GEESON; BERG, 1991). Quando a pele € lesionada,
seja por doengas cronicas ou por fatores externos, como queimaduras, sua fun¢do fica
comprometida. Assim, ¢ importante que se garanta uma cicatrizacao adequada da area afetada,
a fim de que ndo haja danos a saude do individuo (PENZER; ERSSER, 2010; KOROTKOV;
GARCIA, 2012; BOATENG et al., 2008). O tratamento de lesdes ¢ um topico que merece
grande aten¢do, pois um elevado nimero de pessoas sofre de ferimentos cronicos e estes
constituem um problema de saude publica (BRASIL, 2002).

Embora exista no mercado uma grande diversidade de materiais que sdao destinados ao
tratamento de queimaduras, normalmente o custo ¢ bastante elevado, principalmente por conta
de curativos e a necessidade de sua frequente troca. Logo, um dos grandes desafios da pesquisa
na area de regeneracdo de pele consiste no desenvolvimento de biomateriais a partir de
matérias-primas de baixo custo, facil acesso e com caracteristicas adequadas para a funcao
destinada. Neste contexto os polissacarideos se destacam, como por exemplo, a xantana,
pectina, celulose, amido, alginato e quitosana, quitina, dentre outros (DALLAN, 2005).

Os polissacarideos, em particular, possuem diversas propriedades intrinsecas como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, sao renovaveis, podem, dependendo do tipo, formar
filmes, géis, capsulas, particulas e fibras, além de agirem como espessantes (RINAUDO, 2008).

Dentre os polissacarideos, a quitosana se destaca por ser um biopolimero linear obtido
por meio da desacetilacdo da quitina, encontrada em exoesqueletos de crustaceos, insetos,
parede celular de fungos, além de outras fontes. Este polissacarideo possui propriedades
intrinsecas muito importantes, dentre as quais se destacam biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atividades antibacteriana e antifungica, além da capacidade de facilitar a
coagulacdo sanguinea e a penetracdo de compostos pelas juntas intercelulares epiteliais
(SOUZA, 2014).

No tratamento de ferimentos ou queimaduras, a quitina e a quitosana podem ser
empregadas sob a forma de filmes de recobrimento (membranas), solugdes coloidais ou

esponjas (CRAVEIRO; CRAVEIRO, 2000). Quitosana apresenta grupos hidroxilicos e



aminicos em sua cadeia, o que conferem propriedades hemostaticas, bactericidas e fungicidas
(PAUL e SHARMA, 2004), permite sua utilizacdo como biomaterial na forma de comprimidos,
micro e nanoparticulas, géis, hidrogéis e membranas em diversas aplicagdes, como veiculo de
liberacao de farmacos (BORCHARD, 2001; LEE; PARK, 1995). Além dessas caracteristicas,
possuem também propriedades cicatrizantes e grande disponibilidade comercial
(KUCHARSKA et al., 2008; REDDY et al., 2008).

Membranas porosas de quitosana tém sido bastante estudadas, ocupando atualmente um
lugar de destaque devido as suas diversas aplicagdes como, por exemplo, em sistemas de
liberagdo controlada de medicamentos, como suportes para a imobilizagdo de enzimas, na
adsor¢dao de metais de transicao e na area de engenharia de tecidos (CHOW; KHOR, 2000).
Vem sendo regularmente utilizada em processos de regeneragdo de pele em clinicas no Japao
(CRAVEIRO et al., 1999), consistindo em um tratamento com combinagdo de trés
procedimentos: aplicacdo de uma solugdo de quitosana sobre a lesdo cutanea, banhos de imersao
contendo solugdes diluidas de quitosana e ingestdo oral de uma solugdo de quitosana.

Apesar da intensa pesquisa nesta area, nota-se a existéncia de poucos trabalhos
enfocando a produgdo de membranas de quitosana, escassez de informag¢des detalhadas sobre
as condigdes para a obtengdo destas membranas e sobre os fatores que influenciam nas
caracteristicas fisicas, quimicas, mecanicas e biologicas destes materiais, bem como da
padronizagdo nos métodos de caracterizagdo destes biomateriais.

Além disso, nenhum trabalho enfoca a inclusao de substancias bioativas, como 6leos
esséncias e anti-inflamatorios, na produ¢do de membranas de quitosana. Este sistema pode
permitir ndo so a recuperagao dos tecidos lesados pela acao dos biopolimeros, mas também o
controle do crescimento de microrganismos indesejaveis.

Neste contexto, a utilizacdo de um biopolimero como a quitosana no desenvolvimento
de curativos destinados a terapia de lesdes € bastante atraente. O presente trabalho propde o
desenvolvimento de filmes e blendas a base de N-acetilquitosana, contendo substancias

bioativas, para aplicagdo em lesdes da pele.



2 REVISAO TEORICA

2.1 LESOES DE PELE

A pele possui estrutura complexa e ¢ dividida em duas principais camadas: a epiderme
e a derme (Figura 1). A epiderme ¢ a camada mais externa, que estd em contato com o
ambiente, sendo a maior responsavel pela prote¢do mecanica e contra infec¢des. Ela ¢ bem mais
fina que a derme, representando apenas 10% da espessura total da pele. A epiderme ¢ composta
majoritariamente de células chamadas queratindcitos, responsaveis pela constante renovagao
superficial do 6rgdo. Outros tipos de células que a constitui sdo os melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel, responsaveis pela pigmentagdo, reconhecimento de antigenos
e recepcao sensorial, respectivamente. Ja a derme serve como um sistema de suporte para a
epiderme, funcionando como fornecedora de oxigénio e nutrientes, e removendo residuos da
mesma. E composta de colageno e elastina, que conferem resisténcia e elasticidade a pele
(SOUZA, 2014). Abaixo das camadas anteriormente mencionadas, existe ainda a chamada
hipoderme, ou tecido subcutaneo, composta principalmente por tecido adiposo. Esta camada
tem como funcdo o armazenamento de energia, isolamento térmico e amortecimento de

impactos (PENZER; ERSSER, 2010; KOROTKOV; GARCIA, 2012).

Figura 1: Representacio das camadas da pele.
Fonte: RUMC, 2013.



As queimaduras sdo consideradas as mais traumaticas lesdes que podem acometer a pele
(BALASUBRAMANI et al., 2001). Apesar de decorrerem de acidentes relativamente comuns,
estas requerem tratamento multiprofissional (BERALDO et al., 1999). E uma doenca que se
diferencia por uma lesdo na pele ou nos tecidos mais profundos, podendo ser causada por
diversos agentes como: térmicos, quimicos, elétricos ou radioativos. Pode-se manifestar desde
uma pequena bolha até formas mais graves, sendo capazes de desencadear respostas sistémicas
proporcionais a gravidade e extensao da lesdo.

Pensando nisso, ha curativos que podem ser utilizados para tratamentos dessas lesdes,

tais como hidrogéis e membranas.

2.2 CURATIVOS

Curativos e unguentos ou pomadas vém sendo utilizados com sucesso ao longo da
historia e o advento da teoria dos germes, que revolucionou a medicina, trouxe impactos
significativos na cirurgia e no tratamento de feridas (GANTWERKER; HOM, 2012). A
produgdo de curativos e bandagens constituiu-se rapidamente em um novo campo de
desenvolvimento e aplicagdo da quimica de polimeros. Os curativos modernos sao
significativamente diferentes dos tradicionais, em relagdo ao projeto e as propriedades
desejaveis (YUDANOVA; RESHETOV, 2006).

Segundo dados da literatura, varios curativos para feridas umidas ja estdo
comercialmente disponiveis, sendo a maioria deles baseada em matrizes de poliuretano
sintético combinados com hidrogéis (4gar, gelatina ou carboximetil celulose) ou com um gel
simples baseado em carboximetilcelulose concentrada, alginato de célcio ou colageno
(CLASEN et al., 2006). Porém, especialmente para o tratamento de feridas probleméaticas como
queimaduras e feridas cronicas, os curativos disponiveis ndo apresentam desempenho
satisfatorio.

Os curativos atualmente disponiveis no mercado podem ser classificados como:
convencionais, hidrogéis, hidrocoloides, polimeros, bioativos, enzimas proteoliticas, curativos
antiodor e filmes adesivos (CANDIDO, 2001).

Um curativo ideal deve proteger a ferida, prevenir a infec¢do, promover a cicatrizacao,
deve manter um ambiente umido na interface da lesdo, com o ambiente, permitir a troca gasosa,

agir como uma barreira para os microrganismos, remover o excesso de exsudato, além de ser



ndo toxico, ndo alergénico e ndo aderente, propiciando um microambiente 6timo para a cura
(JAYAKUMAR et al., 2011; SINGH; CHACHARKAR, 2011).

Além disso, espera-se também que os curativos modernos modelam-se a regido da ferida
e tenham efeito cicatrizante, por esta razao, muitos deles contém substancias biologicamente
ativas ou sdo constituidos de materiais com atividade bioldgica, como proteoglicanos, proteinas

e polissacarideos (BUENO, 2010).

2.3 POLIMEROS BIOCOMPATIVEIS E BIODEGRADAVEIS

Os polimeros possuem um papel importante na sociedade moderna, estando presentes
na medicina, no vestudrio, na agricultura e em embalagens, entre outros.

Atualmente, a revista Biomaterials apresentou a seguinte defini¢cdo: “Um biomaterial é
definido como uma substancia que foi desenvolvida com o intuito de, por si s6 ou como parte
de um sistema complexo, ser usada para conduzir, pelo controle de interagdes com os
componentes dos sistemas vivos, o curso de qualquer processo terapéutico ou diagnodstico”
(BIOMATERIALS, 2013).

Um biomaterial deve se dirigir ao curso do tratamento médico, tanto no diagndstico ou
na terapia e deve ainda controlar as interagdes com os componentes bioldgicos do paciente a
ser tratado (WILLIAMS, 2009).

Os biopolimeros representam uma alternativa de materiais para aplicagao em avangadas
terapias no combate de feridas de pele, tanto agudas como cronicas. A quitosana ¢ um
polissacarideo que vém ganhando bastante atencdo por seu uso ja estabelecido em varias
aplicagdes, inclusive como curativo (METCALFE; FERGUSON, 2007; GIRATA, 2011);

Os biomateriais geralmente se apresentam em quatro diferentes formas: filmes,
espumas, géis ou compositos (CRAVEIRO; CRAVEIRO, 2000) e devem apresentar como
caracteristicas fundamentais: leveza, auséncia de odor, impermeabilidade a microrganismos,
permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio, biodegradabilidade, propriedades mecanicas e
biologicas adequadas. O material ndo deve ser toxico, carcinogé€nico, antigénico ou mutagénico.

Materiais biocompativeis sao aqueles capazes de substituirem os 6érgaos de seres vivos
ou, ao serem implantados em organismos vivos, sdo facilmente adaptados e ndo liberam
substancias toxicas. Destacando-se os polimeros usados como substitutos da platina ou titanio

em proteses.



A biocompatibilidade de polimeros envolve normalmente quatro fendmenos: processos
de concentragdo de biomacromoléculas junto a superficie dos materiais (adsor¢do), logo apds a
implantacao destes no corpo; resposta local do tecido a presenga do biomaterial (observada na
forma de respostas inflamatorias e imunoldgicas); efeito do ambiente corpéreo no material que
pode ser visualizado, por exemplo, pelo estabelecimento de processos de degradagdo do
polimero; resposta do corpo como um todo a presenca do biomaterial que pode ser percebida
através do aparecimento de tumores, alergias, imperfeigoes generalizadas, etc (RATNER et al.,
2005; DAREA et al., 2009).

A necessidade por materiais biodegradaveis aumentou muito desde a ultima década, ndo
somente pelo aumento do apelo ambiental, mas também por suas aplicacdes na area de
embalagens, biomédicas e liberagdao de farmacos (SINGH et al., 2003).

Os materiais biodegradaveis sdo degradados pela a¢do de fungos, bactérias ou algas e
produzem dioxido de carbono, biomassa e agua. Por ultimo, polimeros oriundos de fontes
renovaveis sao aqueles fabricados a partir de insumos quimicos extraidos de fontes renovaveis,
tais como etanol e sdo classificados como polimeros naturais ou sintéticos, biodegradaveis ou
biocompativeis (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

A biodegrada¢do ou degradagdo biologica de polimeros consiste em processos
decorrentes do ataque do material por microorganismos vivos, por exemplo, bactérias, fungos,
insetos ou outros agentes bioldgicos, convertendo o material em CO, agua e outros
constituintes (WILDE; BOELENS, 1998).

De acordo com Chandra; Rusti (1998) e Scott (1999), os polimeros biodegradéaveis
podem ser divididos em trés categorias: Polimeros Naturais ou Biopolimeros, Polimeros
Naturais Modificados e as Formulagdes Biodegradaveis.

e Polimeros Naturais ou Biopolimeros que sao produzidos na natureza por todos
os organismos vivos e representam fontes renovaveis desde que sejam
biodegradados no meio ambiente. Os polimeros naturais mais abundantes sdo os
polissacarideos, tais como a celulose, quitosana, quitina € 0 amido; outros menos
como os poliésteres; proteina da seda e hidrocarbonetos.

e Polimeros Naturais Modificados que sdo polimeros preparados a partir de
modificacao quimica ou bioldgica na estrutura dos polimeros naturais; pode-se
citar como exemplo o acetato de celulose e derivados do poli(acido lactico).

e Formulagdes Biodegraddveis que combinam polimeros biodegradaveis
sintéticos com compostos naturais, tais como amido, celulose regenerada ou

borrachas naturais.



Os polimeros naturais sdo de particular interesse, dado que, sendo componentes naturais
de seres vivos, apresentam semelhanca quimica e bioldgica aos tecidos naturais (KIM et al,,

2008).

2.4 QUITOSANA

A quitosana ¢ o principal derivado da quitina, que ¢ um polimero normalmente
encontrado na natureza. Dentre os inumeros polissacarideos, celulose e quitina sao produzidas
em larga escala, estima-se que aproximadamente 10 bilhdes de toneladas de quitina e celulose
sdo biossintetizadas na natureza a cada ano. A quitina ¢ o segundo polimero mais abundante na
natureza, ficando atras apenas da celulose (DASH, 2011) e se apresenta na natureza, como
microfibrilas cristalinas que formam componentes estruturais no exoesqueleto de artrépodes.
Sua principal fonte sdo as carapagas de crusticeos como camardo, caranguejo e lagostas
(BABEL; KURNIAWAN, 2003; KURITA, 2006; RINAUDO, 2006).

A quitosana é um co-polimero constituido de unidades de N-acetilglicosamina e N-
glicosamina distribuidas aleatoriamente ao longo da cadeia, sendo o nimero de unidades de V-
acetil-glicosamina inferior a 50%. Este biopolimero ndo ¢ encontrado diretamente na natureza
em grande quantidade (apenas em certos tipos de fungo pertencentes ao género Mucoraceae),
porém pode ser facilmente obtido por desacetilagdo alcalina ou por hidrélise enzimatica da
quitina (DASH, 2011; CROISIER; JEROME, 2013). As estruturas da quitina e da quitosana
estao representadas na Figura 2.

Este biopolimero tem sido pesquisado para vdrias aplicagdes, podendo ser encontrado
em varias formas no que se refere ao peso molecular médio e grau de desacetilagdo. Esta
diversidade morfologica/estrutural ¢ aumentada exponencialmente pela facil modificagao
quimica da quitosana, que permite sua otimizacao para diversas aplicagoes (GNAVI et al.,

2013).
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Figura 2: Representaciio estrutural da (a) quitosana e (b) quitina.
Fonte: Autoria Proépria.

Na area farmacéutica, no contexto de liberagdo de farmacos, a quitosana tem sido
utilizada como um transportador potencial para administragdo prolongada de farmacos
especificos e macromoléculas, e em formulagdes de administracao oral, nasal, transdérmica e
topica, e na obten¢do de nanoparticulas para veicula¢do de proteinas, vacinas e DNA (KEAN e
THANOU, 2010). A quitosana pode ser obtida na forma de géis, membranas, nanofibras,
microparticulas, nanoparticulas, scaffolds e esponjas, as micro/nanoparticulas a base de
quitosana sdo amplamente utilizados na concepc¢do de sistemas terapéuticos e tem sido
utilizadas com sucesso em varios fArmacos como por exemplo: amoxilina e tetracilina (YUE,
2014).

A quitosana ¢ solivel em condigdes acidas, pela protonagiao do grupo amino, e insoluvel
em valores de pH acima de seu pKa (6,3), pela desprotonacao da amina. Seu pKa ¢ altamente
dependente do grau de desacetilagdo, que por sua vez influéncia as propriedades estruturais
fisico-quimicas (massa molar, alongamento na ruptura e resisténcia a tracao) e bioldgicas
(principalmente as propriedades cicatrizantes da quitosana) (DASH et al., 2011; ZHABG et al.,
2010; CHATELET et al., 2001).

Além de ser um polimero bioativo, a quitosana € um agente homeostatico, que apresenta
propriedades anti-trombogénicas. Também possui a capacidade de estimular o sistema imune
do organismo contra infec¢des virais e bacterianas. Finalmente, favorece a regeneragdo de
tecidos moles (como a pele) e duros (como por exemplo, os ossos) (MUZZARELLI, 1993;
MUZZARELLI et al., 1994). A quitosana pode ter ainda seu uso ampliado quando combinada
com outros materiais, por exemplo: heparina (HE et al., 2007), xantana (VEIGA, 2009) e



alginato (RODRIGUES, 2008; BUENO, 2010 MENG et al., 2010), dentre outros. Entretanto,
sua insolubilidade em dgua e em alguns solventes organicos limita seu uso como suporte de

farmacos, estimulando assim modificagdes quimicas na sua cadeia.

2.4.1 Modificac¢oes da Quitosana

A modificagdo da estrutura quimica de biopolimeros confere propriedades funcionais
adicionais ou simplesmente melhora seus atributos ja caracteristicos. A quitosana também pode
ser submetida a modificagdes quimicas, o que pode potencializar ou inibir suas propriedades de
acordo com a aplicagdo desejada. Isso porque a quitosana permite modificagdes quimicas
seletivas devido as diferencas de reatividade do grupo amino na posi¢ao C2 e das hidroxilas

nas posigoes C3 e C6 (Figura 3) (LIU et al., 2004).
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Figura 3: Representacio esquematica da quitina (NH2> NHCOCH3) ou quitosana (NHCOCH3> NH2)
Fonte: Autoria Propria.

Os grupamentos hidroxila e amino possuem pares de elétrons livres, que podem ser
compartilhados, podendo atuar como base em reacdes acido-base e também como um
nucledfilo em reagdes de substituicdo, como por exemplo, em acilacdo e em alquilagao
(SANTOS et al., 2003). Sendo o grupamento amino da quitosana mais reativo que os
grupamentos hidroxilicos (LIMA, 2010).

A presenca destes grupos reativos em sua cadeia, conferem a quitosana, uma das
caracteristicas mais interessantes, a sua versatilidade para modificagdo quimica. A presenga de
grupos amino propicia inimeras modificacdes quimicas na superficie do polimero (LAUS et
al., 2006; LIMA, 2010). Podendo introduzir novos grupos funcionais na cadeia polimérica da

quitosana obtendo-se inumeros derivados a fim de atingir as finalidades desejadas. Nessa
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funcdo, podem ser feitas varias reacdes de modificagdo, dentre as quais se destacam as reagdes
de acilagdo, alquilacao, formagdo de base de Schiff, carboxilagdo, N-ftaloilagdo, sililacdo,
tosilacao etc (BONAR et al, 2005).

A imobiliza¢dao de novos grupos funcionais na cadeia da quitosana pode torna-la mais
estavel quimicamente, termicamente, além de prevenir a dissolu¢do do biopolimero quando o
mesmo se encontra em solugdes acidas ou ainda aumentar a reatividade (NGAH, 2002).

Uma vez que, em solugdes acidas o grupo amino da quitosana encontra-se protonado
tornando assim a quitosana soluvel, reagdes com agentes reticulantes tornam a quitosana
insolivel em meio dcido (NGAH, 2002) devido a formacao de uma rede tridimensional formada
por ligagdes cruzadas. Na reticulagdo de um polimero as cadeias poliméricas adjacentes sao
interconectadas através de um agente reticulante (NGAH, 2002).

Pesquisas indicam que a quitosana reticulada quando usada como matriz na liberagao

controlada de fArmacos libera a droga por um tempo mais prolongado (ROKHADE et al., 2007).

2.4.2 Hidrogéis

Os hidrogéis representam uma classe importante de materiais poliméricos que podem
inchar retendo grandes quantidades 4gua no seu interior, sem dissolverem. Uma vez inchados,
as propriedades destes hidrogéis sdo influenciadas em grande parte pelo teor de agua no seu
interior que, frequentemente, excede 100% de seu peso em volume (KIM et al., 2003).

Os hidrogéis sao compostos por redes tridimensionais usualmente de polimeros
hidrofilicos e podem apresentar diversas composi¢des quimicas e consequentemente diferentes
propriedades fisicas, o que os permite ter uma vasta aplicagdo na area médica.

Podem ser quimicamente estaveis ou podem degradar e eventualmente desintegrar e
dissolver. Estes sdo considerados reversiveis ou géis fisicos quando a rede ¢ mantida unida por
entrelagamento molecular, e/ou forcas de interacdo secundarias, incluindo forcas idnicas,
ligag¢des de hidrogénio ou forca hidrofébicas, ou podem ser considerados géis permanentes ou
quimicos quando formam redes covalentemente reticuladas (HOFFMAN, 2002). A Figura 4
ilustra a formacao de um hidrogél fisico e/ou quimico a partir da modificacdo quimica de um

polimero hidrofébico.
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Figura 4: Representacio esquematica da formaciao de um hidrogel fisico e de um hidrogel quimico a partir
da modificacio quimica de um polimero hidrofébico.
Fonte: HOFFMAN, 2002.

Na engenharia de tecidos, os hidrogéis se destacam na aplicacdo como curativos para
terapia de lesdes, j4 que promovem um ambiente umido no local do ferimento, sdo permeaveis
a metabolitos, ndo aderem e ndo reagem com tecidos bioldgicos, ndo causam irritagdo no local
e, portanto, possuem boa aceitacdo dos pacientes. Em geral apresentam limitada resisténcia
mecanica, o que pode ser superado pela reticulacdo de suas cadeias, promovendo refor¢o na
estrutura (LEE et al., 1995; HOFFMAN, 2002; BOATENG et al., 2008; HOARE; KOHANE,
2008). A maioria dos hidrogéis, formados pela reticulagdao de cadeias poliméricas, exibem uma
forte dependéncia da densidade das ligacdes cruzadas, das propriedades mecanicas e da taxa de
degradacao.

Hidrogéis para revestimentos de lesdes sdo disponiveis comercialmente como
membranas, gazes, ou mesmo na forma original. Proporcionam um efeito calmante e
refrescante as regides lesadas. Eles sdo excelentes para a criacdo ou manuten¢do de um
ambiente hidrofilico e sdo utilizados em ulceragdes com baixos niveis de drenagem. Géis sao
aplicados diretamente sobre a lesdo, ndo aderem a ferida, e geralmente sdo cobertos com um
curativo secundario de espuma ou gaze, por exemplo, para manter o nivel de umidade
necessaria para promover a cicatrizacdo (OVINGTON, 2002; SIPOS, 2004; NGUYEN et al.,
2009).

Entre as propriedades referidas, os hidrogéis possuem ainda um elevado grau de

flexibilidade comparavel a de um tecido natural, um ambiente interior muito aquoso, uma baixa
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tensdo interfacial e uma estrutura porosa. Estas caracteristicas fazem dos hidrogéis, materiais
excepcionalmente promissores para varias aplicacdes biomédicas nomeadamente no campo
biologico (SADOWSKI et al., 2013).

Existem muitas estruturas macromoleculares possiveis para a formagao de hidrogéis.
Estes podem ser constituidos de redes poliméricas reticuladas como as redes de polimeros
interpenetrantes (IPNs) ou complexos polieletroliticos, assim como pela obtencao de blendas,

compositos e de copolimeros.

2.4.2.1 Hidrogéis a Base de Blendas Poliméricas

As blendas sdao misturas fisicas de dois ou mais polimeros. Nessa mistura nao ha ligacao
quimica e o produto final resulta numa combinagao de propriedades. Elas podem se apresentar
na forma de um sistema homogéneo, monofasico ou heterogéneo, multifdsico com polimeros
sintéticos ou outros polimeros naturais (MANO; MENDES, 1999). Assim, a caracteristica mais
importante de uma blenda e o comportamento das fases, ou seja, as blendas poliméricas podem
apresentar miscibilidade, separagao de fases ou miscibilidade parcial (LLOYD, 2007). Segundo
Orefice et al. (2004) as propriedades de uma blenda dependem da composicao do sistema, da
compatibilidade de seus componentes, do processamento e da morfologia.

As blendas a base de polimeros biodegradaveis sdo desenvolvidas com a finalidade de
melhorar as propriedades fisicas, quimicas, mecanicas e, principalmente, aumentar a taxa de
biodegradacdao. Em algumas formulagdes obtém-se ainda a redu¢do do custo total do material
(ISHIAKU et al., 2002).

Blendas a base de quitosana tém sido propostas a fim de aumentar a biocompatibilidade
e a eficiéncia de encapsulamento dos farmacos (CASCONE, 2001; CASCONE, 2004;
HIRANO, 2000 apud ABREU, 2008). E o teor de quitosana ¢ fundamental para o ajuste entre
as propriedades mecanicas e de liberagdo de farmacos (ZENG; FANNG; XU, 2004 apud
ABREU, 2008).
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2.5 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

Os sistemas de liberagao controlada podem ser definidos como modificagdes
farmacotécnicas que permitem alterar as propriedades cinéticas ou dindmicas de um farmaco
(CHELLAT etal., 2005: BRIGGER et al., 2001). O controle da liberagao de farmacos em sitios
especificos, através da utilizacao de vetores capazes de permitirem a otimizacgao da atividade
terapéutica do farmaco tem sido uma area de intensa pesquisa na ultima década. Dentre os
vetores, incluem-se as microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e nanoparticulas)
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

A melhoria no desenvolvimento de sistemas de liberacao controlada depende da selegao
de um agente adequado capaz de controlar a liberacdo do farmaco, manter a acdo terapéutica
ao longo do tempo e/ou liberar o farmaco em um determinado tecido ou orgdo desejado
(RAVAL et al., 2010). Dentre as varias opgdes, os polimeros sdo agentes eficientes para atuar
nesta funcao.

A liberagdao de substancias ativas pode ser resultante de varios fatores tais como: a
erosao e o intumescimento das matrizes, a taxa de penetracdo da dgua na matriz, a difusdo e
distribuicdo do farmaco na matriz, a propor¢do entre o farmaco e a quantidade de polimero,
dentre outros (CARABALLO, 2009).

Os sistemas de liberagdo controlada de farmaco apresentam um conjunto vasto de
vantagens: a frequéncia de administragdo do farmaco pode ser reduzida com um consequente
aumento da adesdo a terapéutica por parte do doente, mantendo desta forma um nivel
plasmatico de farmaco mais adequado. Assim, proporciona um controle mais adequado da
absor¢do do farmaco, sendo que a margem de seguranca de farmacos potentes pode ser
aumentada e a incidéncia de efeitos laterais adversos diminuidos (LACHMAN, 2001).

A escolha da via de administracdo de uma droga ¢ determinada por suas propriedades
fisicas e quimicas, pelo local de acao desejado e pela rapidez de agdo solicitada (GROLLMAN,
1951). A via de administra¢do ¢ o mais importante dos fatores que influenciam na absorc¢ao das
drogas. A absorcdo ¢ a velocidade com que uma droga deixa seu local de administracdo e a
extensao em que iSso ocorre.

As vias de administracdo podem ser agrupadas em enteral e parenteral. A via enteral
inclui o uso de medicamentos pelas vias bucal, oral, sublingual e reta, ou seja, quando a droga
entra em contato com qualquer um dos segmentos do trato gastrintestinal. As demais vias sao

denominadas parenterais, e, portanto, podem ser acessadas pelas injecdes (intradérmica,
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intramuscular, intravenosa, intrarterial, intratecal, intracardiaca, etc) ou por outras formas
(percutanea, respiratdria, conjuntiva, genitourinaria, etc) (SILVA, 1989; ANDRADE, 1999).

A pele ¢ uma rota alternativa para administragao de farmacos, permitindo a liberagao
controlada na corrente circulatdria e evitando efeitos adversos geralmente observados pela via
oral ou parenteral (BOLZINGER et al.,, 2012). O uso desta via pode aumentar a
biodisponibilidade, evitar o metabolismo de primeira passagem do figado e a degradacao
enzimatica no sistema gastrico (LV et al., 2011; SMITH; WOOD; DORNISH, 2004).

No desenvolvimento de novos sistemas para liberagdo de farmacos, micelas,
lipossomas, emulsdes sub-micrométricas e nanoparticulas poliméricas tém sido propostas para
aumentar a absorc¢do percutanea de ativos farmacoldgicos, atenuando o dano causado na fungao
de barreira da pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; SHIM et al., 2004; GUTERRES et al.,
2007; KULKAMP et al., 2009; MORAES et al., 2009).

2.6 SUBSTANCIA BIOATIVA

2.6.1 Eugenol

O eugenol (EUG) ¢ um derivado fenilpropanoéide, sendo quimicamente designado como
4-alil-2-metoxi-fenol ou 2-metoxi-4-(2-propenil-fenol) (MORRISON; BOYD, 1961),
conhecido comumente como esséncia de cravo, pois esta presente em grande quantidade no
0leo essencial de cravo da india (Eugenia aromatica) (ESCOBAR, 2002).

E sintetizado biologicamente, a partir do aminoacido fenilalanina, através da rota
metabolica dos fenilpropandides, via: chiquinato, fenilalanina e 4cido unamico
(SENANAYAKE et al., 1977). Possui consisténcia liquida e oleosa, de cor amarelo claro, com
aroma caracteristico, sabor ardente e picante (ALMEIDA, 2004). Os pontos de fusdo e ebuli¢ao
sdo -9 e + 253°C (BUDAVARI, 1996). Quando em contato prolongado com o ar, apresenta
instabilidade, tornando-se mais viscoso € de cor escura avermelhada.

Os efeitos biologicos do eugenol dependem de sua concentracdo e do tempo de
exposicdo ao tecido (ESCOBAR, 2002). Possui varias propriedades farmacoldgicas, dentre

elas: antimicrobiana, antinflamatéria, antioxidante, modulador de respostas imunes,
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anticarcinogénica, cardiovasculares, antinociceptiva e anestésica local. Estrutura quimica do
eugenol estd representada na Figura 5.
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Figura 5: Estrutura do Eugenol
Fonte: Autoria Propria.

2.6.2 Naproxeno

O naproxeno (NAP) ¢ um anti-inflamatério nao-esterdide, derivado do 4acido

propidnico, conhecidos como profenos. Mas, diferentemente de outros derivados do seu grupo,

0 naproxeno sobressai, pois possui longo tempo de meia-vida, permitindo uma administragao
eficaz e um menor nimero de dosagens durante o dia (AMARAL, 1997).

O naproxeno € um po cristalino branco com sabor e cheiro pouco ativo. Denominado

quimicamente como acido (S)-2-(6-metoxi-2naftil)propionico (AMARAL, 1997), este anti-

inflamatorio ¢ comercializado enantiomericamente puro, pois o R ¢ hepatotoxico. Estrutura
quimica do Naproxeno esta representada na Figura 6.

Segundo Pereira (2009) o naproxeno € soluvel em alcool, cloroféormio, metanol, acetona

e lipideos, sendo pouco soluvel a baixo pH, apresentando um coeficiente de particao (Log P) a
pH 7 entre 1,4 a 1,8. Deste modo, conferindo ao naproxeno um carater lipofilico.

Hy

1)

OM
HaCo O

Figura 6: Estrutura do Naproxeno.
Fonte: Autoria prépria.

Segundo Amaral, (1997) o naproxeno além de ser administrado por via oral, tem sido
bastante utilizado em formas de administragcdo cutaneas, pois se apresenta de modo geral, bem

tolerado pela pele humana. Estudos recentes demonstraram niveis significativos deste farmaco
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em tecidos profundos como o musculo e o liquido sinovial, apds aplicacdo topica (AMARAL,
1997). O que representa uma vantagem quando se pretende aliviar sintomas locais, eliminando

efeitos sistémicos indesejados, quando administrado por via oral.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi a obtencao de hidrogéis a base de N-acetilquitosana
com substancias bioativas (naproxeno e/ou eugenol) para aplicacao em lesoes da pele utilizando

sistemas de liberagao controladas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modificar a quitosana através de reagao de acetilagao;

e Obter filmes a base de N-acetilquitosana pura e contendo substancias bioativas;

e Obter hidrogéis a base de blendas de N-acetilquitosana pura e contendo as substancias

bioativas;

e Avaliar a liberagdo das substancias bioativas através de medidas de espectrofotometria

UV-Vis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

A quitosana utilizada foi adquirida pela Polymar S.A. com grau de desacetilagdo de
86,7%. Acetato de celulose (CA, Mn = 30.000 g.mol-1, grau de substitui¢ao de 2,5) e o
polietileno glicol (PEG) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.Os reagentes utilizados foram:
acetona (Synth), N,N-dimetilformamida P.A. (Cromato Produtos Quimicos Ltda); anidrido
acético P.A. (ISOFAR Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda); piridina P.A. (Vetec
Quimica Fina Ltda); metanol P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda); N,N-dimetilacetamida P.A.
(Vetec Quimica Fina Ltda); cloreto de litio (LiCl) P.A. (Exodo Cientifica) e 4cido cloridrico
(HCI) P.A. (Proquimios). Todos reagentes que foram utilizados apresentaram pureza analitica.

O naproxeno (NAP) foi extraido de medicamento comercial e o eugenol (EUG, Natural

> 98%) foi adquirido da Sigma-Aldrich.

4.2 PREPARACAO DA N-ACETILQUITOSANA

A N-acetilquitosana (QTA) foi obtida por acetilacao da quitosana em meio heterogéneo
segundo metodologia descrita por GARCIA (2008). Neste procedimento 12,50 g de quitosana
(QT) foram dispersos em 100,0 mL de N, N-dimetilformamida (DMF), em um baldo de fundo
redondo. O sistema ficou sob agitacdo constante por 30 minutos, para que houvesse o
intumescimento da quitosana, ¢ desta forma, favorecer a reacdo pela maior exposicao dos
grupos funcionais reativos. Apos este processo, o sistema foi resfriado a 0°C em banho de gelo.

Em seguida, foi adicionado no baldo 500 mL de uma solucdo previamente preparada de
anidrido acético e piridina, em uma proporcao de 96 e 4% (v/v), respectivamente. A mistura foi
mantida sob agitagdo constante, por cerca de 10 horas, a temperatura ambiente. Apos esse
periodo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de agua destilada e gelo. Formando um p6
branco, que foi filtrado e lavado com dgua destilada e, posteriormente, com metanol. O material
obtido foi seco sob pressao reduzida. A Figura 7 apresenta a fotografia do material obtido apos

acetilacdao da quitosana.



19

Figura 7: Fotografia do produto obtido apés a acetilacdo da quitosana.
Fonte: Autoria prépria.

4.2.1 Teste de solubilidade

Cerca de 50 mg da quitosana ou N-acetilquitosana foi pesada e inserida dentro de tubos
de ensaio. Em seguida, adicionou-se10 mL de diferentes solventes: dgua destilada, acetato de
etila, diclorometano, acetona, N, N-dimetilacetamida (DMA), solugdo de 5% (m/v) de LiCl em
DMA e solugdo de acido acético 2% (m/m). As misturas foram mantidas sob agitagdo constante
a temperatura ambiente e a solubilidade foi analisada ap6s 24 e 48 horas, considerando-se a

massa residual de sélido e a formagao de gel.

4.2.2 Caracterizacao da N-acetilquitosana

4.2.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN de 1*C)

Os espectros de RMN de "*C do estado sélido foram obtidos em um espectrometro
Bruker, 75,48 MHz. Os espectros foram obtidos utilizando a técnica de CP/MAS (polarizagao
cruzada com rota¢do no angulo magico) nas seguintes condigdes: tempo de contato de 500 ps,

pulso de 90 graus (4,5us), intervalo entre pulsos de 1 s e poténcia de pulsos de '*C calibrados
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para atingir a condicdo Hartmana-Haha; velocidade de rotacdo no MAS de 4,5 KHz e 2048
transientes. Os espectros foram processados utilizando-se fun¢ao de alargamento de linha line
broadening de 50 Hz e os deslocamentos quimicos referenciados pelo DMSO. As analises
foram realizadas na Universidade Estadual de Campinas, por intermédio do prof. Dr. Juliano

A. Bonacin.

4.2.2.2 Difragao de Raios X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos em um difratometro de raios X Shimadzu, modelo
XRD-7000, operando com radia¢ao K, do Cu (A =0,15406 nm), tensao de 40 kV e corrente de
40 mA. As andlises foram realizadas na Universidade Estadual de Campinas, por intermédio

do prof. Dr. Juliano A. Bonacin.

4.3 PREPARACAO DOS FILMES DE N-ACETILQUITOSANA

4.3.1 Filmes de N-acetilquitosana

Os filmes foram preparados dispersando 100 mg de N-acetilquitosana em 10 mL de uma
solugdo de N,N-dimetilacetamida (DMA) contendo 5% (m/m)de cloreto de litio (LiCIl). A
dispersao foi mantida em agita¢do constante durante 12 horas a temperatura ambiente. Apds a
homogeneizacao a dispersao foi espalhada em placa de Petri e o solvente foi evaporado em
temperatura ambiente por uma semana. Apos obtengdo dos filmes, o mesmo foi lavado com
agua destilada, por diversas vezes, durante trés dias, a fim de remover residuo de N,N-
dimetilacetamida. Posteriormente, os filmes foram secos, em estufa 40°C, por 4 dias. Os filmes

obtidos apresentaram espessura de aproximadamente 500 um.
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4.3.2 Filmes de N-acetilquitosana com substancias bioativas

As substancias bioativas utilizadas foram: eugenol (EUG), naproxeno (NAP) e mistura
de eugenol com naproxeno na propor¢ao de 1:1 (EUG/NAP).

Os filmes de N-acetilquitosana contendo as substancias bioativas foram preparadas
utilizando a mesma metodologia descrita no item 4.3.1. Sendo que, a substancia bioativa foi
incorporada a dispersao apos 12 horas e mantida sob agitacdo por mais uma hora. Em todos os
casos foi mantida a propor¢ao de 1% (m/v) de N-acetilquitosana e 5% (m/m) da substancia

bioativa.

4.4 PREPARACAO DAS BLENDAS

4.4.1 Blendas de N-acetilquitosana e Acetato de Celulose (QTA/AC)

As blendas de N-acetilquitosana e Acetato de Celulose (QTA/AC) foram preparadas em
diferentes proporgdes. Inicialmente, N-acetilquitosanae o Acetato de Celulose foram dispersos,
separadamente, na solu¢do de N, N-dimetilacetamida contendo 5% (m/m) de LiCl. As
dispersdes foram mantidas em agitagao constante durante 12 horas, a temperatura ambiente.
Apo6s a homogeneizacao, a dispersao do acetato de celulose foi adicionada sobre a dispersao da
N-acetilquitosana e a mistura foi agitada por mais 12 horas.

Apds a homogeneizag¢do, a mistura foi vertida em placa de vidro e o solvente foi
evaporado em temperatura ambiente por uma semana. Apos obtencao dos filmes das blendas,
o mesmo foi lavado com agua destilada, por diversas vezes, durante trés dias, a fim de remover
residuo de N,N-dimetilacetamida. Posteriormente, os filmes foram secos, em estufa 40°C, por
4 dias. Os filmes obtidos apresentaram espessura de aproximadamente 500 um.

As blendas contendo as substancias bioativas foram preparadas utilizando a mesma
metodologia das blendas puras. Sendo que, o eugenol ou naproxeno foram incorporados a
dispersao apos 12 horas de agitagao.

Em todos os casos foi mantida a propor¢do de 1% (m/v) de N-acetilquitosana/Acetato

de Celulose e 5% (m/m) da substancia bioativa.
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4.4.2 Blendas de N-acetilquitosana e Polietileno Glicol (QTA/PEG)

As blendas de N-acetilquitosana e Polietileno Glicol (QTA/PEG) foram preparadas em
diferentes proporgdes. Inicialmente, a N-acetilquitosana e o Polietileno Glicol foram dispersos,
separadamente, na solu¢do de N,N-dimetilacetamida contendo 5% (m/m) de LiCl. As
dispersdes foram mantidas em agitagao constante durante 12 horas, a temperatura ambiente.
Apos a homogeneizagao, a dispersao do polietileno glicol foi adicionado sobre a dispersao da
N-acetilquitosana, a mistura foi agitada por mais 12 horas.

Apds a homogeneizacdo, a mistura foi vertida em placa de vidro e o solvente foi
evaporado em temperatura ambiente por uma semana. Apos obtencao dos filmes das blendas,
o mesmo foi lavado com agua destilada, por diversas vezes, durante trés dias, a fim de remover
residuo de N,N-dimetilacetamida. Posteriormente, os filmes foram secos, em estufa 40°C, por
4 dias. Os filmes obtidos apresentaram espessura de aproximadamente 500 um.

As blendas contendo as substancias bioativas foram preparadas utilizando a mesma
metodologia das blendas puras. Sendo que, o eugenol ou o naproxeno ou mistura
eugenol/naproxeno foram incorporados a dispersdo ap6s 12 horas de agitagdo. Em todos os
casos foi mantida a proporcao de 1% (m/v) de N-acetilquitosana/Polietileno Glicol e 5% (m/m)
da substancia bioativa.

Na Tabela 1 estdo apresentadas todas as composigdes e os codigos das amostras obtidas.

Tabela 1 - Composicdo e os codigos dos filmes de N-acetilquitosana e das blendas puras e
contendo as substincias bioativas.

Cédigo das Amostras Porcentagem Porcentagem Porcentagem Massa
Massica de Massica de Massica de daSubstanci
Quitosana (%) Acetato de Polietileno a Bioativa
Celulose (%) Glicol (%) (%)
QTA 100 - -- --
QTA/EUG 100 - - 5
QTA/NAP 100 - - 5
QTA/EUG/NAP 100 - - 5
AC - 100 - -
QTA90/AC10 90 10 - --
QTAS80/AC20 80 20 - --
QTA70/AC30 70 30 - --

QTA60/AC40 60 40 = -
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QTAS0/ACS0 50 50 -- --
QTAS80/AC20/EUG 80 20 -- 5
QTAS80/AC20/NAP 80 20 -- 5
PEG -- -- 100 --
QTA90/PEG10 90 -- 10 --
QTAS80/PEG20 80 -- 20 --
QTA70/PEG30 70 -- 30 --
QTA60/PEG40 60 -- 40 --
QTAS0/PEG50 50 -- 50 --
QTAS80/PEG20/EUG 80 -- 20 5
QTAS80/PEG20/NAP 80 -- 20 5
QTAS80/PEG20/EUG/NAP 80 -- 20 5

Fonte: Autoria prépria.
4.5 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS
4.5.1 Teste de Intumescimento

O ensaio de intumescimento foi realizado utilizando solugao tampao salina (pH = 6,8).
Para o ensaio dos filmes, as amostras foram cortados, 0,5 x 0,5 cm?, pesando cerca de 100 mg.
Em seguida os filmes foram imersos em 50 mL da solu¢do tampao salina, os filmes foram
retirados, em intervalos de tempo pré-determinados, secos com auxilio de papel de filtro e
pesados.

A partir dos resultados obtidos, o grau de intumescimento (GI%) foi calculado segundo

a Equacio 1 (KOKABI M. M., 2007):

M, —M
GI%=%JC10O (1)
0

Sendo:
GI % o grau de intumescimento;

M0 a massa da amostra seca (g);

Mt a massa da amostra hidratada (g).
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4.5.2 Caracterizacdo Morfoldgica

A caracterizagao morfologica dos filmes foi analisada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) (Shimadzu, SS 550 Superscan, voltagem de aceleracdo de 15 kV e
intensidade de corrente de 30 mA). Sendo a superficie de fratura das amostras cobertas
previamente com uma fina camada de ouro. As andlises foram realizadas na Universidade

Estadual de Maringa, por intermédio do prof. Dr. Adley Forti Rubira.

4.5.3 Liberagao controlada das substancias bioativas

A liberacao das substancias bioativas foi feita imergindo os filmes em um fluido de
simulagao da pele com pH 6,8. Para analisar o tempo e a forma (rapida/lenta) de liberacao das
substancias bioativas dos materiais obtidos, estas solugdes foram mantidas sob agitagcdo
constante € com temperatura controlada de 37 °C. Aliquotas de 3 mL foram recolhidas, em
intervalos de tempo variando de 5 min até 5 dias, e em seguida, leituras de absor¢do foram
realizadas em Espectrofotometro UV-Vis T70+, PG Instruments. Posteriormente as aliquotas
foram devolvidas para dentro do frasco. A concentracdo da substancia bioativa liberada foi
determinada a partir de uma curva analitica, correlacionando a absor¢do versus concentragao

da substancia bioativa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE SOLUBILIDADE

Inicialmente, foi realizado um teste de solubilidade com a quitosana, em diferentes
solventes, os resultados estao apresentados na Tabela 2. A partir do teste de solubilidade, ¢
possivel observar que a quitosana intumesceu somente na solugdo de acido acético. Este
resultado ja era esperado uma vez que, a presen¢a de um grande nimero de grupos hidroxila e
amino em sua cadeia, leva a formacao de ligagdes de hidrogénio intra- e intercadeias, onde o
mesmo ¢ insoluvel na maioria dos solventes organicos, sendo soluvel somente nas solugdes de
acidos organicos com pH inferior a 6 (MUZZARELLI, 1973).

A insolubilidade da quitosana em agua e em alguns solventes organicos limita seu uso
como suporte de farmacos, estimulando assim modificagdes quimicas na sua cadeia. Entretanto,
a presenga destes grupos reativos, conferem a quitosana, uma das caracteristicas mais
interessantes, a sua versatilidade para modificagdo quimica. Além disso, a imobilizacdo de
novos grupos funcionais na cadeia da quitosana pode tornd-la mais estavel quimicamente,
termicamente, além de prevenir a dissolu¢do do biopolimero quando o mesmo se encontra em

solugdes acidas ou ainda aumentar a reatividade (NGAH, 2002).

Tabela 2 - Teste de Solubilidade da Quitosana e da N-acetilquitosana em diferentes solventes apds 24 horas
de agitacio.

Solventes Quitosana N-acetilquitosana

Acetato de etila

Acetona

Solugio de Acido Acético 2%
Agua destilada
Diclorometano
N,N-dimetilacetamida

DMA/LiCl

N3ao Intumesce

N3ao Intumesce

Intumesce

N3ao Intumesce

Nao Intumesce

Nao Intumesce

Nao Intumesce

Nao Intumesce
Nao Intumesce
Nao Intumesce
Nao Intumesce
Nao Intumesce
Nao Intumesce

Formagao de gel

Fonte: Autoria propria.
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Com intuito de obter hidrogéis a base de quitosana, a mesma foi acetilada em meio
heterogéneo utilizando anidrido acético e piridina. A reagdo em meio heterogéneo consiste no
intumescimento da quitosana em N,N-dimetilformamida, favorecendo a reacdo pela maior
exposicdo dos grupos funcionais reativos. Apos a modificagdo foram realizados testes de
solubilidade, afim de observar em qual solvente haveria a formag¢dao do gel, Tabela 2. A
fotografia das dispersdes da N-acetilquitosana em diferentes solventes estd apresentada na

Figura 8.

Figura 8: Fotografia do teste de solubilidade da N-acetilquitosana em diferentes solventes: (a) acetato de
etila, (b) acetona, (c¢) solucdo de acido acético, (d) agua destilada, (e) diclorometano, (f) N,N-
dimetilacetamida, (g) DMA/LiCl ap6s 24 horas e (h) DMA/LiCIl apés 48 horas.

Fonte: Autoria prépria.

Observa-se nas Figuras 8(c) e 8(d) que a N-acetilquitosana ndo intumesceu em agua e
na solucdo aquosa de 4cido acético, apresentando pouca afinidade pelos solventes mais polares
e proticos. Esse resultado pode ser um reflexo da diminui¢do do nimero de grupos hidrofilicos
(OH e NH) livres do polimero, devido a introdug@o dos grupos acetil. Sabe-se que a obtencao
de derivados acetilados de quitosana soliveis em dgua se deve a uma distribui¢ao aleatdria dos
grupos acetil proporcionada pela reacdo em solugdo, aumentando assim a repulsdo eletrostatica
entre as cadeias, logo, existindo uma maior solubilidade em meio 4cido.

Por outro lado, a N-acetilquitosana intumesceu somente na solucdo de N,N-
dimetilacetamida com cloreto de litio (DMA/LiCl), como observar-se na Figura 8(g). Além
disso, foi possivel verificar a formagdo do gel apds 48 horas, Figura 8(h). Estes resultados

mostram a importancia da for¢a i6nica no meio, sendo o cloreto de litio, o responsavel pela
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ruptura das regides cristalinas. Isso pode ser explicado pelo fato do Li" formar um complexo
com as moléculas do DMA, originando um macrocation ([DMA-Li]"), e os ions cloreto, por
sua vez, passam a formar ligacdes semelhantes as ligacdes hidrogénio com os atomos de
hidrogénio das hidroxilas do polissacarideo, promovendo a reducdo das interagcdes entre as
moléculas de quitosana e a consequente solubilizagdo do polimero (STRIEGEL, 1997).
Portanto, os filmes de N-acetilquitosana foram preparados utilizando a solucado de DMA
com 5% (m/m) de LiCl. A Figura 9 mostra a fotografia do filme obtido da N-acetilquitosana,
podendo observar sua facil gelificagdo, isso devido a redugdo da hidrofilicidade da quitosana
pela introdugdo dos grupos acetil, e sua capacidade de conservacao apos a sinérese. Por se tratar
de um material para aplicacdo biomédica, os filmes foram lavados, pois 0 DMA se trata de um
solvente orgédnico com elevada toxicidade. Apds o processo de lavagem, observou-se que os
filmes de N-acetilquitosana se tornaram mais rigidos, isso devido a contrac¢do da estrutura do
filme apds a reducdo de seu volume, devido a formagdo de novas ligagdes hidrofébicas e de

hidrogénio (GARCIA, 2008), com aspecto borrachoso, Figura 9(c).

Figura9: Fotografia dos filmes de N-acetilquitosana com DMA/LiCl:(a) filme sem lavagem, (b) filme apés a
lavagem com agua destilada e (c) filme apos a secagem.
Fonte: Autoria propria.
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5.2 CARACTERIZACOES DA N-ACETILQUITOSANA

5.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear de '*C

O espectro de RMN de '*C do estado solido da quitosana pura e a associagdo dos picos
aos atomos de carbono estdo apresentados na Figural0. Os picos em 24,3 ¢ 175,2 ppm sdo
atribuidos respectivamente aos grupamentos metila e carbonila do residuo da (COCHz3)
presentes na quitosana original (MONTEIRO et al., 1999). Os demais picos associados aos
carbonos encontram-se indicados na estrutura presente na Figura 10, estando em concordancia

com a literatura (GARCIA, 2008).

Mormalized Intensity
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Chemical Shift (ppm)

T
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Figura 10: Espectro de RMN de '*C da quitosana pura.
Fonte: Autoria prépria.

A Figura 11 apresenta o espectro d¢ RMN de '*C da N-acetilquitosana, na qual é

possivel observar um aumento significativo na intensidade dos picos em 23,4 (C8) e 174,3 ppm
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(C7), comparado ao da quitosana pura, confirmando assim, a acetilagdo nos grupamentos amino
livres. Além disso, o pico em 174 ppm esta associado ndo sé ao carbono da carbonila da amida
(C7), mas também ao carbono da carbonila do grupo éster (C10). Dessa forma, a quantificagao
isolada dos grupamentos OH e NH> acetilados ndo foi possivel através dessa técnica, devido a

sobreposi¢do dos picos dos carbonos C7 e C10.
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Figura 11: Espectro de RMN de *C da N-acetilquitosana.
Fonte: Autoria propria.

Uma avaliagdo do grau de substituicao foi realizada em fun¢do da razdo entre as
porcentagens de carbono presentes nas amostras a 23 ppm (C8) e a 104 ppm (C1), sendo este
ultimo o padrdo interno de referéncia, Tabela 3. Estes resultados sugerem que a amostra
acetilada apresenta grau de substitui¢ao igual 0,95. Tendo em vista que o grau de substituicao
maximo seria 3 (as duas hidroxilas dos carbonos 3 e 6, € 0 grupo amino livre), o percentual de
OH e NH; acetilados ¢ de 31,7%. Trabalhos publicados anteriormente por outros pesquisadores,
(GARCIA, 2008; VACHOUD et al., 2007), mostram que a acetilagdo da quitosana em meio
homogéneo, realizada pelo anidrido acético em solu¢ao aquosa contendo um alcool, alcangaram

graus de N-acetilagdo na faixa de 25 a 99,5%, a partir da variagdo da razdo molar anidrido
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acético/grupos amino livres da quitosana. Entretanto, deve-se lembrar que, nessas condigdes
experimentais, a acetilagdo ocorre apenas nos grupos amino livres (GARCIA, 2008;
VACHOUD; ZYDOWICZ; DOMARD, 2007). Pode-se considerar que as amostras obtidas e
estudadas apresentam grau de acetilacdo da mesma ordem de grandeza daquelas preparadas por
acetilacdo em meio homogéneo. A diferenga bésica entre as amostras acetiladas em meio

homogéneo e heterogéneo seria a distribuicao dos grupos acetil ao longo da cadeia polimérica.

Tabela 3 - Determinacio do grau de substituicio da quitosana e da N-acetilquitosana.

Amostras Valores de Integracao Grau de substituicao
(GS)*
C8 C1
Quitosana 0,02 0,57 0,03
N-acetilquitosana 0,40 0,38 0,95

*QGrau de substitui¢do: razdo entre os valores de integragdo dos carbonos presentes nas amostras C8 e C1.
Fonte: Autoria prépria.

5.2.2 Difragao de Raios X

Os difratogramas de raios X, obtido do p6 da quitosana pura e da N-acetilquitosana,
podem ser observados na Figura 12. O difratograma da quitosana pura apresenta uma banda
larga na regido 10° - 40° correspondendo a fase amorfa caracteristico de um polimero
semicristalino.

Segundo Saito et al., (1987), a quitosana apresenta um arranjo atdmico similar ao da
quitina, sendo que os picos caracteristicos em 26 = 10,5° 19,9° e 22,2° correspondem aos
equatoriais (200), (020) e (220) e (202) de reflex@o. O pico em 26=19,9° apresentada pela
quitosana, indica uma regido de cristalinidade.

Além disso, o difratograma da N-acetilquitosana ndo apresenta mudancas significativa
em relagdo ao difratograma da quitosana pura, sugerindo que a reacao de acetilacdo, em meio

heterogéneo, provavelmente ocorreu nos dominios amorfos, preservando as regides cristalinas
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e favorecendo o surgimento dos grupos acetil em uma distribuicdo pouco aleatéria na cadeia

polimérica (GARCIA, 2008).

Quitosana

—— N-Acetilquitosana

Intensidade (u.a.)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20 (graus)

Figura 12: Difratograma de Raio X da quitosana e da N-acetilquitosana.
Fonte: Autoria prépria.

5.3 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS A BASE DE N-ACETILQUITOSANA

5.3.1 Caracterizagdo dos filmes de N-acetilquitosana

A fotografia dos filmes obtidos da N-acetilquitosana pura e contendo eugenol ou
naproxeno ou mistura eugenol/naproxeno estdo apresentadas na Figura 13. Todos os filmes
obtidos sdo translucidos e flexiveis, porém frageis. Os filmes contendo eugenol possuem
coloracdo amarelada, devido a propria coloragdo do dleo essencial. Além disso, a presenga das
substancias bioativas ndo modificou as caracteristicas visuais e as propriedades mecanicas dos
filmes, indicando que as particulas estdo distribuidas uniformemente na matriz polimérica e em

escala submicrométrica, além de serem misciveis com o polimero.
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Figura 13: Fotografia dos filmes de N-acetilquitosana puro (a) e com as substincias bloatlvas (b) eugenol
(QTA/EUG), (c) naproxeno (QTA/NAP) e (d) mistura de eugenol e naproxeno (QTA/EUG/NAP).
Fonte: Autoria propria.

5.3.2 Caracterizagdo dos filmes das blendas de N-acetilquitosana/acetato de celulose e de N-

acetilquitosana/polietileno glicol

Na busca de curativos mais modernos, que apresentem boa bioadesividade, flexibilidade
e elasticidade, neste trabalho, foram preparadas blendas a base de N-acetilquitosana. A obtengao
destas blendas, também podem aumentar a eficiéncia de encapsulamento dos farmacos. Neste
sentido, o teor de quitosana na blenda ¢ fundamental para o ajuste entre as propriedades
mecanicas e de liberagdo de farmacos seja estabelecido.

Portanto,  blendas de  N-acetilquitosana/acetato de  celulose e  N-
acetilquitosana/polietileno glicol foram preparadas em varias proporgdes. As fotografias dos
filmes destas blendas estdo apresentadas nas Figuras 14 e 15.

Todos os filmes das blendas obtidos sdo flexiveis e mais rigido em relacao ao filme da
N-acetilquitosana puro, conferindo melhores propriedades mecanicas para os mesmos. Além
disso, observa-se que as blendas contendo 20% (Figura 14(b)) e 30% (Figura 14(c)) de acetato
de celulose sdo mais esbranquicados. Esta caracteristica pode ser explicada pelo processo de
separacdo de fase que ocorre apos a evaporacao do solvente, indicando que nestas composicdes
a N-acetilquitosana ¢ parcialmente miscivel com o acetato de celulose. Os filmes das blendas
QTA60/AC40 (Figura 14(d)) e QTAS0/ACS50 (Figura 14(e)), que possui maior porcentagem
de AC, sdo mais quebradigos em relacdo as outras blendas. Esta caracteristica pode ser atribuida

amaior rigidez do acetato de celulose. J4, as blendas de N-acetilquitosana com polietileno glicol
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preparadas nas propor¢des 60/40 (QTA60/PEG40) e 50/50 (QTAS0/PEG50), ndo ocorreu a

formacao de filme, devido a maior porcentagem de polietileno glicol.

QTABD/ACZC ¢ | QTA7O/Acz0  d Acprs QTASD/ACAD THITMBSEIR oraso/acso

WI QTA90/ACI0 b

Figura 14: Fotografias dos filmes das blendas de NV-acetilquitosana/acetato de celulose puras em diferentes
proporgdes.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 15: Fotografia dos filmes das blendas de /NV-acetilquitosana/Polietileno Glicol puras em diferentes
proporcdes.
Fonte: Autoria prépria.

As blendas contendo as substancias bioativas também foram preparadas e a fotografia
dos filmes estdo a presentadas nas Figuras 16, 17 e 18. De maneira geral, as blendas apresentam
propriedades mecanicas semelhantes as blendas puras, em todas as porcentagens preparadas e
sdo translucidas. Sugerindo que o naproxeno e o eugenol atuam como agente compatibilizante,
devido as interagdes favoraveis, tornando os sistemas mais miscivel. As blendas contendo
eugenol apresentam uma cor amarelada, devido a propria coloragao do 6leo essencial (Figura

16).
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Figura 16: Fotografia dos filmes das blendas de N-acetilquitosana/Acetato de Celulose com Eugenol em
diferentes proporcoes.
Fonte: Autoria propria.

QTABD/AC2O/NAP  [TA € yravac QTATO/ACS0/NAP

Figura 17: Fotografia dos filmes das blendas de V-acetilquitosana/Acetato de Celulose com Naproxeno em
diferentes proporcoes.
Fonte: Autoria propria.

QTAB0/PEG20/EUG QTABO/PEG20/MNAP QTAB0/PEG20/EUG/NAP

Figura 18: Fotografia dos filmes das blendas de N-acetilquitosana/Polietileno Glicol (a) com Eugenol, (b)
Naproxeno e (¢) mistura Eugenol com Naproxeno.
Fonte: Autoria propria.
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5.3.3 Caracterizagdo Morfologica

As caracteristicas morfologicas das superficies de fratura criogénicas dos filmes de N-
acetilquitosana e das blendas de N-acetilquitosana/acetato de celulose e N-
acetilquitosana/polietileno glicol puro e com substancias bioativas foram investigadas por MEV
algumas micrografias estdo apresentadas nas Figuras 19 a 27. A morfologia da superficie de
fratura do filme de N-acetilquitosana puro (Figura 19) revela uma superficie lisa e indica um
filme denso e uniforme. As micrografias dos filmes de N-acetilquitosana com eugenol (Figura
20), naproxeno (Figura 21) e mistura eugenol/naproxeno (Figura 22) mostram as mesmas
caracteristicas, embora algumas particulas de naproxeno envolvidas pela matriz polimérica

também possam ser observadas, evidenciando a boa adesdo na interface polimero/substincia

bioativa.

Mag | wp P 10un
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Figura 19: Micrografias de MEV da superficie de fratura do filme de N-acetilquitosana puro.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 20: Micrografias de MEV da superficie de fratura do filme de /V-acetilquitosana com eugenol.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 21: Micrografias de MEV da superficie de fratura do filme de N-acetilquitosana com naproxeno.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 22: Micrografias de MEV da superficie de fratura do filme de N-acetilquitosana com mistura
eugenol/naproxeno.
Fonte: Autoria propria.

As micrografias dos filmes das blendas de N-acetilquitosana com 10% e 40% de acetato
de celulose (Figuras 23 e 26) mostram uma superficie lisa, sugerindo um filme denso e
uniforme. Além disso, as blendas obtidas nestas composi¢des 90/10 e 60/40 sdao misciveis. Ja
nas imagens das blendas QTA80/AC20 (Figura 24) e QTA70/AC30 (Figura 25), ou seja,
contendo 20% e 30 % de acetato de celulose, respectivamente, € possivel observar os dominios
de acetato de celulose dispersos na matriz de N-acetilquitosana. Estes resultados indicam que
nestas composi¢des a N-acetilquitosana € parcialmente miscivel com o acetato de celulose,
concordando com aspecto visual observado previamente nas fotografias Figura 14(b) e Figura
14(c). O filme da blenda de N-acetilquitosana contendo 10% de polietileno glicol,
QTA90/PEGI10, (Figura 27) também apresentou uma superficie lisa, sugerindo um filme denso

e que nesta composi¢ao a blenda de N-acetilquitosana e polietileno glicol sdo misciveis.
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Figura 23: Micrografias de MEV da superficie de fratura do filme de blenda de QTA90/AC10.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 24: Micrografias de MEV
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 25: Micrografias de MEYV da superficie de fratura do filme de blenda de QTA70/AC30.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 26: Micrografias de MEV da superficie de fratura do filme de blenda de QTA60/AC40.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 27: Micrografias de MEV da superficie de fratura do filme de blenda de QTA90/PEG10.
Fonte: Autoria prépria.

5.3.4 Teste de Intumescimento

O teste de intumescimento foi realizado para avaliar as amostras apds a imersdo em
solugdo de simulagdo da pele (pH 6,8). As Figuras 28 e 29 apresentam o perfil das curvas de
intumescimento das amostras dos filmes de N-acetilquitosana e das blendas de N-
acetilquitosana com 20% de AC e 20% de PEG contendo as substancias bioativas em fun¢do
do tempo. Observa-se que, as amostras das blendas contendo eugenol (QTA80/PEG20/EUG) e
naproxeno (QTA80/PEG20/NAP) atingiram o grau de intumescimento no equilibrio em 30
minutos, sendo a amostra QTA80/PEG20/NAP a de maior grau de intumescimento, chegando

em 53% em apenas 30 minutos. Além disso, os filmes de N-acetilquitosana e as blendas N-
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acetilquitosana/acetato de celulose contendo as substancias bioativas ndo intumesceu no tempo
analisado.

O maior grau de intumescimento, das blendas de N-acetilquitosana/polietileno glicol,
pode ser explicado devido as fortes interagdes eletrostaticas entre as cadeias poliméricas que
facilitam uma melhor interacdo com o meio, permitindo um rapido e eficiente inchamento no
local de interesse (ABREU, 2008). Ja as blendas com acetato de celulose hé a diminui¢do dessas
interacdes, além de ser hidrofobico, o que limita a penetragao de dgua ou meios aquosos em

suas cadeias, diminuindo assim o grau de intumescimento do filme.
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Figura 28: Curvas de intumescimento das amostras QTA, QTA/EUG, QTA/NAP, QTA/EUG/NAP,

QTAS80/AC20/EUG e QTA80/AC20/NAP em fung¢ao do tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 29: Curvas de intumescimento das amostras QTAS80/PEG20/NAP, QTAS80/PEG20/EUG,
QTAS80/PEG20/EUG/NAP em fun¢io do tempo.

Fonte: Autoria prépria.
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5.3.5 Liberagao controlada da substancia bioativa

O estudo de liberagao controlada foi realizado com o intuito de verificar o potencial das
membranas e blendas de quitosana como carregadores de substancias bioativas. Os graficos dos
espectros de absor¢ao do eugenol e naproxeno em diferentes concentragdes estdo apresentadas
nas Figuras 30 e 31, respectivamente. O eugenol apresentou absorbancia maxima em
aproximadamente 277 nm e o naproxeno em 332 nm. A partir destes graficos foi possivel
construir as curvas analiticas, correlacionando a absor¢ao versus concentracao da substancia

bioativa, Figuras 32 ¢ 33.
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Figura 30: Espectro de absorbincia versus comprimento de onda das solucdes do eugenol em diferentes

concentracoes.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 31: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda das solugdes do naproxeno em diferentes
concentracoes.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 32: Curva analitica do Eugenol (A =277 nm).
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 33: Curva analitica do naproxeno (A =332 nm).
Fonte: Autoria prépria.

A concentracao do eugenol e do naproxeno liberada a partir dos filmes foi determinada

utilizando a Equacao 2 e 3, respectivamente.

y=0,2382 + 11,036x )

3 =0,00855 +5,2x 3)

Os espectros de absor¢ao em fung¢ao do tempo dos filmes de N-acetilquitosana contento
a substancias biotivas estdo apresentadas nas Figuras 34, 35 e 36. Nos espectros de absorbancia
N-acetilquitosana com as substancias bioativas, € possivel observar trés picos de absor¢do, 220,
277 e 332 nm, na qual a absor¢do maxima relativa em 220 nm ¢ referente a N-acetilquitosana

pura, em 277 nm ao eugenol (Figuras 34 e 35) e em 332 nm do naproxeno (Figuras 35 e 36).
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Figura 34: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de N-acetilquitosana com eugenol

em funcio do tempo.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 35: Espectro de absorbancia versus

naproxeno em fun¢io do tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 36: Espectro de absorbéincia versus comprimento de onda do filme de N-acetilquitosana com mistura

eugenol/naproxeno em funcio do tempo.
Fonte: Autoria propria.
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Nas Figuras 37, 38 ¢ 39 estdo apresentados os espectros de absorbancia das blendas
QTA80/AC20/EUG, QTA70/AC30/EUG, QTA60/AC40/EUG, com a substancia
biologicamente ativa eugenol em fun¢ao do tempo. Nas Figuras 40 e 41, estdo apresentados os
espectros referentes as blendas N-acetilquitosana/Acetato de Celulose com o naproxeno,
QTAS80/AC20/NAP e QTA70/AC30/NAP, respectivamente. Blendas com acetato de celulose
contendo mistura eugenol/naproxeno nao apresentaram formacao de filme. Nos espectros de
absorbancia das blendas também observou-se trés picos de absor¢ao (220, 270 e 332 nm), sendo

as absor¢des maximas em 220 e 270 nm relativas as absor¢des dos polimeros puros N-

acetilquitosana e do acetato de celulose, respectivamente.
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Figura 37: [Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme da blenda de N-

acetilquitosana/acetato de celulose com eugenol (QTA80/AC20/EUG) em funcio do tempo.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 38: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de NV-acetilquitosana/acetato de
celulose com eugenol (QTA70/AC30/EUG) em funcio do tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 39: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de N-acetilquitosana/acetato de
celulose com eugenol (QTA60/AC40/EUG) em funcio do tempo.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 40: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de NV-acetilquitosana/acetato de
celulose com naproxeno (QTA80/AC20/NAP) em fung¢ao do tempo.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 41: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de NV-acetilquitosana/acetato de
celulose com naproxeno (QTA70/AC30/NAP) em fun¢ao do tempo.
Fonte: Autoria propria.
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Nos espectros de absorbancia das blendas QTA80/PEG20 contendo eugenol (Figura
42), naproxeno (Figura 43) e a mistura de eugenol/naproxeno (Figura 44) verificou-se os picos

caracteristicos da N-acetilquitosana pura (220 nm), eugenol (277 nm) e do naproxeno (330 nm).
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Figura 42: Espectro de absorbincia versus comprimento de onda do filme de N-acetilquitosana/polietileno
glicol com eugenol (QTAS80/PEG20/EUG) em funcio do tempo.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 43: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de N-acetilquitosana/polietileno
glicol com naproxeno (QTA80/PEG20/NAP) em fun¢io do tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 44: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de N-acetilquitosana/polietileno
glicol com mistura eugenol/naproxeno (QTA80/PEG20/EUG/NAP) em funcio do tempo.
Fonte: Autoria prépria.

O estudo de liberagdo do eugenol e naproxeno incorporado nas amostras QTA/EUG e
QTA/NAP foram avaliadas por espectroscopia UV-Vis, as curvas de liberagdo estao
apresentadas na Figura 45. Apds uma hora de contato com o fluido de simulagdo da pele,
ocorreu liberagdo de aproximadamente 0,043 mg/mL de eugenol e 0,023 mg/mL de naproxeno.

Estes resultados demonstram que a liberacao do naproxeno ¢ mais controlada em rela¢ao ao

eugenol.
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Figura 45: Curvas de liberacio do eugenol e do naproxeno dos filmes de QTA/EUG e QTA/NAP.
Fonte: Autoria prépria.

Nas Figuras 46 ¢ 47, sdo apresentadas as curvas de liberacao do eugenol e do naproxeno

para as blendas QTA80/PEG20 e QTA80/AC20. A liberagao do eugenol ¢ mais controlada para
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as blendas preparadas com PEG em relacdo aos outros sistemas, sugerindo que a adi¢do do

polietileno glicol ocasiona boas propriedades para a liberacao controlada, fazendo com que a

substancia bioativa mantenha-se por mais tempo em liberagao.
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Figura 46: Curva de liberacio do eugenol dos filmes das blendas de N-Acetilquitosana/Acetato de Celulose
e N-acetilquitosana/Polietileno Glicol, obtidos no comprimento de onda de 277 nm.

Fonte: Autoria prépria.

Curvas de Liberagado (mg/mL)

0,06
’/./.\ll -
s
0,04 T
- —=— QTA80/AC20/NAP
—e— QTAB0/PEG20/NAP
0,02 -
*o———0—— —® o0
L)
0,00 -
\
T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Tempo (min)

Figura 47: Curva de liberaciao do naproxeno dos filmes das blendas de V-acetilquitosana/acetato de celulose
e N-acetilquitosana/polietileno glicol, obtidos no comprimento de onda de 330 nm.

Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 48 estao apresentadas as curvas de liberacao do eugenol e do naproxeno para

as blendas QTA70/AC30/EUG e QTA70/AC30/NAP, onde ¢ possivel observar que apds uma

hora de contato com o fluido de simulacdo pele, com pH 6,8, ocorreu liberacdo de

aproximadamente 0,7 mg/mL de eugenol e 0,2 mg/mL de naproxeno. Para a blenda

QTA60/AC40/EUG, apds uma hora houve a liberagao de aproximadamente 0,95 mg/mL de
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eugenol, Figura 49 Estes resultados demonstram que a liberacdo do naproxeno, nos filmes de

N-acetilquitosana e nas blendas, ¢ mais controlada em relagdo ao eugenol, devido

provavelmente a maior interagdo do naproxeno com as matrizes poliméricas.
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Figura 48: Curva de liberaciao do eugenol e naproxeno dos filmes das blendas de V-acetilquitosana/acetato

com proporcdes 70/30.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 49: Curva de liberacdo do eugenol no filme da blenda de N-acetilquitosana/acetato na proporcao

60/40.
Fonte: Autoria prépria.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A N-acetilquitosana foi obtida a partir da acetilagdo da quitosana em meio
heterogéneo, o teste de solubilidade da amostra foi realizado em diferentes solventes, afim de
observar o intumescimento e formagao do filme.

A caracterizacdo da N-acetilquitosana foi realizada por Ressonancia Magnética
Nuclear de *C no estado solido e por Difragio de Raios X, confirmando a acetilagio da
quitosana com grau de substitui¢cao de 0,95.

Os filmes de N-acetilquitosana foram preparadas utilizando o método casting, em
solugdes de N, N-dimetilacetamida contendo 5% (m/v) de cloreto de litio, onde foram obtidos
filmes que apresentaram boas estabilidades, mesmo apo6s consecutivas lavagens com agua
destilada. Filmes de N-acetilquitosana com substancias biotivas eugenol, naproxeno e mistura
eugenol/naproxeno também foram preparadas a partir do método casting.

Foram preparados filmes de blendas de N-acetilquitosana/acetato de celulose e N-
acetilquitosana/polietileno glicol puras e contendo as substancias bioativas, na qual possuem
melhores propriedades mecanicas em relag@o aos filmes de N-acetilquitosana.

As caracteristicas morfologicas das superficies de fratura dos filmes de N-
acetilquitosana foram investigadas por microscopia eletronica de varredura. A morfologia dos
filmes de N-acetilquitosana revelou uma superficie lisa e indica um filme denso e uniforme. A
morfologia dos filmes das blendas de N-acetilquitosana/acetato de celulose revelou uma
superficie lisa e indica um filme denso e uniforme. As micrografias dos filmes das blendas de
N-acetilquitosana com 10% e 40% de acetato de celulose sdo misciveis. J4 as blendas
QTAS80/AC20 e QTA70/AC30 sao parcialmente misciveis. A blenda de N-acetilquitosana
contendo 10% de polietileno glicol, QTA90/PEG10, também apresentou uma superficie lisa,
sugerindo um filme denso e que nesta composicao a blenda ¢ miscivel.

O estudo de liberacdo das substancias bioativas incorporadas nos filmes de N-
acetilquitosana foram avaliadas por espectroscopia UV-Vis em diferentes periodos de tempo.
Para os filmes de N-acetilquitosana observou-se que a liberacao do naproxeno ¢ mais controlada
em relacdo ao eugenol. Para as blendas preparadas com PEG a liberagdao do eugenol foi mais
controlada em relacdo aos outros sistemas.

Os resultados obtidos indicam que os filmes de N-acetilquitosana sdo promissores

sistemas para liberacdo transdérmica de substincias bioativas. Acredita-se que este sistema
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podera permitir ndo s6 a recuperagao de tecidos lesados, mas também o controle do crescimento

de microrganismos indesejaveis.
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