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RESUMO

Sabe-se que um dos problemas de saude publica no Brasil ¢ a ocorréncia de feridas agudas e
cronicas, como Uulceras e queimaduras, que, devido ao seu processo cicatricial complexo,
oneram gastos ao SUS e implicam condi¢des desfavoraveis a vida da populagdo. A utilizacao
de tratamentos convencionais nem sempre dao resultados esperados. Sendo assim, atualmente
ha diversos estudos sobre tratamentos avangados com o uso de biopolimeros que provaram
ser eficazes, devido sua biocompatibilidade, biodegradagao e facil acesso, além de serem de
baixo custo. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar
um complexo obtido via base de Schiff dos biopolimero quitosana e alginato modificado para
utilizacao tdpica no tratamento de ulceras e queimadura com a intengdo de ser um sistema de
liberacdo do farmaco sulfadiazina de prata. O desenvolvimento e estudo deste trabalho foi
dividido em trés partes sendo a caracterizacao da quitosana e de suas membranas em presenga
e auséncia de surfactantes; a verificacdo e quantificagdo da derivatizacdo do alginato e a
caracterizacdo da reticulagdo do complexo quitosana-alginato oxidado via base de Schiff em
meio acido, PBS e basico. Através dos métodos de condutimetria e SEC foi possivel
determinar parametros da quitosana como seu grau de desacetilagdo e massa molecular.As
imagens MEV das membranas demonstram os melhores resultados com adi¢do do surfactante

Tween®™80 que apresentou maior porosidade e homogeneidade. O alginato derivatizado por

periodato de sodio foi caracterizado pela presenga de uma banda em seu espectro no FTIR em
1736 cm™ indicando a formacdo de aldeidos na estrutura, sua quantificagio foi realizada por
potenciometria a qual apontou valores de oxidacdo dentro dos parametros da literatura. Por
fim, a formacao do complexo quitosana-alginato oxidado foi visualizada pelo consumo da
banda do grupo aldeido do alginato modificado no FTIR e pela formacdo de banda em 1624
cm’! atribuida a ligacdo imina, sendo o PBS o melhor meio para tal juncdo. Deste modo, a
membrana desenvolvida e estudada neste trabalho, apresentou propriedades promissoras para

uso topico em tratamento de feridas.

Palavras-chave: feridas cronicas; biopolimeros; base de Schiff; hidrogel; sistema de

liberagao.



ABSTRACT

It is known that one of the public health problems in Brazil is the occurence of acute and
chronic wounds, such as ulcers and burns, which, due to their complex cicatrization process,
encumber expenses to the public health care system and implicate in unfavourable life
conditions to the population. The usage of conventional treatments doesn’t always provide the
expected results. Thus, there are currently several studies on advanced treatments using
biopolymers, which have been proven to be effective due to their biocompatibility,
biodegradation and easy acces, besides of having a low cost. The presernt paper has as goal to
develop and characterize a Schiff base complex of the biopolymers chitosan and modified
alginate for topic use in uclers and burns treatment with the intention of being a delivery
system for the medicament silver sulfadiazine. The development of this work was divided in
three parts: the characterization of chitosan and of its membranes in the presence and absence
of surfactants; the verification and quantification of the alginate derivatization and
characterization and reticulation of a chitosan-modified alginate Schiff base complex in acid,
PBS and basic conditions. Through the condutimetric and SEC methods it was possible to
determine parameters of the chitosan, as its deacetilation degree and molecular mass. The
MEV images presente the best results with the addition of the Tween®80 surfactant, which
showed increased porosity and homogeneity. The alginate derived with sodium periodate was
characterized by the presence of a band in its FTIR spectre in 1736 ¢cm’!, indicating the
formation of aldehydes in its structure, its quantification was accomplished through
potenciometry, which pointed out oxidation values conforming to the literature parameters.
Lastly, the chitosan-oxidized alginate complex formation was visualized in the FTIR through
the consumption of the band in the modified alginate aldehyde group and by the band
formation in 1624 cm™ atributted to the imine bond, with PBS being the best condition for
said bound. Hence, the developed and studied membrane has shown promissing properties for

topic use in the treatment of wounds.

Keywords: chronic wounds; biopolymers, schiff Base; hydrogel, delivery system.
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1. INTRODUCAO

Um dos problemas de saude publica no Brasil ¢ a ocorréncia de feridas agudas e
cronicas que implicam gastos ao SUS (Sistema Unico de Satde) além de prejudicar a
qualidade de vida da populagdo devido a alta incidéncia, tipos e condutas dos tratamentos
disponiveis (SAO PAULO. Secretaria Municipal de Saude, 2021; BRASIL. Ministério da
Saude, 2002).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Queimaduras, através de um estudo
epidemioldgico realizado por meio de uma revisdo de literatura e coleta de dados do
DATASUS (Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude), dos anos de 2010 a
2020 ocorreram aproximadamente 280 mil casos de internagdes por queimadura e corrosoes,
com um gasto equivalente a 450 milhdes de reais ao sistema de saude publico. Sendo que
anualmente ocorrem mais de um milhdo de casos (VIEIRA et al., 2021).

Segundo Monteiro et al. 2021, entre 2014 e 2019, foram relatados aproximadamente
330 mil incidentes a assisténcia de saude, sendo cerca de 60 mil casos de ulceras sobre
pressdo, em que 6.058 foram classificados como estagio 3 — perda total da espessura tecidual,
em que tecido adiposo subcutineo pode ser visivel, mas nio estdo expostos os 0ssos, tendoes
ou musculos — e 1.868 estagio 4 — perda total tecidual com exposicao. Em 2022 as lesdes por
pressdo ocuparam a segunda posi¢cdo de frequéncia nas notificacdes de incidentes a satde
(ANVISA, 2022).

Em um estudo longitudinal realizado em um municipio de médio porte no interior de
Minas Gerais, foram calculados os gastos de tratamentos convencionais e avangados de lesdes
cutaneas. Ficou evidenciado que os gastos por tratamentos avangados foram sete vezes
menores do que os convencionais, além de diminuir o tempo de cicatrizacdo dos pacientes,
permitindo um retorno breve e seguro as suas atividades (CORTEZ et al., 2019).

Destes tratamentos avangados de lesdes, os de Ulceras e queimaduras terdo destaque.
As tlceras sdo lesdes abertas com perda de fluidos, causando desintegracdo e necrose
conforme o avanco do seu estagio (PAI et al, 2016). As queimaduras sdo lesdes que
envolvem perda tecidual por transferéncia de energia por diversas causas, podendo ser
classificadas em queimaduras de primeiro, segundo, terceiro e quarto grau de acordo com as
dimensdes, profundidade e camada do organismo atingida (JESCHKE et al., 2020).

Os tratamentos para estes tipos de feridas tém sido a base de curativos esterilizados e
curativos teciduais, além da utilizagdo de cremes com atividades antimicrobianas. Apesar de

realizarem a funcdo de evitar o contato de possiveis agentes externos, o uso desses
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procedimentos ndo ¢ ideal, uma vez que esses ndo fornecem condi¢des controladas de
umidade, pH e trocas gasosas necessarias para o processo de cicatrizagdo. No caso dos
cremes, aqueles que contém ions metalicos, quando em contato direto com a ferida, podem
causar alergias, irritagdes € com uso excessivo podem-se desenvolver bactérias resistentes,
dificultando a cicatrizagdo e prolongando seu tempo, desta forma uma das alternativas para os
tratamentos tradicionais ¢ a utilizacdo de curativos a base de membranas, hidrogéis a base de
biopolimeros, como sistema de liberacdo (NOGUEIRA et al, 2022).

Os biopolimeros sdao polimeros encontrados na natureza como celulose, amido,
alginato e quitina, os quais sdo abundantes, t€ém precos acessiveis, apresentam propriedades
fisico-quimicas vantajosas, além de serem biocompativeis e biodegradaveis. Sendo assim,
espera-se que a utilizacdo de complexos de alginato e quitosana seja promissora em sistemas
de liberagdo controlada de farmacos. Além das caracteristicas elencadas, o alginato e a
quitosana s3o0 homeostaticos e bacteriostaticos naturais que proporcionam um ambiente
estimulante e favordvel para as etapas de cicatrizacdo, além de bloquear terminagdes
nervosas, reduzindo a dor (PAUL; SHARMAN, 2004; CHABALA; CUARTAS; LOPEZ,
2017).

Sendo a quitosana e o alginato polietrolitros que possuem grupos amino e carboxila, e
que o alginato possui diversos métodos de reticulagdo para a sua preparacdo como hidrogel.
(LEE ¢ MOONEY, 2013), através de sua derivatizagdo € possivel alterar seus grupos
funcionais a fim de promover a reticulacdo do complexo quitosana-alginato via base de Schiff
e assim modificando suas propriedades fisico-quimicas e biologicas (LI et al. 2013).

Diante disso, neste trabalho sdo apresentados o desenvolvimento e caracterizagdo de
um curativo para uso topico no tratamento de ulceras e queimaduras, composto por uma
membrana de quitosana com alginato modificado com inten¢do de ser um sistema liberacao

do farmaco sulfadiazina de prata.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. PELE

A pele ¢ o0 maior 6rgao do corpo humano, podendo representar até 20% da massa total,
com uma érea variando de 1,5 a 2 m?. Ela reveste a superficie corporal e pode ser considerada
como um dos primeiros mecanismos de defesa do organismo, desempenhando papéis
importantes na protecao contra agressoes mecanicas, toxicas € microbiologicas, além de atuar
como filtro de radiacdes, interface transmissora de informagdes sensoriais € ser uma via de
excrec¢do, tém como principal fung¢do atuar como reguladora da homeostase corporal. Quanto
a sua morfologia, a pele estd dividida em trés camadas diferentes, a epiderme, derme e
hipoderme, que, em relagao aos seus funcionamentos, estdo todas relacionadas (CESTARI,

2012; JUNQUEIRA, 2018; PAWLINA, 2021).

2.1.1. Morfologia

2.1.1.1.  Epiderme

A epiderme ¢ a camada externa, composta de um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado — varias camadas de células achatadas justapostas — avascular com sua
espessura de valor varidvel dependendo do local observado, sendo mais espessa em regides
como a palma da mao, a planta do pé e em algumas articulagdes com valores de até 5 mm; e
mais fina nas demais regides, como palpebras, parte superior das costas etc., com valores de
até 1,0 mm. A sua composi¢do ¢ dada por células especializadas, como melandcitos, células
de Langerhans, células de Merkel e queratindcitos, desta forma, sua estratificagdo ¢ dada em
camadas, sendo elas, da mais profunda a mais superficial: basal, espinhosa, granulosa, lucida
e cornea (BRASIL. Ministério da Saude, 2002; JUNQUEIRA, 2018; PAWLINA 2021).

A camada basal, localizada na jun¢do dermo-epidérmica, contém células-tronco,
denominadas de queratindcitos, originadas pela divisdo mitética. A medida que se aproximam
da superficie da epiderme, tornam-se achatadas e passam a produzir e acumular dentro de si
quantidades crescentes de queratina, se modificando progressivamente e contribuindo para a
formacdo das camadas seguintes até a formalizagdo da cornea. As demais camadas
apresentam fungdes diferentes em relagdo ao achatamento e queratinizagdo da célula. Na

camada espinhosa as células sdo maiores que na camada basal e apresentam prolongamentos
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ou espinhos que estdo justapostos devido aos desmossomos, conferindo a pele resisténcia
mecanica. Na camada granulosa os queratindcitos estdo em conformagdes de poligonos
achatados e contém granulos de querato-hialina, que tém como funcdo condensar os
tonofilamentos necessarios na formacao da camada coérnea. Além disso, essa camada
apresenta granulos lamelares com bicamadas lipidicas que formam uma barreira contra
penetracdo de substancias e tornam a pele impermeével a dgua, consequentemente evitando a
desidratacao do organismo. O estrato lucido, identificado somente em pele espessa, apresenta
processo de queratinizagdo avancado, onde as células ndo apresentam mais nucleo e sdo
eosinofilicas, conferindo a pele protecdo contra agentes microbioldgicos. O estrato corneo € a
camada mais superficial da pele, com espessura variavel que consiste em células anucleadas e
preenchidas com filamentos de queratina que correspondem ao fim da diferenciacao celular
epidérmica, conferindo de fato a resisténcia mecanica, elasticidade e impermeabilidade da
pele. Este processo de maturagdo ou de renovacdo da epiderme ¢ de aproximadamente 30
dias, dependendo da faixa etaria e localidade do individuo (CESTARI, 2012; JUNQUEIRA,
2018; BERNARDO, SANTOS e SILVA, 2019; PAWLINA 2021).

2.1.1.2. Derme

A derme ¢ um tecido conjuntivo, denso e irregular, com espessura de at¢ 3mm.
Localizada sob a epiderme, unindo-a com a hipoderme, fornece sustentacdo e nutrigdo a
epiderme. Constituida principalmente por coldgeno, a derme apresenta diversas células
especializadas, elastina, proteoglicanos, fibras proteicas e de reticulina, vasos sanguineos e
linfaticos, terminagdes nervosas, Orgdos sensoriais, folicos pilosos, glandulas sebaceas e
sudoriparas, conferindo variadas fungdes fisiologicas e patologicas a pele (JUNQUEIRA,
2018; BERNARDO, SANTOS e SILVA, 2019).

Sua divisdo ¢ dada por duas camadas, a papilar — superficial — e a reticular — profunda.
A camada papilar acompanha a camada basal, sendo constituida por tecido conjuntivo frouxo,
altamente vascularizado. Possui fibrilas de colageno delgadas que prendem a derme a
epiderme e tem funcdo de favorecer nutrientes. A camada reticular ocupa aproximadamente
80% da derme, constituida por tecido conjuntivo denso ndo modelado, que contém fibrilas
espessas de coldgeno e tem func¢do de fornecer os nutrientes e oxigenacdo para a pele

(CESTARI, 2012; JUNQUEIRA, 2018; PAWLINA, 2021).
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2.1.1.3. Hipoderme

A hipoderme ¢ a camada mais profunda da pele, também denominada de tela
subcutanea. Mantém a pele com a fascia muscular dos 6rgaos subjacentes de maneira branda,
permitindo o deslizamento da primeira. Constituida por adipdcitos, células especializadas no
armazenamento de gordura, sua espessura depende das condi¢des de nutri¢do e da localidade
do organismo, atua como armazenador energético, protetor contrachoques mecanicos, isolante
térmico ¢ modelador da superficie corporal. A Figura 1 apresenta a estrutura da pele em

relacdo as suas divisdes (CESTARI, 2012; JUNQUEIRA, 2018; PAWLINA, 2021).

Figura 1 — Estrutura da pele
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Derme
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Fonte: Adaptado para o portugués de Health Library: Skin. Cleveland Clinic, 2021. Disponivel em:
https://my .clevelandclinic.org/health/articles/10978-skin. Acesso em 12/11/2022

2.1.2. Feridas

Constitui-se uma ferida quando ocorre uma descontinuidade na integridade da pele
provocada por traumas ou alteracdes patoldgicas, podendo estas serem classificadas em
feridas agudas ou cronicas (MASSON-MEYERS et al., 2020). A primeira, advinda de
cirurgias, traumas por objetos, queimaduras etc., ¢ de curta duragdo, respondendo de forma
continua ao processo de cicatrizagdo do proprio organismo e cicatrizando sem complicagdes
quando submetida a tratamentos. Ja a segunda ¢ de longa duracdo e ndo responde de forma
adequada no processo de cicatrizagdo do organismo tampouco a tratamentos, geralmente
estando associadas a doencas que interferem ou retardam o processo de cicatrizagdo - como
diabetes, ulceras de pressdo e Ulceras arteriais ou venosas. Uma ferida aguda pode, porém, se
tornar cronica em casos de infec¢do e quando nao ha uma limpeza, hidratagdo e oxigenagao
adequadas durante a cicatrizacdo (BRASIL 2002, Ministério da Satde; DANTAS, TORRES e
DANTAS, 2011; MACHADO et al., 2017).
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2.1.2.1. Ulceras

As ulceras sdo lesdes abertas com perda de fluidos, causando desintegragao e necrose
conforme o avanco do seu estagio (PAI et al. 2016). Os tipos existentes de ulceras de pele
com classificagdo cronica s3o arteriais, venosas, hipertensivas, neurotréficas e de pressao.

A tlcera arterial ¢ uma lesdo originada por falta de circulagdo sanguinea, tém
tendéncia de ser necrética, multifocal e que proporciona dor independentemente do tamanho e
formato da lesdo. A ulcera venosa, advinda de estase venosa, insuficiéncia do retorno
sanguineo ao coragdo, ocorre frequentemente na regido acima do tornozelo apresentando
formato irregular, desconforto, dores moderadas e se desenvolve na maior parte dos casos em
varizes e eczemas (BERSUSA e LAGES, 2008).

As hipertensivas, denominadas de ulceras de Martorell, estdo associadas a hipertensao
arterial sistémica, geram dor desproporcional ao seu tamanho e com intensidade severa.
Ocorrem principalmente nos membros inferiores, sendo multifocais ¢ com tendéncia a ser
necroticas. (PONTES, MACIEIRA e SOUSA, 2017). Ja as neurotroficas sdo causadas por
neuropatia periférica, perda da sensibilidade protetora, facilitando a ocorréncia de lesdes
cutaneas nas regioes de alta pressdo plantar — devido a sua patologia, a auséncia de dor ¢
caracteristica aos seus portadores. Por fim, as tlceras de pressdo sdo geradas por pressao
continua e prolongada em proeminéncias Osseas podendo ser superficiais ou profundas,
levando a morte celular, podendo ocorrer com ou sem presenca de dor. As prevengdes € 0s
tratamentos dependem de cada tipo de Ulcera citada. Entretanto, em todos os casos, se faz
necessario o uso de curativos para evitar o avan¢o do quadro clinico do portador da ulcera

(BRASIL. Ministério da Saude, 2002).

2.1.2.2.  Queimaduras

As queimaduras sdo lesdes que envolvem perda tecidual por transferéncia de energia
causadas por atrito, calor, fontes elétricas, frio, produtos quimicos e radiagdo. O tratamento
leva em considera¢do a causa e sua classificacdo (Figura 2) de acordo com as dimensoes,
profundidade e camada do organismo atingida. Queimaduras de primeiro grau afetam apenas
a parte mais superficial da epiderme, gerando dor e sem consequéncias estéticas; as de
segundo grau sdo divididas em espessura parcial superficial e profunda, sendo a primeira
dolorosa, exsudativa e podendo deixar cicatriz quando ndo tratada, enquanto a segunda

proporciona menos dor em razao da destruicdo parcial dos receptores sensoriais, sendo secas €
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deixando cicatrizes; as de terceiro grau sdo de espessura total, atingindo a regido da derme,
ndo sdo dolorosas pois ocorre a destruicao total das terminagdes nervosas e dependem de
processos cirurgicos ¢ de tratamentos contra infecgdes; nas de quarto grau, por fim onde
ocorre danos em tecidos musculares e dsseos, perdendo parte da area queimada. E importante
ressaltar que independente do grau da queimadura se faz necessario o uso de curativos topicos

antimicrobianos (EVERS, BHAVSAR ¢ MAILANDER, 2010; JESCHKE et al., 2020).

Figura 2 — Classifica¢do de queimaduras

Espessura Superficial Espessura Parcial - Superficial e Profunda Espessura Total Quarto Grau
(Primeiro Grau) (Segundo Grau) (Terceiro Grau)

Epidme 5 6
Derme 4{
proderme Osso

Teide Musnly  ——————— ———— e

Fonte: Adaptado para o portugués de JESCHKE et al., (2020)

2.1.3. Cicatrizacao

O processo de cicatrizagdo de feridas (Figura 3) ¢ complexo e ocorre por uma série de
ordens continuas e dindmicas, envolvendo eventos celulares e interagcdes moleculares a fim de
garantir a restauracgao tecidual. Esse processo varia de acordo com o organismo, tipo de lesdo,
doencas cronicas e tratamentos utilizados. Atualmente a cicatrizac¢do ¢ dividida em trés fases -
inflamatoria, proliferacdao ou granulagdo e remodelagdo ou maturagdo - porém estas na maior
parte dos casos se sobrepdem e ocorrem simultaneamente (BROUGHTON, JANIS e
ATTINGER, 2006).

A fase inflamatéria ocorre apds a lesdo, caracterizando-se pela modificagdo da
temperatura local, rubor em volta da regido afetada, liberagcdo de exsudato, dor e possibilidade
de desenvolvimento de edema. Nesta fase ocorre a limitacdo da lesdo, onde ha a ativacdo do
sistema de coagulacdo e liberagdo de mediadores quimicos e fisioldgicos para a hemostasia e
formagdo de matriz celular provisoria para dar suporte para a cicatrizagao tecidual. A fase de
proliferagdo ou granulacdo consiste em trés etapas. Comegando pela granulacdo, em que
ocorre formacdo de um novo tecido vascularizado com proliferagdio e migragdo de
fibroblastos, células responséaveis pela producdo de colageno, que promove resisténcia a

ulcera para evitar rompimentos. Em seguida, ocorre a epitelizagdo, com a multiplicagdo das
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células epiteliais na regido das bordas, e, por fim, a contragdo, na qual se reduz o tamanho da
ulcera. Por ultimo dé-se a fase de remodelagdo ou maturacdo, em que ha diminuicdo da
densidade celular e vascularizagdo, e ocorre uma nova deposi¢ao de colageno organizado em
relacdo ao colageno produzido da fase anterior. Este processo garante, através de seu
alinhamento, resisténcia do tecido e diminui¢do da espessura da cicatriz. Esta fase tem seu

inicio logo depois da contragdo e pode durar meses (TAZIMA, VICENTE e MORIYA, 2008).

Figura 3 — Processo de cicatrizagdo (a — Fase inflamatoria, b — Fase de proliferacdo e ¢ — Fase de remodelacdo.)

Fonte: Adaptado de Entenda as fases do processo de cicatrizagdo. Vuelo Pharma, 2017. Disponivel em:
https://www.vuelopharma.com/entenda-as-fases-do-processo-de-cicatrizacao. Acesso em 18/11/2022

2.1.4. Curativos

Como o processo de cicatrizagdo ¢ influenciado por fatores relacionados aos tipos de
ferida anteriormente citados, as caracteristicas do individuo tais quais idade, nutricdo, doengas
cronicas e ao tratamento e prevengao utilizados, os curativos sdo um conjunto de cuidados que
proporcionam seguranga e conforto ao individuo favorecendo o processo de cicatrizagdo. Um
curativo para ser eficaz deve atender o maximo de critérios ideais possiveis, sendo a remogao
do exsudato, a manuten¢do da umidade na interface curativo/ferida, possibilidade de trocas
gasosas, auxilio na hemostasia, no controle de pH e na temperatura, fornecimento de protecao
contra traumas mecanicos € agentes microbiologicos, alivio da dor e remog¢do sem causar
traumas locais (BRASIL. Ministério da Saude, 2002; CHABY, SENET, VANEAU, et al.
2007).

2.2.  BIOPOLIMEROS
Os biopolimeros ou polimeros naturais sdo polimeros produzidos por seres vivos ou

advindos de matérias-primas de fontes renovaveis, por exemplo polissacarideos, peptideos,

DNA e RNA, sendo seus mondmeros actcares, aminoacidos e nucleotideos, respectivamente.
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Constituem o foco deste trabalho os polissacarideos, polimeros de monossacarideos unidos
por ligacdes glicosidicas, formadas pela condensacdo entre os grupos hidroxilas presentes em
cada unidade monomérica com saida de uma molécula de agua. As ligagdes sao indicadas
pelo numero do atomo de carbono ligante e por sua esterioisomeria (VAN DER MAAREL,
2007). Dentre os polissacarideos existentes, terdo destaque o alginato de sédio e a quitosana,
devido as suas propriedades fisico-quimicas e por apresentarem alta biocompatibilidade,
auséncia de toxicidade, biodegradabilidade, facilidade para a formagdo de membranas e géis
devido a dissolugdo em agua e em solucdes acidas diluidas, e baixo custo, tornando-os
materiais promissores para o uso topico no tratamento de feridas como agentes de liberagao

de farmaco (HARDING, DAVIS, DEACON e FIEBRIG, 1999; PENG et al, 2022).

2.2.1. Quitosana

A quitosana (CS) é um polissacarideo linear, catidnico, sendo derivada da quitina —
segundo polissacarideo mais abundante depois da celulose, extraido através dos exoesqueletos
de crustaceos e insetos e da parede celular de fungos e leveduras.

Sua estrutura quimica (Figura 4b), ¢ constituida pela ligagdo glicosidica entre os
copolimeros N-acetil glicosamina, B(1,4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glicose, relativo a quitina
(Figura 4a), e D-glicosamina, B(1,4)-2-amido-2-deoxy-D-glicose, relativo a quitina que foi
submetida a uma hidrolise, também denominada de desacetilagdo — remocao dos grupos acetil
da estrutura em meio altamente alcalino (Figura 4b bloco m), tém composi¢des distintas
dependendo do grau de desacetilagdo (GD) — propor¢do entre os copolimeros. Ainda em sua
estrutura € possivel evidenciar a presenga dos grupos funcionais caracteristicos tais como

alcoois primarios e secundarios, acetamida e o grupo amino diferencial em rela¢do a quitina

que permite alteragdes fisicas e quimicas para diversas aplicagdes (RINAUDO 2006).

Figura 4 — Estrutura quimica quitina e quitosana
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Amostras de quitina, quando atingem grau de desacetilagdo maior que 50% comegam
a apresentar solubilidade em solugdes levemente 4cidas sendo denominadas de quitosana. Isso
ocorre devido a protonagao dos grupos funcionais aminos oriundos das quitinas desacetiladas,
o que leva a conversao do polissacarideo em um polieletrélito apresentando condutividade em
meio 4acido. A solubilidade da quitosana estd relacionada a quantidade destes grupos
protonados, que por sua vez acabam gerando maior repulsdo eletrostatica entre as cadeias
poliméricas, ocasionando um aumento no volume hidrodinamico da estrutura. Desta forma,
quanto maior o grau de desacetilacdo do biopolimero, maior sua solubilidade em solugdes
aquosas ligeiramente acidas (GARCIA, HIRDES, INOUE e SANTOS, 2020).

A quitosana ¢ determinada pelo seu GD e pela sua massa molar viscosimétrica (My),
pois estes parametros permitem apresentar caracteristicas importantes, principalmente para a
aplicacdo na area da satde, tais quais: baixa toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, elevada resisténcia mecanica, baixa imunogenicidade, bioadesao,
grupamentos reativos, carregador de substancias hidrofilicas e capacidade de formar géis,
membranas e fibras (YOUNES e RINAUDO, 2015).

Através de técnicas de secagem e com adicdo de surfactantes hidrofilicos, ndo i6nicos
e biocompativeis, como Tween 80 e Pluronic F68, ¢ possivel modelar a microestrutura das
membranas poliméricas de quitosana a fim de se obter poros para atender os demais requisitos
de um curativo ideal, uma vez que o proprio biopolimero ¢ promissor em boa parte dos
requisitos pelas caracteristicas abordadas no paragrafo anterior (GEORGE et al.2022;

RINAUDO 2006).

2.2.2. Alginato

O alginato ¢ um polimero linear, anidnico e natural, obtido pela extra¢do de algas
através de tratamento com solucdo alcalina ou pela biossintese bacteriana. Em ambas as vias,
o extrato ¢ filtrado e ¢ adicionado cloreto de sodio para reter o polimero em sua forma de sal,
alginato de sodio (SA). (QIN, 2007).

Em relagdo a sua estrutura, o alginato ¢ um copolimero por sequéncia de blocos,
constituido pelos mondmeros acidos a-L-gulurénicos (G) e f-D-manurénico (M) com ligagao
glicosidica entre os carbonos (1,4). Esses blocos estao dispostos em residuos G consecutivos,
residuos M consecutivos e residuo G e M alternados, a configuragdo do biopolimero depende
da fonte de sua extragdo, dos teores de G e M e do comprimento de cada bloco, gerando dessa

forma diversos tipos de alginato. A Figura 5 representa as estruturas dos mondmeros, das
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ligacdes entre eles e dos possiveis blocos da macromolécula (LEE ¢ MOONEY, 2012;
YANG, XIE e HE, 2011).

Figura 5 — Estrutura dos mondmeros e blocos do polimero alginato
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Fonte: Proprio Autor

Caracteristicas apresentadas pelo alginato, como biocompatibilidade, hidrofilicidade,
biodegradabilidade em condi¢des fisiologicas normais e de baixa toxicidade, estdo
relacionadas a propor¢cdo M/G e a sua distribuicdo ao longo da cadeia. Sendo assim, sua
aplicabilidade é ampla, principalmente na area da satde, devido sua capacidade de formar
hidrogéis, esferas, fibras ou membranas (RINAUDO, 2014).

No que diz respeito aos hidrogéis — polimeros reticulados em redes tridimensionais
capazes de reter grande quantidade de agua ou fluido bioldgico em seu estado intumescido,
sdo classificados pela sua natureza e pela sua reticulagdo, sendo a primeira dividida em
origem natural, sintética ou combinagdo de ambas e a segunda pela via realizada podendo ser
uma via quimica, através de ligagdes covalentes, ou fisicas, por interacdes eletrostaticas.
(ENAS, 2015). Os hidrogéis sao sensiveis as condi¢cdes ambientes, respondendo a estimulos
fisicos e quimicos como mudanca de temperatura, luz, pH, for¢a idnica e solventes, sendo

utilizado amplamente como sistemas de liberagdo (YANG e SUO, 2018; ENAS, 2015).
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Os hidrogéis de alginato podem ser obtidos pela gelificacdo ionotropica por cations
bivalentes, entretanto esse tipo de reticulacdo possui estabilidade limitada em processos
fisiologicos normais (LEE ¢ MOONEY, 2012). Desta forma, neste trabalho optou-se pela
reticulagdo covalente, através da oxidagdo do alginato por periodato de sédio, afim de
promover a jun¢do com a quitosana por bases de Schiff, obtendo um material mecanicamente

mais resistente € com controle mais rigido quanto sua degradagdo como sistema de liberagao.

2.2.2.1. Derivatizagao do Alginato por Periodato

Os grupos funcionais hidroxilas e carboxilas encontrados ao longo da estrutura do
alginato permitem modificacdes funcionais por meio de reagcdes de amidagdo, esterificagdo,
oxidagao e sulfatacao (EMAMI, EHSANI, ZANDI ¢ FOUDAZI, 2018).

A derivatizagdo oxidativa do alginato por periodato leva a obtengdo do alginato
oxidado (OSA) representado pela (Figura 6). Ela ocorre nas hidroxilas nas posi¢cdes C2 e C3
das unidades uronicas, gerando dialdeidos e consequentemente diminuindo a resisténcia da
cadeia polimérica, tornando o alginato mais reativo e mais rapido em relacdo a sua
degradagdo quando utilizado como suporte para liberacdo controlada de farmacos (GOMEZ,

RINAUDO e VILLAR, 2007).

Figura 6 — Mecanismo de oxidagdo do alginato via periodato de sodio
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Através desta oxidacdo, o alginato além de manter sua via de reticulagdo por cations
bivalentes com seus grupos carboxilatos formando géis fisicos, pode através dos grupos

aldeidos formados reticular-se via base de Schiff em presenca de grupos aminas, como os da
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quitosana, gerando géis quimicos. Ambas as vias sdo representadas na Figura 7 (YANG, XIE

e HE, 2011; EMAMI, EHSANI, ZANDI e FOUDAZI, 2018).

Figura 7 — Reticulacao fisica e quimica do Alginato Oxidado com Quitosana
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Fonte: Adaptado do esquema de LAWRIE et al, (2007).

2.2.3. Base de Schiff para jun¢io Quitosana e Alginato

A reagdo de base de Schiff (Figura 8) ocorre entre compostos carbonilicos altamente
eletrofilicos, como cetonas ou aldeidos, ¢ com aminas primdrias fortemente nucleofilicas,
formado o grupo funcional imina com liberagdo de uma molécula de 4gua. Esse grupo
funcional apresenta atividades biologicas como antibacterianas e antifiingicas (SILVA et al.,

2011).

Figura 8 — Mecanismo de reagdo genérica de bases de Schiff
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Devido ao fato das estruturas dos polimeros CS e OSA apresentarem os grupos
funcionais para a reagdo apresentada no paragrafo anterior, a reticulagdo covalente

apresentada na Figura 7 pode ser verificada no mecanismo da Figura 8. Deste modo a jungao
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para a formagdo do complexo polieletrolitico abordado neste trabalho do polimero cationico

CS e do polimero anidonico OSA ocorreu via base de Schiff em meio acido, basico ¢ PBS.

2.3. SISTEMAS DE LIBERACAO

Um sistema de liberagdo de farmacos tem como fungdo prolongar o tempo e manter a
concentracdo da liberagao do farmaco dentro da janela terapéutica, respondendo diretamente
aos estimulos fisiologicos em relacdo a area danificada, como pH, luz, forca i6nica, estimulos
magnéticos e temperatura. Esses fatores podem induzir, mediante sua variagdo, a degradagao
dos biopolimeros, os quais, quando com o farmaco incorporado, irdo libera-lo de forma
controlada, se mantendo na zona terapéutica que o processo de cicatrizacdo necessita,
diferente dos métodos convencionais de administragdo de farmacos que dependem de doses
para retomar os picos maximos de absor¢ao para obter uma média efetiva (FIGUEIREDO,
DIAS e ARRUDA, 2008; SWARBRICK, 2007.). A Figura 9 representa graficamente uma
comparagdo da concentragdo do farmaco entre métodos convencionais e sistemas de

liberagao.

Figura 9 — Comparagao de sistemas de liberag@o (A) de farmaco em relagdo aos métodos convencionais (B)
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Fonte: Graham, (1978)

O sistema de liberagdo proposto neste trabalho ocorre por polimeros sensiveis a
variagdo do pH, devido aos grupos funcionais em sua cadeia como grupos acidos, carboxilas,

e grupos basicos, aminas. Estes grupos podem ser protonados ou desprotonados, alterando sua
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capacidade de interagdo com outras moléculas como fairmacos (CACURO ¢ WALDMAN,
(2018).

De acordo com Gethin (2007), o pH atua ativamente no processo de cicatrizagao € no
ambiente das feridas, sendo que uma ferida aguda ou cronica avanga de um pH alcalino para
neutro e em seguida para 4cido durante a cicatrizagdo. Considerando este processo e a
sensibilidade dos polimeros ao pH (Figura 10), os materiais desenvolvidos neste trabalho

tornam-se promissores para sua utilizagdo como curativos topicos.

Figura 10 — Esquema representativo de intumescimento de hidrogel para formulagdes de liberacdo de drogas

usando hidrogéis sensiveis a pH. As reticulagdes estdo representadas por -X- ¢ o ativo pela esfera azul.
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2.4. SULFADIAZINA DE PRATA

O farmaco sulfadiazina de prata Ag-SD (Figura 11) é um agente cicatrizante e
antimicrobiano para tratamento de feridas, queimaduras, Ulceras e infec¢cdes cutaneas. O seu
principio ativo se da tanto pela prata em sua forma solivel Ag* como pela sulfadiazina,
atingindo tanto o DNA microbiano como as estruturas fisicas, desta forma impedindo a
replicacdo bacteriana e enfraquecendo as bactérias ja existentes no local. (FULLER, 2009)

O farmaco, entretanto, possui curta duragdo, sendo necessarias reaplicagdes durante o
tratamento, o que pode ocasionar em usos indiscriminados, cortes da zona terap€utica do

medicamento e possivelmente aumentar a resisténcia das bactérias. (MOSER et al., 2013)
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Figura 11 — Molécula sulfadiazina de prata (Ag-SD).
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Fonte: Proprio Autor

O uso do farmaco, como abordado no paragrafo anterior, pode ocasionar efeitos
indesejaveis durante o processo de cicatrizacdo. Desta forma, outros tratamentos, como o
sistema de liberacdo via hidrogel abordado no topico anterior, visa a manter a atividade

antimicrobiana sem excesso de farmaco para as demais células danificadas.
3. OBJETIVOS
3.1.  GERAL

Desenvolver membranas biocompativeis de hidrogel a base de quitosana e alginato,
proporcionando através de suas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas um sistema de
incorporacdo e liberacdo do farmaco sulfadiazina de prata para ser utilizado de forma topica

em tratamentos de feridas cronicas e agudas.
3.2.  ESPECIFICOS

e Obter membranas de quitosana com presenca e auséncia de surfactantes;
e Derivatizar alginato com periodato de sodio;
e Preparar hidrogel quitosana-alginato via base de Schiff em meio 4cido, basico e PBS;

e Comparar as membranas obtidas em relacdo ao curativo ideal proposto pela literatura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  MATERIAIS

Os reagentes utilizados para o procedimento de preparo das membranas foram:
Quitosana (CS) fornecida pela area de Inorganica do Departamento de Analitica, Fisico-
Quimica e Inorganica do IQAr/UNESP; Acido acético glacial P.A (Exodo Cientifica) para
solubilizacio da Quitosana; Pluronic®F-68 (Sigma-Aldrich) ¢ Tween®80 (Sigma-Aldrich)
utilizados como surfactantes para comparacdo da formagdo de poros das membranas em
presenga e auséncia destes.

Para o procedimento do hidrogel os materiais utilizados foram: Alginato de so6dio (SA)
(Exodo Cientifica); Agua Mili-Q, obtida pelo sistema Direct—-Q 3UV, utilizado para
solubilizagdo do polimero; Meta Periodato de Soédio (Exodo Cientifica) como agente
oxidante; Mono-etilenoglicol P.A (Neon) para encerrar o processo de derivatizagao realizado;
Membrana de dialise de celulose de 33mm (Sigma-Aldrich) e 4gua deionizada para o
processo de dialise do hidrogel.

Os demais reagentes utilizados para os métodos de caracterizagdo e jun¢do Quitosana-
Alginato Oxidado foram: Acido Cloridrico 37% P.A (Neon); Hidroxido de Sédio em
Lentilhas (Mallinckrodt Chemicals); Acetato de sédio cristalino (Merck); Cloridrato de
Hidroxilamina ACS (Merck) e Tampao fosfato PBS pH 7.4 (Sigma-Aldrich) sendo este

utilizado somente no processo de juncao Quitosana-Alginato Oxidado.

42. METODOS

4.2.1. Grau de Desacetilacao (GD) da quitosana por condutometria

O Grau de desacetilacdo permite determinar a quantidade de grupos aminos ao longo
da cadeia polimérica, de acordo com o procedimento descrito por Raymond et al., 1993, a
utilizacdo de titulagdes condutimétricas — substituicdo de ions com condutividades diferentes,
se torna promissora para essa caracterizagao por ser eficiente e de baixo custo em relacdo a
técnicas como RMN H!', UV-Vis e FTIR utilizada em outros relatos pela literatura
(CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012).

Com base nesse método, para o processo de titulagdo, realizado em triplicata, 0,025¢g

de quitosana foram dissolvidos em SmL de HCIl (0,1M) com adi¢do de 10mL de agua



28

deionizada, totalizando em 15mL o volume da solugdo, ap6s 24h em constante agitagdo, foi
realizada a titulagdio condutometria com o titulante NaOH (0,09905M) previamente
padronizado.

A titulagdo foi conduzida em temperatura ambiente sob agitagdo lenta e constante, as
variacoes de condutividade foram medidas em adigdes de 0,2mL de titulante, os dados
coletados foram utilizados para a construcdo da curva de titulagdo de codutincia mS.cm™ por
adicao de volume de NaOH. O célculo do grau de desacetilagao foi obtido pela Equagao 1

descrita por Inoue et al., (2020).

_ 16,1 * AV = C 1073
- m

GD

Equagdo 1

Onde, AV ¢é o volume de NaOH consumido, em mL; C é a concentracao da solugdo

titulante, em mol.L"!; m é a massa de CS, em gramas; 16,1 ¢é a fracdo molar da quitosana.

4.2.2. Cromatografia por exclusio de tamanho

A massa molecular média (My) da quitosana foi determinado em um cromatografo por
exclusdo de tamanho (SEC) da Malvern Instruments, modelo VISCOTEK GPC/max com os
detectores de indice de refragdo da Malvern Instruments, modelo Viscotek RImax e de
UV/Vis marca Knauer, modelo UVD 2.1s acoplados, os dados foram obtidos pelo software
OMINISEC.

Foi preparado uma solu¢do de 3mg/mL de quitosana em agua e filtrada em membrana
de 0,4 um. Para a realizagdo da andlise foram utilizadas trés colunas cromatograficas de agua
da marca Shodex, modelo SB-806 HQ, o fluxo de inje¢do de tampado acetato pH 4,5 foi
ajustado para razdo de 0,6 mL/min e a temperatura durante a deteccdo foi mantida em 55°C.
A curva de calibracdo foi obtida através de mix de padrdes de PEO poli(oxido de etileno),

com massa moleculares compreendidas entre 492000 e 195 g.mol .

4.2.3. Preparo das membranas de quitosana

As membranas de Quitosana (Figura 12) foram sintetizadas baseado na estrutura

proposta por Bellini et al. 2012, desta forma, o polimero foi solubilizado em presenca e
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auséncia de surfactantes. Inicialmente foi preparada uma solugdo de Ch 1% (m/m) em acido
acético 2% (v/v), totalizando 30mL de solu¢do com 0,3 gramas de Ch, sobre constante
agitacdo por 24h em temperatura ambiente. Em seguida a solu¢do de Ch foi divida em trés
aliquotas de 10mL para a adi¢do dos surfactantes, Tween®80 e Pluronic®F-68 (0.75%, m/m)
sob agitacao por 30min;

As solugdes preparadas na auséncia e na presenga dos surfactantes foram dispostas em
placas de petri com didmetro interno de 4,5cm medido por um paquimetro. Em seguida foram
desgaseificadas por uma bomba a vacuo, para eliminacdo de bolhas de ar no material,
posteriormente foram congeladas por 24h e liofilizadas por 48h para a formacdo das

membranas.

Figura 12 — Membranas de Quitosana com Pluronic®F-68 (A), Quitosana (B), e Quitosana com Tween®80 (C)

em placas de petri de didmetro interno de 4,5cm.

Fonte: Proprio Autor.

4.2.3.1. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das membranas

Para os ensaios de microscopia eletronica de varredura (MEV) as membranas
liofilizadas de Quitosana com Pluronic®F-68, Quitosana e Quitosana com Tween® 80 foram
cortados com um bisturi. As amostras foram colocadas perpendicularmente em relacdo ao
corte no suporte com fita de carbono e em seguida recobertas com ouro afim de torna-las

condutivas. A captura das imagens ocorreu no microscopio eletronico de varredura de alta

resolugdo de emissdo de campo (MEV-FEG), marca JOEL, modelo JSM-7500F.
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4.2.4. Derivatizacio do alginato por periodato

Para o processo de derivatizagao do alginato por NalOs foi utilizada a metodologia
descrita por Emami et al. (2018). Foi preparada uma solucao aquosa de 20g/L de alginato de
sodio, volume total de solugdo 25mL, mantida em agitagdo por 24h para solubilizacdo do
polissacarideo. Para a derivatizagdo, a propor¢ao utilizada de metaperiodato de sddio (NalOs)
para unidade de repeticdo de alginato foi de 2,5 mol.% equivalente a 5,3472g em agitacao
constante por 24h no escuro a temperatura ambiente. Em seguida, para encerar a oxidacao, foi
adicionado 1,5ml de mono-etilenoglicol por 30min sob agitagdo. A solugdo resultante foi
dialisada por uma membrana de celulose com poros de 14kDa em agua deionizada com trocas

consecutivas por trés dias, em seguida a solucdo resultante foi congelada e liofilizada.

4.2.4.1. Determinagao do grau de oxidagdo por potenciometria

O grau de oxidacdo ¢ a porcentagem de unidades monossacaridicas oxidadas, neste
caso do alginato, sendo determinado pelo teor de aldeidos formados pela derivatizagdo com
NalO4. Desta forma, foi realizado o método de titulagdo potenciométrica descrita por Yan et
al (2014), o procedimento foi realizado em triplicata.

Uma massa de 0,010g de OSA foi dissolvida em 15mL de Cloridato de Hidroxilamina
(0,1M), a solucdo formada foi agitada por rolamento em baixa velocidade por 24h, para
garantir o intumescimento e preservar a estrutura do polissacarideo, em seguida a solucdo foi
titulada em adi¢des de 0,5ml do titulante NaOH (0,09234M) padronizado.

As equacdes quimicas envolvidas no processo de oxidagdao do alginato (1), formagao

de oxima liberando HCI (2) e neutralizagdo do HCI liberado (3) estdo apresentadas abaixo.

Alginato,q, + NalOy — Alginato — (CHO),, (49 (1)
Alginato — (CHO), (o) *+ nH;N-OH ——— Alginato — (C=N-OH),, (,q) + nH,0 + nHCl,,, )
HCl(aq) + NaOH(aq) — NaCI(aq) + HzO(]) (3)

A equacdo 2 foi utilizada para calcular o grau de oxidac¢ao (YAN et al., 2014):

198,11 %« AV % C x 1073
2m

Grau de oxidagao =

Equacao 2
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Onde, AV ¢é o volume de NaOH consumido, em mL; C ¢ a concentragdao da solucao
titulante, em mol.L''; m é a massa de OSA, em gramas; 198,11 é a massa molar da unidade

urdnica, em g.mol.

4.2.5. Espectroscopia de absor¢cio na regido do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR ¢é amplamente utilizada para caracterizagdo de polimeros,
identificando grupos especifico e possiveis interacdes entre eles. Neste trabalho, esta técnica
foi utilizada para confirmar a oxidacdo do alginato, caracterizar a quitosana e as bases de
Schiff entre CS e OSA, a técnica FTIR foi realizada na regiio média, entre 500 e 4000cm’’,
com resolucdo de 4cm™ e 32 scans. Os espectros de transmitincia foram obtidos através de

um espectrofotdmetro da Perkin Elmer, modelo Frontier com acessorio de ATR.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  QUITOSANA

A quitosana (CS) foi caracterizada através das analises: condutimetrica, SEC e
espectroscopia no FTIR, com o objetivo de determinar seus parametros, sendo estes o grau de

desacetilacdo, My, e sua estrutura para comparacao posterior a formagao das bases de Schiff.

5.1.1. Condutimetria

A titulagao condutimétrica da amostra de quitosana pode ser observada através da
Figura 13, onde podem ser observados trés regides de inclinagdes, sendo a primeira regido
com ponto de inflexdo (Vi) representando a neutralizagdo do acido presente na solugdo, a
segunda regido com ponto de inflexdo (V2) referente a neutralizacdo dos grupos aminos
protonados da quitosana e por ultimo o excesso de solugdo do titulante utilizado apos o ponto

de equivaléncia (RAYMOND; MORIN; MARCHESSAULT, 1993).

Figura 13 — Titulagdo condutimétrica da quitosana (CS)
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Fonte: Proprio Autor.

Utilizando o método dos minimos quadrados (MMQ) foi possivel obter as equagdes de
reta referente as regides obtidas durante a titulacdo, representados na Tabela 1. Pela relagdo as
equacdes de reta, Y1 = Y2 obtém-se o X correspondente a V e relacionando Y2 = Y3 obtém o

X referente a V2 (RAYMOND; MORIN; MARCHESSAULT, 1993; RINAUDO, 2006).
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Tabela 1 — Equagoes de reta das regides obtidas na curva condutimétrica.

Quitosana (CS) Equacio de Reta R?
Regido 1 y; = —1,850x + 9,662 0,9974
Regido 2 y, = 0,039 x + 2,395 0,3808
Regiio 3 ys = 0,737 x — 1,461 0,9941

Fonte: Proprio Autor.

Os valores de Vi e V; foram respectivamente 3,85mL e 5,23mL, a diferenca entre
esses valores representa o consumo de titulante para neutralizar os grupos aminos protonados
da quitosana (AV), que conforme com a Equagdo 1 foi possivel determinar o valor de GD da
quitosana, sendo o resultado obtido igual a 87,89% sendo considerado como elevado grau de
desacetilacdo, que pelos estudos de Kumar et al. 2005, quitosanas com altos valores de GD

apresentam altos niveis antifiingicos.

5.1.2. Cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC)

A massa molar (My) da quitosana foi determinada em fun¢ao do volume de eluicao pela
técnica SEC. O tratamento dos dados representado na figura 14, foi realizado pelo mesmo
software de obten¢ao da analise. Utilizando a curva de calibragao do PEO e sendo o volume
de retencdo da quitosana igual a 29,55mL, o valor obtido pela andlise para o My foi de
154.321 Da, esse valor ¢ considerado como de baixo peso molecular para a quitosana (MANO

e MENDES, 2004).

Figura 14 — Cromatografia por exclusdo de tamanho da quitosana (CS)
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Fonte: Proprio Autor.
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Em estudos realizados por Zhu e Zheng em 2003, relatam que o aumento de My da
quitosana aumenta sua atividade antimicrobiana para as Gram-negativas, sendo para estas,
inibi¢do de 100% ao uso de quitosanas de médio peso molecular enquanto para as Gram-
positivas o efeito de inibi¢ao ocorre acima de 40kDa. Além deste parametro foi possivel
determinar o My que pela curva ¢ igual a 40.813 Da, através da razdo de My e M, obtém-se o
valor de polidisperssdo que, neste caso, equivale a 3,78 sendo assim uma distribuicao

heterogénea das cadeias poliméricas da quitosana (MANO e MENDES, 2004).

5.1.3. Analise no FTIR

A Figura 15 apresenta o espectro na regido do infravermelho para a quitosana. As
bandas identificadas foram: Banda larga entre 3500 e 3200 cm! referente as vibracdes dos
grupos hidroxilas e estiramentos N-H (CHOO et al., 2016); em 2928 cm e 2888 cm™! sdo
atribuidas para as vibragdes assimétricas e simétricas dos estiramentos C-H respectivamente
(PAWLAK e MUCHA, 2003); bandas caracteristicas da quitosana em 1653cm™ referente a
vibragdo do grupo carbonila da amida, em 1559 cm™! estiramento do grupo amida e 1539 cm™
associado ao dobramento de N-H das amidas (LAWRIE et al., 2007); em 1419 cm™ e 1367
cm’! apresentam dobramento de CH, devido a deformagio angular dos C-H e de deformacio
simétrica do CHs (PAWLAK e MUCHA, 2003); 1055 cm™! atribuido ao estiramento da amida
C-O (CHOO et al., 2016); e 1146 cm™ e 840 cm™! referente a ligagdo glicosidica -C-O-C e
grupo CH3COH que estdo relacionadas a estrutura da sacarina (LAWRIE et al., 2007).

Figura 15 — Espectroscopia na regido do infravermelho para a quitosana (CS)
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5.2. MEMBRANAS DE QUITOSANA

5.2.1. Analise por MEV

A Figura 16 apresenta as micrografias das membranas de Quitosana com Pluronic®F-
68 (A), Quitosana (B) e Quitosana com Tween®80 (C), em magnitudes x75 (1) com imagens
de Imm, x150 (2) equivalente a 500 um e x650 com resolu¢ao de 100 um.

Figura 16 — Imagens MEV das membranas de Quitosana com Pluronic®F-68 (A), Quitosana (B), e Quitosana
com Tween®80 (C)

%

Fonte: Proprio Autor.

As membranas de quitosana de acordo com a Figura 16, apresentaram configuracao
diferente em comparagdo aos relatos da literatura (RINAUDO, 2006; VAZQUEZ, 2015)

podendo ser justificado pela dispersao heterogénea do material e pelo método de sintese.
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O efeito dos surfactantes na porosidade e homogeneidade da estrutura pode ser

verificado, principalmente pelo Tween®80 devido ao tamanho de suas moléculas em

comparacdo ao Pluronic®F68 serem menores, permitindo maior porosidade aparente nas
membranas (BUENO e MORAES, 2011).

Apesar dos efeitos estruturais dos surfactantes, vale ressaltar que as propriedades
biologicas t€ém um impacto consideravel uma vez que estes surfactantes podem continuar
como residuos na membrana, ambos surfactantes sdo biocompativeis, principalmente o

Pluronic®F68 (RODEHEAVER et al., 1980)

5.3. DERIVATIZACAO DO ALGINATO

Os métodos que foram utilizados para comprovar e quantificar a modificacao realizada
na estrutura do alginato (SA) pelo NalO4 obtendo como produto o OSA foram FTIR e

potenciometria respectivamente.

5.3.1. Analise no FTIR

A figura 17 apresenta os espectros na regido do infravermelho para o alginato (SA) e
para o alginato oxidado (OSA). As bandas identificadas em um sistema de comparacdo entre
as estruturas foram: 1600 cm e 1405 cm!, caracteristicas do alginato, sdo referentes a
assimetria e simetria do estiramento dos grupos carboxila respectivamente (MUHAMMAD et
al, 2020), continuam presentes na estrutura do OSA, sendo assim a oxidacao via NalO4 ndo
aconteceu nos grupos carboxilas; em 1102 cm™ e 805 cm™ atribuidas ao estiramento simétrico
do grupo éter ciclico C-O-C, quando no OSA apresentam maior intensidade devido ao
rompimento intramolecular das sacarinas (JEJURIKAR et al., 2012); Por fim, a formagado de
uma banda em 1736 cm™ no OSA em relagio ao SA indicando a presenca de grupos aldeidos
na estrutura derivatizada (MAITI et al., 2009; JEJURIKAR et al., 2012 ¢ MUHAMMAD et
al., 2020).
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Figura 17 — Espectroscopia na regido do infravermelho para a alginato (SA) e alginato oxidado (OSA)
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Fonte: Proprio Autor.

5.3.2. Potenciometria

Foi utilizado a titulagdo com cloridrato de hidroxilamina para determinar o grau de
oxidagdo do alginato. O cloridato de hidroxilamina reage com os grupos aldeidos previstos
pela derivatizagdo, liberando acido cloridrico no meio da solu¢do de forma proporcional aos
grupos aldeidos existentes na estrutura, desta forma através da titulagdo potenciométrica com

NaOH obteve-se a curva potenciométrica da Figura 18 (YAN et al., 2014).

Figura 18 — Curva Potenciométrica referente ao OSA

14 -

12 4

pH
©
1

24 * e OSA

0 5 10 15 20
Volume NaOH (mL)

Fonte: Proprio Autor.
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Pelo MMQ da curva obteve-se as equacdes de reta que, quando igualadas no eixo do
pH, obtém-se o valor do ponto de inflexdo, correspondente ao volume de base consumida,
utilizado na Equacdao 2 (GOMEZ, RINAUDO e VILLAR, 2007). A Tabela 2 apresenta as

equagoes, volume e grau de oxidagao obtidos pelo método.

Tabela 2 — Equagdes, volume e grau de oxidagdo do OSA

Equacio de Reta R? Vnaon (mL) Grau de oxidacio (%)
y; = 0,15771 x + 4,73138 _ 0,9805
15,27 13,97
y, = 3,22 x — 42,3567 0,9926

Fonte: Proprio Autor.

O grau de oxidacdo obtido esta relativamente proximo aos dados propostos no trabalho
de Jeon et al, 2012. A variacao do valor pode ser consequéncia de fatores como alta massa
molar e concentragdo do alginato evitando a reacdo com o periodato e formagao de grupos
hemiacetais intramolecular e intermolecular através de hidroxilas vicinais e carbonos do
grupo aldeido. Para melhorar o grau de oxidagdo da sintese, propostas como adi¢do de sais
para diminuir a for¢a i6nica ou adi¢do de uma etapa de redugdo com NaBH4 sdo propostas

pela literatura (EMAMI et al., 2018; GOMEZ, RINAUDO e VILLAR, 2007).

5.4. BASE DE SCHIFF QUITOSANA/OSA

Dentro da proposta deste trabalho para a formacdo de um curativo topico a base de
biopolimeros inteligentes, a reticulagao via base de Schiff entre quitosana e alginato oxidado

se faz necessaria e pode ser verificada pela espectroscopia FTIR.

5.4.1. Analise no FTIR

O espectro apresentado na Figura 19, retine as analises FTIR do SA, OSA e CS,
discutidos anteriormente, além de apresentar jungcdes CS-OSA em meio PBS pH = 7,4, acido
pH = 3 e basico pH = 10. Em relacdo as bandas no infravermelho o OSA apresenta grupos
aldeidos representados em 1736 cm™ o quais foram suprimidos apés reticulagio com a CS
enquanto em 1624 cm™! apresenta formagdo de estiramento C=N atribuido a formacdo das
imidas, bases de Schiff (CHEN et al., 2021). Em todos os meios foi possivel observar tal

formagdo, em destaque o meio em PBS, que de acordo com os estudos de Chen et al., 2021,
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Yan et al., 2022 ¢ Antony, Arun, Manickam, 2019, apresenta melhores condigdes para os

biopolimeros em questdo devido aos valores de pka dos grupos envolvidos na reacao.

Figura 19 — Espectro na regido do infravermelho para verificagao da Base de Schiff entre CS e OSA
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Fonte: Proprio Autor.

6. CONCLUSAO

A quantificagdo dos parametros da quitosana e da modificagao do alginato por técnicas
analiticas demostraram eficiéncia em relagdo ao tempo de andlise, reprodutibilidade e
exequibilidade. Os parametros obtidos permitiram pelos dados da literatura uma relagao
solida das propriedades dos biopolimeros utilizados quanto as necessidades do processo de
cicatrizacdo da pele.

As imagens obtidas por MEV para as membranas de quitosana com a auséncia e
presenca de surfactantes permitiram observar a estrutura ao longo das membranas em relagao
a porosidade do material, apresentando condi¢des promissoras para os fatores de absor¢do de
fluidos do processo cicatricial de feridas e de trocas com o ambiente externo.

A partir dos espectros FTIR foi possivel verificar a formagao das bases de Schiff pela
modificacdo do alginato com a quitosana, indicando uma reticulagdo covalente, a qual mudou

as propriedades fisico-quimicas e bioldgica da membrana.
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A membrana de CS-OSA apresenta condi¢des e caracteristicas que incentivam a
continuidade de seu estudo para a aplicagdo como curativo de uso topico Como perspectivas
para continuidade deste trabalho deve ser considerado os seguintes itens:

e Ao alginato estudo da massa molar média My em relacao ao grau de oxidagao;

e Estudo da viscosidade intrinseca da quitosana;

e Micrografia MEV da membrana CS-OSA;

e Ensaio mecanico: andlise da troca gasosa, intumescimento e tensdo-
deformacdao da membrana CS-OSA;

e Estudo da incorporagdo e liberagdo do farmaco sulfadiazina de prata in vitro,

e Teste de biocompatibilidade e citotoxicidade;

e Investigar método de esterilizacdo adequado para a membrana proposta.
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