UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE TERMOFLUIDODINAMICA

Area de concentracao: Engenharia de processos

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE
MICROPARTICULAS DE QUITOSANA CONTENDO
PAPAINA

Autor : Eng®. Gilberto Alessandre Soares Goulart

Orientadora: Prof®. Dr* Marisa Masumi Beppu

Tese de Doutorado apresentada a Faculdade de Engenharia Quimica como parte dos pré-
requisitos exigidos para obtencao do titulo de Doutor em Engenharia Quimica

Campinas — Sdo Paulo
Fevereiro, 2006



Tese de Doutorado defendida por Gilberto Alessandre Soares Goulart e aprovada

em 17 de fevereiro de 2006, pela banca examinadora constituida pelos Doutores:

VYV howaw R B

Dra. Marisa Masumi Beppu

MR NN Y

Dr. Antofib Carlos Luz Lisboa

// P

o 'i_ —

——

- e
B W,

Drax;;[_,eila Peres

/)

V 1P

Lo T S .
Dr. Bronislaw Polakiewicz

/
Dr. Eduardo José de Arruda

Pin1ioTECA CENTRAL
CESAR LATTES
DESENVQIVIMENTO DE]L

{ DLECAQ i

Wiy g ol
UNICAMP




Este exemplar corresponde a versdo final da Tese de Doutorado em Engenharia
Quimica.

ﬂ‘_‘.r- r o e 4/;;2—-—-—- o g?‘:.._-——_.

/Dra. Marisa Masumi Beppu
(Orientadora)

iii



““ Eu sou como uma aranha que
tece sua teia para viver.

Ndo tenho nada contra ninguém
Apenas teco minha teia.”

Mestre Pastinha.

v



Dedico

A minha esposa, Mariangela, pela paciéncia, compreensdo e
constante incentivo. Ao meu filho Humberto, por encher minha
vida de luz.



Agradecimentos

Esta tese foi resultado de esforco, dedicacdo, perseveranca, aprendizado e experimentacgao,
mas este trabalho ndo teria efeito algum se ndo fosse pelo auxilio de pessoas as quais tive o

imenso prazer de encontrar em meu caminho.

e Primeiramente agradeco a Deus;

e A minha orientadora Marisa Masumi Beppu, que tornou tudo isso possivel, através
do apoio e da cobranca nas horas certas. Por sua amizade e espirito profissional;

e Ao professor Theo Guenter Kieckbuch, por ter agido de forma decisiva no momento
mais dificil de minha vida académica, influenciando a permanéncia no programa de
Doutorado da Engenharia Quimica da Unicamp;

e Ao professor César Costapinto Santana (DPB/FEQ/UNICAMP), por disponibilizar a
utilizacdo do espectrofotdmetro (FTIR-ATR);

e Ao professor Carlos Grosso (DEPAN/FEA/UNICAMP), pela disponibilizacdo do
secador spray-dryer;

e Ao professor Watson (IQ/UNICAMP), pela liofilizacdo das microparticulas de
quitosana;

e Ao professor Cldudio Airoldi (IQ/UNICAMP), pelas andlises de Raios — X, das
microparticulas de quitosana;

e Ao professor Joao Sinésio Campos (DTP/FEQ/UNICAMP), pelo constante incentivo
e amizade nestes ultimos meses de trabalho;

e Aos laboratérios LRAC(FEQ/UNICAMP) e LCPP(DTF/FEQ/UNICAMP), pelos

teste de TGA, DSC , MEV e Difracdo de Raios-X;

Vi



Ao professor Bronislaw Polakiewicz (FCF/USP), por ter me acolhido com respeito,
amizade e profissionalismo;

Ao professor José Eduardo de Arruda (Farmacia/UCDB/MS), pelo empenho em
trabalhar em colaboracdo, proporcionando a realizacdo dos ensaios e andlise de
cicatrizagdo in-vivo, realizadas em sua instituicao de ensino;

Ao professor Lincoln Carlos Silva de Oliveira (Farmacia/UCDB/MS), pelo apoio nos
testes de cicatrizacdo in-vivo e andlises térmicas realizadas nos tecidos cicatrizados
coletados dos hamsters;

Aos meus colegas de laboratorio, Marco, Rodrigo, Grinia, Rafael, Cassiano e Daniel,
por sempre estarem prontos para auxiliar e para confraternizar; sdo grandes
companheiros;

Aos meus amigos, Marcilio Machado, Carlos Alberto Severo, Cibelem Benites,
Victor Oswaldo Concha, Marcelo Pinto, Mariana, Reinaldo e Gilvan, pelo
companheirismo, apoio e principalmente amizade que sempre me prestaram,
obrigado de coracdo!!!

A todos os meus familiares, que mesmo de longe incentivaram e emanaram energias
positivas;

Ao professor Luiz Antdnio Almeida Pinto (laboratério de operagdes unitarias/FURG-
RG/RS), por sua amizade e interesse, que mesmo de longe espera que seus pupilos
ganhem o mundo;

Ao meu mestre de capoeira Marcos Simplicio, por sua amizade e for¢a prestadas nas

horas dificeis que passei aqui em Campinas.

vii



RESUMO

A utilizag@o de polimeros naturais como biomateriais tem crescido nos tltimos anos.
Existem polimeros naturais, como a quitosana, por exemplo, que t€ém grande potencial de
uso nas dreas farmacéuticas, médicas, de engenharia de tecidos e engenharia biomédica
(reconstitui¢do de 0ssos), e matriz de liberacdo controlada de farmacos, com propriedades
bioldgicas interessantes, tais como: biocompatibilidade com tecidos e 6rgdos humanos, ndao
toxicidade, capacidade hemostdtica, bactericida, fungicida e principalmente propriedade
cicatrizante. Este polimero pode ser utilizado juntamente com outros compostos, como a
papaina, que € uma enzima proteolitica extraida do mamdo e que possui propriedade
antiinflamatoria, fungicida facilita a cicatrizacdo de tecidos epiteliais.

O objetivo deste trabalho foi estudar a de utilizacdo da quitosana e papaina no reparo
de tecidos epiteliais. Para tal, foram produzidas microparticulas de quitosana com papaina
sorvida em diferentes concentragdes e também com a utilizagdo de agentes reticulantes como
o glutaraldeido 0,75% em massa e o tripolifosfato de sédio (TPP) 10% m/v, com a finalidade
de imobilizar a enzima sobre as microparticulas de quitosana. As microparticulas foram
testadas quanto a sua capacidade de liberacdo de papaina e avaliadas quanto ao tempo de
armazenamento. Analises morfolégicas (MEV), cristalograficas (DRX) e térmicas (TGA e
DSC) foram realizadas para caracterizacdo das microparticulas de quitosana, com a
finalidade de verificar a influéncia do agente reticulante na libera¢do de papaina sorvida nas
microparticulas de quitosana.

Foi observado que as microparticulas utilizadas na forma natural com papaina
sorvida sofriam deterioragdo com o decorrer do tempo. Por esse foi mais indicado o uso de
um agente reticulante, com a finalidade de imobilizar a papaina e manter sua atividade
enzimdtica constante. O agente reticulante escolhido foi o TPP, pelo fato de ndo possuir
toxicidade. Foi observado que a imobilizacao da papaina ocorreu de forma efetiva pelo uso
do TPP, pois se conseguiu manter constante a atividade enzimatica nas microparticulas de

quitosana reticuladas por um periodo de tempo de 6 meses.

Palavras-chaves: Biomaterial, quitosana, papaina, microparticulas, cicatrizacio.
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ABSTRACT

The use of natural polymers as biomaterials has been growing in the last years.
Natural polymers as chitosan, consists in good examples with great potential for use in
pharmaceutical and medical areas, tissue and biomedical engineering (reconstitution of
bones), and controlled release of drugs. Chitosan presents interesting biological properties,
such as: biocompatibility with tissue and organs, non toxicicity, hemostatic, anti-bacterial,
anti-fungal properties and mainly healing properties. It can be used associated with other
active molecules, such as papain, that is a proteolitic enzyme of papaya and also possesses
anti-inflammatory property, being able to facilitate the healing of epithelial tissues. The
objective of this study was to evaluate the possibility of using of chitosan for wound healing.
Hence, microparticles of chitosan with sorbed papain (in several concentrations) associated
with the use of crosslinking agents as glutaraldehyde 0.75% (w/w) solution and sodium tri-
poly-phosphate (TPP) 10% (w/v) solution in order to immobilize the enzyme. The produced
microparticles were tested on its capacity of papain release and the time of storage.
Morphological (SEM), crystallographic (DRX) and thermal (TGA and DSC) analyses were
performed for microparticles characterization, with the purpose to verify the influence of the
crosslinking agent in the release of papain from the microparticles. As results,
microparticles used in the natural form with sorbed papain underwent deterioration with
elapsing of the storage time. For this reason, TPP was used to immobilize papain and keep
its enzimatic activity, without presenting toxicicity. The immobilization of the papain using
TPP occurred in a sactisfactory way, keeping the enzymatic activity of papain in chitosan
microparticles even after a long shelf life.

Key-words: Biomaterial, chitosan, papain, microparticles, wound healing.
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quitosana 2% m/m com papaina sorvida a partir de solu¢do 3% m/v e secas por
T2 177 1o 1o TP

Figura 5.14: a) Micrografia das microparticulas de quitosana obtidas a partir de solu¢do de
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quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de solu¢do 3% m/v secas por liofiliza¢ao
e b) micrografia das microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de quitosana
1% m/m com papaina sorvida a partir de solucdo 3% m/v secas por
JHT0) 51727 Lo 1o T RSP TSR

Figura 5.15: Perfil de atividade enzimadtica da papaina a partir de microparticulas de
quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1% m/m com de papaina sorvida a

partir  de uma solu¢dio de papaina 1% m/v, secas por  spray

Figura 5.16: Perfil de liberacdo da papaina a partir de microparticulas de quitosana obtidas
a partir de solucdo de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de uma solugdo de
papaina 1% m/v, secas por HOfIZACAO. ........eevriiieriieeiie et
Figura 5.17: Perfil de liberagdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de
quitosana obtidas a partir de solucdo de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir
de solucdo de papaina 1% m/v, reticuladas com
Lo LU0 1 (6 1) 16 Lo RO
Figura 5.18: Micrografia de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de
quitosana 1% m/m com papaina 1% m/v e reticuladas com
Lo LU0 1 (6 1) 16 Lo TP
Figura 5.19: Micrografia de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de
quitosana 1% m/m com 3% m/v de papaina reticulada com
Fod LU0 1 (6 1) 16 Lo TP
Figura 5.20: Perfil de liberagdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de

quitosana obtidas a partir de solucdo de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir
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de solugdo de papaina 1% m/v reticuladas com

Figura 5.21: Micrografia de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucao de

quitosana 1% m/m adsorvida com papaina 1% m/v e reticuladas com

Figura 5.22: Micrografia de microparticulas liofilizadas de quitosana obtidas a partir de
solucdo de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de uma solu¢c@o de papaina
3% m/v reticuladas com TPP..........cooiiiiiiiiie e
Figura 5.23: Micrografia de fratura da superficie de uma microparticula de quitosana

reticulada (fixada com epicloridrina, para fins de melhorar a visualizacdo dos

Figura 5.24: Difratograma de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solugdo de
quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir e uma solu¢do de papaina 1% m/v,
reticuladas com TPP.........ooiii e

Figura 5.25: Espectros de infravermelho (IV) microparticulas de quitosana pura (a) e
microparticulas de quitosana modificadas com TPP e papaina (b); e (c) microparticulas de
quitosana modificadas com glutaraldeido e papaina............ccecceeevviieeriieeniieeniie e
Figura 5.26: Termogramas das microparticulas de quitosana modificada com TPP e
papaina(a) e quitosana NAtUTAL (D) ......oovuieiiiiiiiiie it e
Figura 5.27: Andlise de calorimetria exploratéria diferencial para microparticulas de
quitosana pura (a) e microparticulas de quitosana modificadas com TPP e papaina (b)........
Figura 5.28: Gréfico do perfil de atividade da papaina a partir de microparticulas de

quitosana obtidas a partir de solucdo de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir
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de soluc@o 1% m/v de papaina secas por liofilizacdo com tempo de armazenamento de 5

Figura 5.29: Gréfico do perfil de atividade de papaina a partir de microparticulas de
quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir
de solugdo 1% m/v de papaina e secas por liofilizagdo, com 15 dias de
ATTNAZENAMEILO. ... eevteettettenteetteettenteeatesetesteesteeutesbeenbeestesstesteeatesbeenseesseestebeentesssenbeensesneenseenses
Figura 5.30: Gréfico do perfil de atividade de papaina para microparticulas de quitosana
obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1% m/m, reticuladas com TPP, com papaina
sorvida a partir de solucdo 1% m/v de papaina e secas por liofilizacdo, com 5 dias de
ATTNAZENAMEILO. ... eevteeutettenteetteettenteestesttesteesteeutesbeessesatesseesseeatesbtenseeasesstebeentesssesbeensesasenseenses
Figura 5.31: Gréfico do perfil de atividade de papaina para microparticulas de quitosana
obtidas a partir de solucdo de quitosana 1% m/m, reticuladas com TPP, com papaina
sorvida a partir de solucdo 1% m/v de papaina e secas por liofilizacdo, com 15 dias de
ATTNAZENAMEILO. ... eevteeutettenteetteettenteeatesttesteesteestesbeensesseesstesteeasesbtenseeaseestebeentesssesbeensesaeenseenses
Figura 5.32: Gréfico de Pareto mostrando a influéncia das varidveis independentes na
cinética de liberagao das MiCTOPArtiCULAS. ......ccuuiiriuieiriiieriie et
Figura 5.33: Gréafico de superficie de respostas para as microparticulas de quitosana
reticuladas com TPP........cooiiii e

Figura 5.34: Gréfico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de
quitosana obtidas a partir de solucdo de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir
de solucdo de papaina 1% m/v, reticuladas com TPP com 30 dias de
ATTNAZENAMENLO. ... eeutettenteeateettenteetesttesteesteeseesteeasesatesbeesteestenseeasesstesseensesseenseenseestenseensesanenne

Figura 5.35: Gréfico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de
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quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 2 % m/m com papaina sorvida a partir
de solucdo de papaina 1 % m/v, reticuladas com TPP com 30 dias de
ATTNAZENAMEIIEO. ... eevteeuteeteeteenteettesteeteeatesteeseenteeseeseensesseesseensesntesseenseensesseenseensesneenseensesnean
Figura 5.36: Grafico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas de quitosana 1%
m/m, com papaina sorvida a partir de solucdo de papaina obtidas a partir de solucdo de
quitosana 3% m/v e reticuladas com TPP com 30 dias de armazenamento..............c...........
Figura 5.37: Grafico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas de quitosana
obtidas a partir de solu¢@o de quitosana 2% m/m com papaina sorvida a partir de solu¢do
de papaina 3% m/v , reticuladas com TPP com 30 dias de
ATTNAZENAMEILO. ... eevteeeteteeteetteettenteestesttesteesteeseesbeensesatesseesseeasesseenbeeaseesteseentesseenbeensesnsenseenses
Figura 5.38: Gréfico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas de quitosana
obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1,5% m/m com papaina sorvida a partir de
solucio de papaina 2% m/v, reticuladas com TPPcom 30 dias de
ATTNAZENAMEILO. ....eevteeteteeteetteettenteestesttesteesseettesteentesstesstesseeatesbeeseesseestebeentesssenseensesseenseenses
Figura 5.39: Fotografia do procedimento de aplicacdo das microparticulas de quitosana,
pura e modificadas com papaina e TPP, em lesdes provocadas intencionalmente no tecido
epitelial de HAMSIETS. ......eiiiiiiiiiieeiieeee ettt ettt e et e e e e e e e eaaaeeas
Figura 5.40: Termograma relacionando tecidos de Hamsters cicatrizados com curativos
provenientes de microparticulas de quitosana pura (QT) e microparticulas de quitosana
1,5% m/m com papaina 2% m/v sorvida reticuladas com TPP (QP).........ccccoeeviiviiinninnns
Figura 5.41: Termograma relacionando tecidos de Hamsters cicatrizados com curativos
provenientes de microparticulas de quitosana pura (QT) e microparticulas de quitosana

1,5% m/m com papaina 2% m/v sorvida reticuladas com TPP (QP).........ccccoeeviiviiinninnns
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Figura 5.42: Termograma relacionando tecidos de Hamsters cicatrizados com curativos
provenientes de microparticulas de quitosana, onde pode ser observado: pele natural,
quitosana 1,5% m/m com 2% m/v de papaina sorvida reticulada com TPP (QP), 1,5%
m/m com 2% m/v de papaina sorvida reticulada com TPP, implantada com 14 dias (QP 14
dias) e 1,5% m/m com 2% m/v de papaina sorvida reticulada com TPP, implantada com

28 dias (QP 28 diaS)...ccueiuiiiiiiiiiiiieiieece e s e 83
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CAPITULO 1 INTRODUCAO

CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A incidéncia de lesdes de pele, principalmente ferimentos de grande extensdo
causados por queimaduras, feridas cronicas, escara e ulceras de pressdo, entre outros, sao
de extrema importancia clinica em func¢do da alta freqii€éncia com que ocorrem. Existem
numerosas complicacdes que podem acentuar estas lesdes, tais como proliferacao
bacteriana, tendo como conseqiiéncia infeccdes, perda de fluido corporal e alto custo dos
tratamentos face a demora dos mesmos quando para obtencao de cicatrizacdo (Wouk et al.,
1998; Wollina et al., 2003).

Durante o periodo de cicatrizacdo, podem ainda aparecer outras complicacoes tais
como: formacao de tecido de granulacdo exuberante, contracao do tecido e epitelizacdo da
ferida. Existe também grande incidéncia de feridas crOnicas provocadas por escaras de
pressdo e de diabetes, as quais sdo de dificil cicatrizac@o. Por esse motivo, é necessdrio que
haja tratamento adequado que acelere o periodo de cicatrizacdo e que amenize o
desconforto do tratamento para o paciente (Souza, 1989, Wouk et al., 1998; Moulin et al.,
1999).

A importancia das lesdes tem suscitado por parte dos pesquisadores, a obtencdo de
materiais compativeis, ou biomateriais que possam abreviar o periodo de cicatrizagdo e
promover maior conforto ao paciente, sobretudo pelo alivio da dor. Entre os produtos
utilizados encontram-se solugdes anti-sépticas, quimioterapicas e peliculas e ou membranas
bioldgicas ou sintéticas para uso tépico.

Segundo Wouk (1998), uma grande dificuldade encontrada durante o tratamento
clinico de feridas com utilizagdo de biofilmes € a necessidade de troca didria do curativo.
Pode-se, desse modo, afirmar que este € o ponto critico, que pode elevar o tempo € o custo
do tratamento, causando maior desconforto ao paciente e riscos de contaminacdo, se
cuidados com higienizacdo do ferimento nao forem tomados.

Durante os ultimos anos, a utilizacdo de biomateriais na drea médica tem crescido
muito. Dentre os biomateriais pode-se citar a quitosana, um biopolimero que vem

despertando bastante interesse junto a comunidade cientifica mundial devido,



CAPITULO 1 INTRODUCAO

principalmente, ao seu grande potencial de aplicacdo em diversas areas. Este fato tem sido
observado tanto para as suas formas naturais como para os seus derivados (Knorr, 1991).

O uso de um biomaterial para o reparo de tecido cutineo normalmente se dd na
forma de ungiientos, que sdo de facil aplicacdo, mas ndo garantem prote¢cdo mecanica da
pele, ou no uso de filmes que aderem no ferimento podendo causar mais lesdes. Uma outra
possibilidade seria o uso de microparticulas biodegraddveis, que ndo necessitariam da troca
do curativo durante o tratamento, podendo acelerar o periodo de cicatrizacio da pele.

A quitosana € um polissacarideo natural oriundo da desacetilacdo da quitina através
de uma base forte. Trata-se de um biopolimero hidrofilico. Tal propriedade da quitosana é
proveniente do grupamento amino, responsavel pela solubilidade da quitosana em solugdes
de 4cido diluido (Hirano, 1996). A quitina € encontrada em grande quantidade na carapaga
de crustaceos, no exoesqueleto de insetos e nas paredes celulares de fungos. Tanto a quitina
quanto a quitosana assemelham-se quimicamente a celulose.

A quitosana possui grande aplicabilidade no campo da engenharia biomédica e de
biomateriais, devido a sua habilidade em acelerar a cicatrizacdo de lesdes cutineas.
Apresenta propriedades favoraveis de biocompatibilidade e bioatividade. Alguns estudos da
literatura indicam propriedades antimicrobianas (bactericida, bacteriostatica, fungicida e
fungistética) e cicatrizantes. Seus metabdlitos residuais também sdo atéxicos tornando a
quitosana, um material de grande potencial de aplica¢do na drea médico-farmacéutico.

Existem, ainda, outros fatores que contribuem para que a quitina e a quitosana
despertem interesse cientifico e tecnoldgico em diversas dreas, tais como: a) sua
abundancia na natureza; b) obtidos de fonte natural; ¢) sdo os principais componentes da
casca de crusticeos, que geralmente sdo descartados como residuos do processamento da
industria pesqueira; d) biodegradabilidade; e) biocompatibilidade com os 6rgaos, tecidos e
células animais e vegetais; f) ndo sdo téxicos em administracdio oral e implantes em
animais; g) processabilidade em diversas formas como flocos, p6s finos, graos, membranas,
esponjas, fibras, fios e géis. Possuem acdo biolégica em Orgdos, tecidos e células de
animais e vegetais, como também, nos solos e na hidrosfera, podendo ainda ser quimica ou
enzimaticamente modificados (Hirano, 1996).

Na drea de curativos hemostiticos, todos puderam, recentemente, com oS

acontecimentos da guerra entre os EUA e o Iraque, assistir ao antincio do uso do produto
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QuikClot da Z-Medica, de Connecticut, EUA, a base de zedlita e quitosana, que visa
estancar sangramentos intensos. Além desses exemplos, a maioria dos produtos que contém
quitina e/ou seus derivados, disponivel no mercado, ainda € destinada a administragdo por
via oral para dietas de controle de peso.

O Brasil € um pais que possui uma longa costa maritima, produzindo assim, grande
quantidade de produto pesqueiro industrializado, sendo necessério o tratamento de todo o
residuo de pescado (crustdceos em particular) produzido pelas indudstrias. Muitas vezes, tais
residuos ndo sdo reaproveitados € muito menos tratados, poluindo rios, lagoas e corregos.
Esse fato acarreta um grande prejuizo para o meio ambiente e também para a sociedade,
ocasionando mau cheiro, a incidéncia de insetos e de animais que podem causar doengas
para populacdo dos arredores. H4 ainda, o problema do desperdicio de material nobre,
como quitina e quitosana, que sdo descartados juntamente na casca dos crusticeos nao
sendo aproveitados por grande parte das industrias.

Existe, dessa forma, grande necessidade, no ambito nacional, de estudos na area de
produgiio e caracterizacio de biomateriais 2 base de quitosana. E imprescindivel que o
Brasil possua autonomia em termos de tecnologia para producdo e aplicagdo deste
biopolimero na drea médica, dada a vasta costa maritima brasileira, que assegura uma rica
fonte de quitosana.

Devido a necessidade de aplicagdo de novos materiais nas dreas biomédicas e
farmacéuticas, a quitosana apresenta-se como um importante material que pode se
enquadrar neste campo, principalmente para o controle da liberacio de farmacos no
organismo, podendo ser associada a outros compostos, como a papaina que ¢ uma enzima
proteolitica com propriedades anti-inflamatdrias, formando um complexo e aumentando
assim o potencial de cicatrizagdo do material.

A perspectiva que se vislumbra, através do presente trabalho, é a utilizagdo de
microparticulas de quitosana como matriz polimérica para liberacdo de farmacos e também
como agente cicatrizante, utilizando-se a papaina como um potencial facilitador da

cicatrizagdo de tecidos epiteliais, associando suas propriedades com as da quitosana .
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CAPITULO 2

2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa estudar a obtencdo de microparticulas de quitosana
modificadas quimicamente e a verificacdo de seu potencial para a aplicacdo no reparo de
lesdes nos tecidos epiteliais. Para a modificacdo quimica, foram escolhidos dois agentes
reticulantes, o glutaraldeido e o tripolifosfato de s6dio (TPP). A papaina foi escolhida como

agente ativo a ser adicionado nas microparticulas.

2.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Entre os objetivos especificos deste trabalho podem-se citar:

e Determinagdo de um processo de obtencao de microparticulas de quitosana para
uso como biomaterial;

e Otimizacdo dos melhores processos de secagem e sua eficiéncia na liberacao
controlada de papaina;

e Avaliacdo de agentes reticulantes que possam melhorar a etapa de liberacdo da
papaina;

e Verificacio do mecanismo de liberagdo in-vitro da papaina sorvida® nas
microparticulas de quitosana.

e Implante in-vivo do material obtido.

* Neste trabalho, utilizamos o termo sorgdo para designar generalizadamente a incorporagfio da papaina na
matriz de quitosana, que poderia ser um fendmeno de superficie (neste caso, usaria-se do termo "adsorgéo",
assim como um fendmeno bulk, que poderia envolver "absor¢do" ).
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CAPITULO 3

3. REVISAO DE LITERATURA

A aplicacdo de materiais poliméricos com propdsitos médicos e farmac€uticos vem
crescendo rapidamente entre os biomateriais € tem sido evidenciada em diversos campos
como engenharia de tecidos, implantes de dispositivos médicos e Orgaos artificiais,
préteses, oftalmologia, odontologia, reparo dsseo e outros (Azevedo, 2003). Nos ultimos
anos, tem crescido o interesse pelo uso de alguns biopolimeros na utilizacdo como tecido
artificial e reparo de lesdes em tecidos epiteliais. Um exemplo de biopolimero disponivel
para estes tipos de reparos € a quitosana, estudada por ser um polissacarideo biocompativel

com tecidos animais e por ser biodegradavel e ndo téxico.

3.1. BIOMATERIAIS

Os biomateriais podem ser definidos como todo material utilizado para substituir,
no todo ou em parte, sistemas bioldgicos. Estes devem possuir a capacidade de permanecer
em contato com tecido vivo e recompor partes lesadas do organismo, ou ainda auxiliar na
recuperacdo. Podem agir de modo continuo ou intermitente, entrando em contato com
fluidos corpdéreos, mesmo que localizados fora do corpo. Os biomateriais podem ser
produtos metdlicos, ceramicos, poliméricos sintéticos ou naturais.

Os biomateriais devem  possuir  caracteristicas  imprescindiveis  de:
biocompatibilidade, ou seja, devem atender ao requisito de funcionalidade para o qual
foram produzidos, ndo estimulando ou provocando o minimo de reacdes alérgicas ou
inflamatodrias; devem ser nao-téxicos; esterilizaveis e capazes de reproduzir as propriedades
dos tecidos que eles substituem (Szycher, 1992). A biocompatibilidade esta relacionada a
intensidade dos processos inflamatérios ou imunoldgicos desencadeados pelo organismo
quando um material estranho entra em contato com fluidos bioldgicos.

A selec@o de um biomaterial é baseada na combinagdo de suas propriedades mecanicas,
fisicas e bioldgicas (Benson, 2002) e depende da utilizagdo ao qual € destinada. Como essas

propriedades sdo extremamente sensiveis a variagdes da estrutura do material em escala
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micro ou nanométrica, € fundamental que se tenha perfeito entendimento de como se
correlaciona a microestrutura do material com as propriedades bioldgicas desejadas.

Atualmente, na drea médica sao empregados muitos tipos de biomateriais, tais como
silicone e derivados, politetrafluoretileno, polietileno de alta densidade, vidro bioativo,
acrilicos, adesivos entre outros, que podem ser utilizados em variados tipos de implantes.

Merkli (1996), afirma que o uso potencial de um polimero como biomaterial
depende de sua biocompatibilidade e estabilidade dos tecidos vivos. Um dos parametros
importantes de trabalho é o grau de pureza do produto. Sabe-se que os polimeros, depois de
sintetizados, podem apresentar algum tipo de impureza, tais como: residuos de solventes,
catalisadores de reagdo, estabilizadores, subprodutos da rea¢do, mondmeros residuais e
oligdmeros.

Segundo Middleton (2002), os sistemas poliméricos sdo largamente utilizados na
inddstria farmacéutica, ndo s6 como material de revestimento de cdpsulas e comprimidos,
mas também como matrizes que permitem a facil liberacdo de drogas no organismo de

maneira controlada.

3.2. QUITOSANA
A quitosana, poli[B-(1—4)-2-amino-2-dioxi-D-glicopiranase], ¢ um biopolimero
catidnico, em meio 4cido, resultante da desacetilacdo da quitina. A quitosana € representada

pela formula geral [CeH;;04N],, onde “n” indica o grau de polimerizacdo da quitosana e

possui a estrutura molecular conforme apresentado na Figura 3.1.

OH OH 0OH
-
] ]
HO HO %o
NH; NH;
Juitosana

Figura 3.1: Estrutura molecular dos segmentos de cadeia da quitosana
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A quitosana, total ou parcialmente desacetilada, é constituida de grupos D-
glucosaminas (GIcN) e N-acetil-D-glucosaminas (GIcNAc), resultando em um copolimero
de B-(1—>4)- D-glucosamina. Normalmente é¢ denominada de poli-B-(1—4)-D-glucosamina.
A quitina € um polissacarideo com ramificacoes de grupos acetamina que, quando
desacetilados, transformam-se em quitosana.

Observa-se na Figura 3.1 que a quitosana possui no carbono 2 um grupamento
amino primdrio, o qual confere ao polissacarideo caracteristicas quimicas e fisicas
diferentes da quitina e da celulose. Este fato torna a quitosana um biopolimero extremante
interessante, por ser um polieletrdlito com alta solubilidade e extrema reatividade
(Hirano,1996).

A quitina e a quitosana s@o considerados polimeros heterogéneos, pois possuem em
sua cadeia polimérica, tanto mondmeros acetilados quanto desacetilados. Isto porque as
formas totalmente acetiladas ou totalmente desacetiladas ndo ocorrem normalmente na
natureza e sao de dificil preparacdo em laboratério. Para diferenciar um polimero de outro
se usa uma regra comum: se o grau de desacetilacdo do polimero for igual ou maior que
50% (GD>0,50), o polimero é denominado quitosana, caso o contrdrio € quitina

(Hirano,1996).

3.3. FONTES DE QUITINA E QUITOSANA

A quitina e a quitosana sdo polimeros biosintetizados e biodegradados na biosfera
terrestre, em um volume anual estimando de 100 bilhdes de toneladas por ano. A quitina é
um dos materiais mais abundantes na natureza, perdendo apenas para a celulose
(Muzzarelli, 1973).

A quitina encontra-se largamente distribuida na natureza, sendo o maior
componente estrutural do exoesqueleto dos invertebrados marinhos tais como o0s
crustdceos. Também € encontrada na parede celular de alguns fungos e leveduras (Peter,
1995).

A quitina funciona como um componente fibroso na estrutura do exoesqueleto,
cuticula e parede celular dos organismos nos quais ocorre. Desta maneira, ela € quase

sempre encontrada associada as proteinas, formando oligoproteinas que funcionam como



CAPITULO 3 REVISAO DE LITERATURA

matrizes que interagem com outros constituintes, tais como carbonatos e fosfatos (Chen et
al., 1998).

No momento, a fonte de obtencio da quitina economicamente mais vidvel tem sido
o rejeito das inddstrias de processamento de crustdceos, destacando-se, em larga escala, os
caranguejos, camardes e lagostas (Abazinge et al., 1993). Alguns estudos demonstram que
existe uma boa quantidade de quitina no cefalotérax do camardo-rosa ( P. brasiliensis e P.
paulensis) (Tenuta & Zucas, 1985 e 1987), no caranguejo uca (Ucides cordatus) e na
lagosta (Panulirus argus), sendo encontrado em torno de 14% em base Umida,
demonstrando, portanto, a grande potencialidade do Brasil em produzir quitina e quitosana
em larga escala. O Brasil produz grande quantidade de residuos de crusticeos que sao
quase que completamente desperdigados (IBAMA, 1994).

Ultimamente, devido ao crescimento do interesse cientifico e principalmente
industrial em quitina e quitosana, outras fontes destes materiais foram avaliadas, como por
exemplo, extra¢do de quitina do fungo utilizado na producao de 4cido citrico (Muzzarelli et
al., 1994). Os pesquisadores acreditaram que, no futuro, os microorganismos serdo uma das
principais fontes de quitina e quitosana (Muzzarelli et al., 1994). Entretanto, estas fontes
alternativas de obtencdo de quitosana ainda ndo tém demonstrado viabilidade econdmica,
além de haver problemas técnicos, encarecendo o produto final. Com a finalidade de evitar
problemas futuros, até mesmo de ordem bioecoldgica, t€m crescido as investigacdes em
busca de novas fontes e tecnologias adequadas para obtencdo de quitina e quitosana

(Arcidiacono & Kaplan, 1992).

3.4. PROPRIEDADES DA QUITOSANA

A quitosana € um excelente complexante de metais pesados e essa importante
propriedade pode ser aplicada nas dreas farmacéutica, de saide, de purificacdo de dgua e
alimenticia. Os grupos amino livres presentes no polimero podem adquirir carga positiva,
em presenca de solugdes acidas diluidas, formando um sal solivel que confere a quitosana
suas propriedades especificas.

A quitosana pode ligar-se seletivamente a colesterol, gorduras, proteinas e células
tumorais, como também com outros materiais como, polissacarideos anionicos, acidos

nucléicos, dcidos graxos entre outros, os quais, por sua superficie negativa interagem
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fortemente com a quitosana, em razdo da carga positiva desta. A quitosana € um excelente
agente coagulante ou floculante devido a alta densidade de grupos amino que podem
interagir com coldides, proteinas, corantes e polimeros carregados negativamente. Por
exemplo, a quitosana se adere facilmente em polimeros naturais tais como os encontrados
em cabelo e pele, constituidos por proteinas e mucopolissacarideos com cargas negativas.

A quitosana apresenta propriedades favordaveis de biocompatibilidade e
bioatividade, é atdxica, bactericida, fungicida e biodegraddvel e age como composto
cicatrizante, apresentando vantagem em relacdo aos polimeros sintéticos que, na sua grande
maioria, sdo téxicos (Sinha, 2004; Kumar, 2000; Mi et al., 1999c; Calvo et a.l, 1997).

Alguns parametros sd@o importantes para caracterizar a qualidade da quitosana, tais
como: grau de desacetilacdo (GD), solubilidade em solu¢do 1% de acido acético, pH,
viscosidade, turbidez, tamanho das particulas, fonte ou origem, massa molecular, contetido
residual de proteinas e aminoécidos. O grau de desacetilacdo € também considerado um dos
principais parametros na caracterizacdo da quitosana e € determinado por inimeros
métodos propostos na literatura, tais como espectroscopia de infravermelho e de
ultravioleta, ressondncia magnética nuclear (RMN), andlises térmicas, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e titulometria. Em grande parte dos métodos publicados,
a técnica de espectroscopia de infravermelho é a mais utilizada, onde os dados sao
ajustados em equacgOes relacionadas as bandas associadas aos grupos N-acetil e hidroxila
presente na quitina. Como exemplo, as Equacdes 3.1 e 3.2 (Moore & Roberts, 1980; Miya
et al., 1980) foram desenvolvidas por diferentes autores para o cdlculo do grau de

desacetilacdo da quitosana:

A
GD=|1-| 1% s L *100 (3.1
Ayso ) 1,33

GD =97,67 - {26,486[ﬁﬂ (3.2)

3450

Nas duas equacdes sao utilizados os valores de absorbancias das bandas em 1655 e

3450 cm’, que sdo associadas a carbonila (C=0) dos grupos N-acetil e hidroxila (OH),
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respectivamente. A primeira banda varia conforme o grau de desacetilacio da quitina,
diminuindo para a quitosana e a segunda esta presente tanto no espectro da quitina quanto

da quitosana, portanto, ndo sofre variagao.

3.5. Formas de utilizacao da quitosana

A quitosana € um material funcional de aplicagdo potencial em vdrios campos do
conhecimento, como nas dreas biomédica, ecoldgica e industrial. Na drea de medicamentos,
a quitosana pode ser conformada de vdrias formas, tais como: membranas ou filmes; gel;
nano e microparticulas; esferas; esponjas.

A quitosana é utilizada em pesquisas médicas como agente cicatrizante ou servindo
de matriz polimérica para dar suporte a outros compostos. Kweon et al. (2003) trabalharam
com a quitosana solivel em dgua e também com complexo de quitosana e heparina, como
agente acelerador de cicatrizagdo em tecido cutineo, sendo utilizados como pomada em
ferimentos cutdneos de ratos. Os pesquisadores constataram que a quitosana solivel em
adgua apresentou ndo somente um bom efeito cicatrizante, mas também uma grande
facilidade em ligar-se com peptideos, principalmente com heparina. Constatou-se ainda que
o complexo quitosana-heparina foi mais eficaz que a quitosana pura utilizada no processo
de cicatrizacdo in-vivo.

As formas de aplicacdo da quitosana variam de acordo com o sistema onde a mesma
¢ destinada. Em muitos casos, utiliza-se a quitosana para liberacao controlada de compostos
ativos em medicamentos, reconstitui¢do de tecidos e producio de tecido artificial.

Para a producdo de particulas esféricas de quitosana, geralmente se utiliza
glutaraldeido, com a finalidade de enrijecer a estrutura das esferas. A op¢ao para se evitar a
utilizacdo do glutaraldeido seria substitui-lo por alginato de sédio. A aplicacdo de drogas
liberadas através de membranas porosas e microesferas tem recebido muita atencdo,
principalmente para drogas utilizadas no combate ao cancer, tais como cisplatina,
adriamicina e agentes terapéuticos baseados em peptideos (Mi et al., 2002; Supersaxo et
al., 1993; Wite et al., 1993).

Implantes de hidrogel com macroporos sdo preparados a partir dos seguintes
polimeros: poliacrilamida, acido polimetacrilico, dcido poliacrilico, dlcool polivinilico e

polihidroxietilmetacrilatoentre outros. Esses implantes t€m sido usados com sucesso no
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processo de liberacao de proteinas como insulina e y-globulina por longo periodo de tempo
e em pH sensivel destas proteinas (Peppas et al., 1992; Baldwin et al., 1998). Esponjas
macroporosas também tém sido aplicadas no uso em engenharia de tecidos, para liberagao
controlada de drogas, para cicatrizagdo e regeneracdo de tecidos (Tabata et al., 1998;
Recum et al., 1998).

As estruturas poliméricas macro e microporosas sdo obtidas através de varios
métodos. Elas podem ser preparadas por geracdo de bolhas de géds dentro do material
durante a sintese, por indugdo de particulas soliveis dentro do polimero, copolimerizagao
de uma emulsdo bicontinua, ou por copolimerizacio de mondmeros em um solvente
(Gehrke, 1993; Okay et al., 1992).

A utilizacao de polimeros naturais biodegraddveis € importante no desenvolvimento
de sistemas de liberac@o controlada de drogas, particularmente para a liberacao de drogas a
base de proteinas e peptideos. Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos que utilizam
quitosana e outros polimeros como matriz polimérica para liberacao controlada de drogas,

como pode ser observado na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Trabalhos publicados visando a aplicagdode quitosana na liberacdo controlada

de drogas.
Tipo de polimero utilizado  Forma de aplicacéo Uso Referéncia
Pectina Esferas Liberacao controlada de Aydin, 1996.
Atenol.
Quitosana Esferas Liberagdo controlada de Aydin et al., 1996.
Calcitonina Salmao
Complexo Pectina amidada Granulos Liberacédo controlada de Munjeri et al., 1997.
/ quitosana (hidrogel) drogas
Quitosana/alginato Particulas Liberagdo controlada de Aral, 1998.
albumina bovina
Quitosana Microesferas Liberagado controlada de Gupta, 2000.
diclofenaco de sédio
Complexos de Esferas Liberagdo controlada de Shu et al., 2000.
quitosana/TPP drogas
Complexos de Esferas Imobilizagdo de drogas Mi et al., 2002.
quitosana/TPP (indometacin)
Complexos de quitosana Microparticulas Liberacao controlada de Agnihotri e Aminabhavi,
drogas 2004.

3.6. MODIFICACOES QUIMICAS E ENZIMATICAS DA QUITOSANA
A presenca de grupos amino na quitosana a torna extremamente reativa € mais

interessante que a celulose, ampliando as possibilidades de modificd-la quimicamente

11
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(Peter, 1995). Na quitosana, os grupos amino encontram-se livres, € esta € sua grande
vantagem em relacdo a outros biopolimeros, pois € um polieletrolito catidonico que forma
sais em presenca de 4cidos, fazendo com que a quitosana seja reativa e soluvel (Peter,
1995; Ogawa & Magalhaes, 1989).

Além de pesquisas bdsicas, esforcos tém sido dispensados pelos pesquisadores para
evidenciar novas aplicacdes deste biopolimero e suas formas modificadas, visto que sdao
materiais de grande potencial de aplicagcdo, superando a aplicacdo da celulose em muitos
aspectos como, por exemplo, ser um polissacarideo com grupos amino livres (Kurita,
1986).

As modificagdes da quitosana podem ser realizadas pela adicdo de agentes que
promoverdao reticulacdo na cadeia polimérica, com a finalidade de modificar as
caracteristicas mecanicas, fisicas e ou quimicas do polimero, ou entdo através da

modificacdo da massa molecular do mesmo, através da utilizacdo de enzimas hidrofilicas.

3.6.1. UTILIZACAO DE AGENTES RETICULANTES
No decorrer dos anos, em busca de uma melhor estabilidade fisica e quimica para as

matrizes poliméricas utilizadas como biomateriais, t€ém-se utilizado muitos agentes
reticulantes, tais como: glutaraldeido, epicloridrina, diglicil etilenoglicol, entre outros, os
quais sdo considerados téxicos (Mi et al., 2001). Um exemplo da toxicidade destes agentes
reticulantes é evidenciado pela irritagio em mucosas causada pelo uso do glutaraldeido
(Lim et al., 1997). O glutaraldeido normalmente age como agente formador de ligacdes
cruzadas (crosslinking) através da reacdo que ocorre entre os grupos aldeidos do
glutaraldeido e os grupos amino livres dos compostos (Hajdu, 1975). Entretanto, o
glutaraldeido, em muitos casos, deixa residuos toxicos na quitosana. A Figura 3.2

apresenta a possivel estrutura quimica do glutaraldeido apds a reacdo com a quitosana.

12
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CH0H

OH

CHEUH

Figura 3.2: Representacdo da estrutura quimica do glutaraldeido ap6s reacao com as

cadeias de quitosana.

Segundo Aral (1988), uma outra forma de obter-se uma boa reticulacdo da quitosana
(crosslinking), é através do uso de pectina ou entdo de alginato de sédio. A utilizagdo do
alginato de sédio pode ser uma boa solucdo para se evitar o problema de toxicidade do
glutaraldeido.

O uso da complexacdo entre macromoléculas de cargas opostas vem sendo muito
pesquisado para preparar esferas e microesferas de quitosana, para liberacao controlada de
drogas (Shu et al., 2000). Entre os agentes reticulantes utilizados, podemos encontrar o
tripolifosfato de sédio (TPP) que € um sal, que contém um anion atéxico e pode interagir
com a quitosana catiOnica através de forcas eletrostdticas (Kawashima et al. 1985 a , b; Shu
et al., 2000). Na Figura 3.3 € apresentada a estrutura quimica do TPP apds reagdo com

quitosana.

13
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Figura 3.3: Representacdo da estrutura quimica do tripolifosfato de sédio (TPP)
apds reacdo com quitosana.

O complexo eletrostatico de quitosana-TPP pode ser preparado por gotejamento da
solucdo de quitosana na solu¢do de TPP (Bodmier et al. 1989; Shirashi et al., 1993; Sezer
and Akbuga, 1995; Aydin and Akbuga, 1996; Calvo et al., 1997 a, b; Shu and Zhu, 1999;
Shu et al., 2000).

3.6.2. MODIFICACOES ENZIMATICAS

As modifica¢des da quitosana efetuadas através de reagdes enzimadticas geralmente
sdo realizadas com a intencdo de modificar a massa molecular do polimero. Algumas
pesquisas tém sido realizadas com essa finalidade e mostram que a quitosana com baixa
massa molecular possui melhor atividade antibacteriana em relagdo a quitosana de alta
massa molecular.

Neste sentido, Kumar et al., 2004, pesquisaram a modificagdo da quitosana com
papaina, com a finalidade de obter o polimero com menor massa molar, que € mais
interessante para a indudstria farmacéutica e médica, principalmente com relacdo as
propriedades bactericidas do polimero, obtendo bons resultados com a utilizacao de papaina

livre para modificacdo da quitosana.
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3.7. PAPAINA

A papaina € uma enzima proteolitica (hidrolise, classe 3) extraida do latex de frutos
ndo maduros de mamao (Carica papaya). E classificada como cisteino-protease devido a
presenca de um residuo de cisteina com a¢do catalitica no seu sitio ativo. Apresenta sete
cisteinas ao todo, seis das quais formam 3 ligacdes dissulfeto em um extremo da molécula.
A Figura 3.4 apresenta a estrutura tridimensional da papaina, com as estruturas secundérias

de folha alfa e beta da papaina.

Figura 3.4: Molécula de papaina (Figura extraida do site,

http:www.qca.ibice.unesp.br/BNR/BNR02-2003.html)

A papaina possui vasta aplica¢do na industria de alimentos devido a sua forte acdo
proteolitica, tendo como principais aplicacoes, a clarificacao de cerveja, o amaciamento de
carnes € o processamento de couro em curtumes. Também € utilizada na drea farmacéutica,
como agente que dissolve o excesso de proteina e muco de tecido

(http://geocities.com/timessquare/cauldron/5112/biologia/riquezal .html).

Segundo Candido (1991), a papaina atua como "debridante" quimico que facilita o
processo de cicatrizagdo, permeando tecidos necrosados e diminuindo sua atividade ao
atingir tecidos vivos. Tem acdo bacteriostitica e bactericida e atua na como
antiinflamatorio, facilitando o alinhamento das fibras de coldgeno dos tecidos, produzindo

tecidos mais resistentes e reduzindo a formagao de queldides e cicatrizes. Nesse sentido,

15
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pode-se incorporar uréia a papaina, o que intensifica ainda mais a sua capacidade de
cicatrizagdo.

A enzima pode ser mantida em solucdo de NaCl a 4°C por longo periodo de tempo
sem a perda da atividade. E estivel em faixa de temperatura de 30°C a 75°C, com
temperatura de atividade 6tima em torno de 60°C, e faixa de pH de 3,0 a 9,5 com pH 6timo
em 6,5. A propriedade mais surpreendente da papaina € a sua resisténcia a temperaturas
elevadas e quando em contato com solventes organicos (Aparecida, 1994) devido,
principalmente a manutengdo da estrutura ativa em funcdo das pontes dissulfeto presentes

nas cisteinas.

3.8. TECNOLOGIA DE LIBERACAO DE DROGAS

A tecnologia de liberacdo controlada de medicamentos no organismo humano vem
sendo muito estudada, por apresentar eficdcia prolongada e menor efeito colateral e, a
liberacdo controlada da dosagem de drogas no organismo realca a seguranga, eficicia e
qualidade da terapia.

Atualmente, os sistemas de liberacdo controlada sdo definidos como aqueles nos
quais o agente ativo € liberado independentemente de fatores externos e com cinética bem
estabelecida (Baker, 1987).

Os sistemas de liberacdo controlada oferecem vantagens em relacdo aos métodos
convencionais (Graham, 1988), tais como:

e manutencdo de niveis constantes de substadncias no organismo, implicando em
eficiéncia maior na utilizacdo do agente, ou seja, € necessdrio menor quantidade do
farmaco para a producdo do mesmo efeito que os sistemas convencionais;

e aplicacdio do agente diretamente no sitio de agdo, produzindo altas e continuas
concentragdes localizadas e evitando-se efeitos colaterais sistémicos;

e menor freqiiéncia de administracdo do agente ativo, proporcionando ao conforto do
paciente e aumentando a eficdcia do tratamento,

A Figura 3.5 ilustra a comparacdo do método convencional de aplicacdo de
multiplas dosagens e o sistema de liberacdo controlada, utilizando o mesmo agente

terapéutico
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Figura 3.5: Comparagdo entre o método convencional de dosagem de farmacos (a) e

o método de liberacdo controlada (b) (Thacharodi, 1996).

O primeiro método, curva (a), estd longe de ser o método ideal, pois neste caso sdo
necessdrias dosagens didrias (A, Az, As, A4 ...), como € apresentado na figura 3.5. Isto
proporciona variacdes considerdveis na concentracdo do farmaco no plasma sangiiineo,
podendo ocasionar intoxicagdo ou ainda ndo ocorrer o efeito farmacoldgico desejado, pois
ha uma faixa de concentracdo efetiva do agente farmacolégico para o organismo. O
método de liberacdo controlada, curva (b), proporciona pequena variagdo na concentragao
do farmaco com o tempo, reduzindo a toxicidade (Vulcani, 2004).

Segundo Baker (1987), os tipos de mecanismos que controlam a liberacdo do
farmaco determinam também sua classificacdo, podendo ser classificados em:

e sistemas controlados por difusdo;

e sistemas controlados por embebicao;

e sistemas controlados quimicamente.

SISTEMAS CONTROLADOS POR DIFUSAO.

Os sistemas controlados por difusdo sdo sistemas do tipo reservatério, nos quais

uma membrana envolve o farmaco, controlando sua difusdo, ou sistemas monoliticos, nos
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quais o agente ativo estd uniformemente dissolvido ou disperso na matriz polimérica
(Thacharodi, 1996).

Nos sistemas de reservatorio, a taxa de liberagdo € constante se houver uma
concentragcdo constante de farmaco no interior do reservatério. O mecanismo de liberacdo é
governado pela primeira lei de Fick (Thacharodi, 1996), e pode ser expressa pela equagao

3.3:

Ji = -D(dci/dx;) (3.3)
onde:

J = fluxo de massa

i= concentra¢do do soluto (composto ativo, ou farmaco)

D= coeficiente de difusdao do soluto (composto ativo, ou farmaco)

dci/dx= gradiente de concentracdo com relacdo a distancia dentro da matriz

polimérica.

SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA POR EMBEBICAO

Nos sistemas de liberacdo controlada por embebicdo, ocorre absor¢do do solvente
do meio, modificando a cinética de libera¢do. Sendo assim, a mesma depende da fun¢ao da
taxa de absor¢do do solvente e da taxa de difusdo do farmaco (Higuchi, 1970 apud Vucani,

2004, Sheu, 1991).

SISTEMAS CONTROLADOS QUIMICAMENTE

Nos sistemas controlados quimicamente, o farmaco pode estar distribuido
uniformemente como nos sistemas monoliticos, nos quais o firmaco estd imobilizado na
matriz e a liberacdo ocorrerd pela erosdo da matriz polimérica. Quando ocorrem ligacoes
covalentes entre o farmaco e a matriz polimérica, a liberagdo ocorrerd por meio de cisdes
das ligacdes formadas, através de reacdes quimicas, geralmente enzimaticas, hidroliticas ou
pela biodegradacio da matriz (Higuchi, 1970, Martins, 1998).

Segundo Kumar (2000), um grande nimero de polimeros vém sendo utilizados
devido ao seu potencial de degradabilidade, sendo aproveitados tanto os polimeros

sintéticos como os naturais. Drogas covalentemente acopladas a polimeros biodegradédveis
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ou dispersas em matrizes poliméricas podem ser liberadas por erosdao ou degradacdo do
polimero.

Pelo fato da quitosana apresentar propriedades interessantes, como capacidade de
formar gel em pH baixo, ndo promover nenhum tipo de reacdo na mucosa estomacal
quando ingerida, sofrer uma gradual expansio em meio dcido, ndo ser téxica, possuir
capacidade de adsorcao a partir dos sitios carregados, além de propriedades bioadesivas, a

quitosana acaba apresentando potencialidade de aplicacdo para a industria farmacéutica.
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CAPITULO 4

4. MATERIAL E METODOS
4.1. PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS
4.1.1.Preparacao da soluciao de quitosana

Uma solucdo 2,5% (em massa) foi preparada pela dissolucao de 10g de quitosana
extraida de casca de caranguejo (adquirida da Sigma-E.U.A., nimero de produto C 3646,
com, no minimo, 85% de desacetilacdo e alta massa molecular) em 485mL de solugdo
acética, 3% em massa. Os flocos hidratados em meio 4dcido foram dispersos por agitacido e
mantidos por uma semana a 4°C para completa solubilizacdo. Em seguida, a solugao
viscosa foi diluida em solucdo acética (3% em massa) para concentracoes de 1%, 1,5% e
2%, cujas solucdes foram entdo, filtradas em sistema a vacuo com filtro de papel.

As solugdes filtradas foram entdo acondicionadas em frascos de polietileno a
temperatura de 4°C, para posterior uso na obtenc¢io das microparticulas de quitosana.
4.1.2. Preparacao das microparticulas de quitosana

As microparticulas de quitosana foram preparadas a partir das solugdes filtradas em
concentragdes de 1%, 1,5% e 2% m/m de quitosana, para serem utilizadas nas etapas de
adicao e liberacdo do composto ativo e caracterizacdo das mesmas.

O método utilizado para obtencdo das microparticulas consistiu na atomizacdo de
uma solucdo 4cida de quitosana, através de um bico duplo-fluido, sobre uma solugdo
alcalina (NaOH 1M), utilizada para coagular as micro-goticulas.

O método utilizado para preparacdao das microparticulas de quitosana consistiu de

quatro etapas:

a) Atomizacdo da solucdo de quitosana a vazdo constante com fluxo de nitrogénio
controlado em que foi utilizado um sistema de atomizacgdo, fornecido pela Spray
Systems do Brasil (1/4JN-SS+SU11-SS). A solu¢do foi bombeada por bomba
peristéltica da Cole Parmer a vazdo de 40mL.min" (calibracdo feita com dgua
para a pressao de operacao de N; no atomizador de 2,25 kgf/cmz).

b) Formacdo das microparticulas propriamente dita, devido a ndo solubilizacdo de

quitosana em solugdes alcalinas, através do método de inversao de fases, obtido
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sob agitacdo de 600 rpm em agitador magnético. As particulas foram entdo
deixadas em solucdo alcalina por um periodo de aproximadamente 24 h.

¢) As microparticulas obtidas foram separadas da solucdo coagulante através de
filtracdo, utilizando-se um sistema de peneiras da marca GRANUTEST, com
abertura de 0,053 mm.

d) As microparticulas foram lavadas indmeras vezes com agua Milli-Q ultra pura,
até que fosse retirado todo o NaOH e que o pH se ajustasse na faixa de 6,8-7,0 e,

em seguida, foram acondicionadas em agua Milli-Q a 4°C.

A Figura 4.1 apresenta um desenho esquemadtico do sistema utilizado para obtencao

das microparticulas de quitosana.
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Lo BN+ R + =]
"% © 0 0 o e
=] (= (= £ £ Q —'—'_"/
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Solucio de

Cuitosana —

Solugiio coagulante de NaOH

Figura 4.1: Desenho esquematico do sistema de obtencdo das microparticulas de
quitosana, por coagulacdo alcalina.
4.2-MODIFICACAO QUIMICA DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA

As microparticulas de quitosana obtidas foram utilizadas de duas maneiras:

e microparticulas naturais de quitosana, com papaina sorvida;
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e microparticulas de quitosana reticuladas, com dois tipos de agentes reticulantes:

e solucdo aquosa de glutaraldeido 0,75% m/m;

e solu¢do aquosa de tripolifosfato de sédio (TPP) 10% m/v.

4.2.1. Microparticulas de quitosana natural, com papaina sorvida

O método de modificacdo das microparticulas de quitosana com sor¢cdo de papaina,

Brauzyn 100, fornecida pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, consistiu nas

seguintes etapas:

Suspensdes de microparticulas de quitosana, obtidas a partir de solugdes de
quitosana em diferentes concentracoes (1%, 1,5% e 2% m/m), foram separadas
por peneiramento e colocadas em béqueres;

Solucdes de papaina foram preparadas em diferentes concentracdes e
adicionaram-se 100 mL da solucdo preparada a 50 g de microparticulas. Trés
diferentes concentracdes de papaina (1%, 2% e 3% m/v) foram utilizadas com a
finalidade de verificar qual concentracdo de composto ativo teria mais efici€éncia
nas caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas.

A suspensao foi deixada em repouso por, aproximadamente, 12 horas;

As microparticulas foram peneiradas e lavadas para a retirada da papaina em
€Xcesso;

As microparticulas foram acondicionadas em solu¢do de tampao fosfato de

sodio, pH 7,4 em temperatura ambiente e levadas para o processo de secagem.

4.2.2. Modificacdo quimica das microparticulas de quitosana com imobilizacao de
papaina utilizando-se agentes reticulantes

Para se promover melhor estabilidade mecanica e quimica as matrizes poliméricas,

ha trabalhos na literatura que utilizam agentes quimicos, tais como glutaraldeido e

epicloridrina, que sdo agentes denominados de reticulacdo quimica (Mi et al., 1999c;

Blanco et al., 2000), e agentes denominados de reticulagdo i6nica, como por exemplo, o

tripolifosfato de so6dio (TPP). Este ultimo possui vantagem em relacdo aos dois

anteriormente citados, devido ao fato de nao possuir toxicidade (Mi et al., 1999b; Shu and
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Zhu, 2000, 2001). Neste trabalho, utilizou-se glutaraldeido e TPP como agentes

reticulantes.

4.2.2.1. Imobilizacao de papaina com glutaraldeido

A imobilizacdo da papaina nas microparticulas de quitosana de concentragdes (1%,

1,5% e 2%) foi realizada com glutaraldeido, seguindo-se o procedimento:

Imersdo de 50 g de microparticulas de quitosana natural em 500 mL de uma
solucdo de glutaraldeido 0,75% em massa por um periodo de 2 horas, a
temperatura ambiente, com agitacdo esporddica (devido a baixa resisténcia
mecanica do material obtido);

Lavagem exaustiva com agua Milli-Q;

Estocagem em dgua Milli-Q a 4°C;

Sor¢do da papaina ao material reticulado, seguindo-se o procedimento de
preparagdo de solugdo aquosa de papaina nas diferentes concentragdes (1%, 2%
e 3% m/v);,

Adicao de uma quantidade conhecida de microparticulas a solucao;

A suspensdo foi deixada em repouso por, aproximadamente, 12 horas;
Peneiramento das microparticulas;

Lavagem com dgua Milli-Q para retirar o excesso de papaina;
Acondicionamento em solucio de tampao fosfato de sédio, pH 7.,4;

Secagem.

4.2.2.2- Imobilizacao de papaina com TPP

Nesta etapa, as microparticulas de quitosana foram reticuladas com tripolifosfato de

s6dio 10%(m/v) conforme (Ko et al., 2002), seguindo-se o procedimento:

Imersao de 50g de microparticulas de quitosana natural em 500 mL de uma
solugdo de tripolifosfato de sédio 10% (m/v) por periodo de 2 horas, a
temperatura ambiente com agitacdo esporddica, devido a baixa resisténcia
mecanica do material obtido;

Lavagem exaustiva com dgua Milli-Q;

Estocagem em 4gua Milli-Q a 4°C;
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Adsor¢do de papaina ao material reticulado, seguindo-se o procedimento de
preparacdo de solu¢cdo de papaina nas diferentes concentracdes (1%, 2% e 3%
m/v) e adicdo de quantidade conhecida de microparticulas a solugéo;

A suspensdo foi deixada em repouso por, aproximadamente, 12 horas;
Peneiramento das microparticulas;

Lavagem com dgua Milli-Q, para retirar o excesso de papaina;
Acondicionamento em uma solucdo de tampao fosfato de sédio, pH 7,4;

Secagem.

4.3. METODO DE SECAGEM DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA

Dois métodos de secagem para as microparticulas de quitosana foram testados: por

spray drying e por liofilizacdo. Cada um dos métodos utilizados € descrito nas secdes a

seguir.

4.3.1. Método de secagem por spray drying:

Este método consistiu na utilizacdo de secador tipo spray dryer, do laboratério de

secagem do Professor Carlos Grosso, Departamento de Alimentos e Nutricdo, DEPAN, da

Faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp, para obten¢cdo das microparticulas

secas de quitosana. As etapas da operagdo de secagem foram:

Preparacdo das microparticulas de quitosana para o processo de secagem, onde
as microparticulas foram mantidas numa suspensao de tampao fosfato pH 7,4;
Estabilizacdo do equipamento de secagem: o secador foi deixado ligado até que
se atingissem condi¢des estdveis de temperatura, verificadas através de
termopares presentes na entrada e saida do secador;

Bombeamento da suspensdo até a camara de secagem, a uma pressdo de
operacgao constante (pressao da bomba de 14%), temperatura do ar de entrada de
200°C e temperatura de saida de 120°C;

Recuperacdo das microparticulas secas, coletadas em ciclone acoplado ao

sistema;

Para um volume de suspensdo de 500 mL, o tempo total de secagem foi de 2 h.
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4.3.2. Método de secagem por liofilizacao:

O método consistiu na utilizacdo de baixas temperaturas sob vacuo, para passagem
do estado solido diretamente para o estado gasoso, ou seja, por sublimacdo. A secagem das
microparticulas de quitosana por liofilizagdo foi efetuada no Instituto de Quimica da
UNICAMP, no laboratério do professor Watson Loh.

A secagem por liofilizagdo € composta de 2 estadgios: no primeiro estagio, o material
a ser seco € previamente congelado e, no segundo, o material é levado para o processo de
secagem em que € sublimado.

O congelamento do material pode ser efetuado de duas formas: congelamento
rapido com nitrogénio liquido, ou por congelamento lento em freezer a baixas
temperaturas. Geralmente, o tipo de congelamento afeta a morfologia do material, pois no
congelamento lento haverd a formacgdo de cristais de gelo em sua estrutura, alterando a
conformagdo da mesma, o que ndo ocorre durante o processo de congelamento répido.

O método de secagem nesta etapa foi conduzido com o uso de imersdo em
nitrogénio liquido, a uma temperatura de (-195°C), para efetuar o congelamento rdpido das
microparticulas de quitosana, seguido de secagem em liofilizador a temperatura de (-62°C)
e pressdo de operagdo de (10 Torr).

A operagdo de secagem seguiu as seguintes etapas:

e Preparagdo das microparticulas para secagem; mantidas em suspensao com

tampao fosfato de sédio a um pH de 7,4;

e Congelamento com nitrogénio liquido;

e Secagem em liofilizador.

O processo de liofilizacdo durou, aproximadamente, 24 h. Este periodo depende das
propriedades das microparticulas congeladas, ou seja, quantidade de dgua, hidrofilicidade

das particulas, entre outras.

4.4. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
Para melhor avaliacdo da influéncia de alguns parametros na cinética de liberagcao
da papaina contida nas microparticulas de quitosana, foi realizado um planejamento

experimental do tipo fatorial 2> com ponto central em triplicata. As varidveis estudadas
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foram a concentragdo de quitosana nas microparticulas e a concentragao de papaina sorvida

as microparticulas, conforme mostra a Tabela 4.1:

Tabela 4.1: Niveis das variaveis usadas no planejamento experimental fatorial

niveis -1 0 +1

Concentracdo de quitosana (Xq) 1% 1,5% 2%
Concentracdo de papaina (Xp) 1% 2% 3%

Os niveis experimentais escolhidos para utilizacdo da solucdo de quitosana foram
baseados em limitacOes fisicas do sistema de bombeamento para obtencdo das
microparticulas. No caso da papaina, baseou-se em niveis considerados seguros, para
posterior utilizacdo como agente cicatrizante em testes in-vivo, de tal forma que foram
escolhidos niveis que ndo pudessem causar qualquer tipo de rejeicao ou irritacdo em tecidos
epiteliais.

Os experimentos realizados seguiram a matriz de planejamento mostrada na Tabela
4.2, e foram efetuados todos os 7 experimentos obtidos a partir da matriz de planejamento,

que foi construida conforme Barros Neto et al., 2001.

Tabela 4.2: Matriz de planejamento para avaliacao da influéncia dos parametros

de controle, concentracao de quitosana e de papaina nas microparticulas.

N° de Xo Xp
experimentos

1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5
6 0 0
7 0 0
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Onde:
e X refere-se a concentracdo de quitosana das microparticulas;
e Xp a concentracdo de papaina contida nas microparticulas ;
e A varidvel resposta (Yae) € a atividade enzimética medida em (;,Lmol.min'l) de tirosina

produzida na reagdo da papaina com o substrato utilizado (caseina).

4.5.CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA
4.5.1. Distribuicao do tamanho e determinacao de tamanho médio de particula

As microparticulas de quitosana foram caracterizadas quanto a distribui¢do de
tamanho das particulas utilizando-se um analisador de imagem por dispersdo da luz (Master
S, Malvern) no Laboratério de Recursos e Pesquisas Analiticas e de Calibracao (LRAC) da
FEQ/UNICAMP, numa faixa de 10 pum a 1000 um. As amostras de microparticulas foram
suspensas numa mistura dgua/alcool, aproximadamente 30% v/v, com a finalidade de evitar
que as mesmas aderissem as lentes do equipamento utilizado na andlise, causando

interferéncia no resultado.

4.5.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV) para as microparticulas de
quitosana

As técnicas utilizadas para a avaliacio morfolégica sdao concentradas em
microscopia (Optica e eletronica de varredura). Tais técnicas tém sido muito empregadas na
obtencao de informagdes relativas a forma e ao tamanho de microestruturas (Shaffazick et
al., 2003; Horisawa et al. 2002; Watnasirichaikul et al., 2000; Jeon et al., 1996; Skiba et
al., 1996). Para andlise morfoldégica das microparticulas de quitosana, foi utilizada a técnica
de microscopia eletronica de varredura, a qual estd fundamentada na anélise da superficie
de um sélido, na qual € incidido um feixe de elétrons por sua superficie da amostra. Os
elétrons sdo captados por detectores especiais, gerando sinais que sdo utilizados para
produzir uma imagem de aspecto tridimensional em anteparo de observagdo de até 500.000
vezes de aumento.

As andlises das microparticulas foram efetuadas em equipamentos do Departamento
de Materiais (DEMA) da Faculdade de Engenharia Mecanica (FEM/UNICAMP), onde foi
utilizado um microscépio do tipo JEOL JXA-840A Electron Probe Microanalyzer. As
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microparticulas de quitosana foram recobertas com uma camada fina de ouro, que serviu
como agente metalizador para que se pudesse tornar a superficie das mesmas, condutora

para o feixe de elétrons que gera a imagem das microparticulas através do microscopio.

4.5.3. Difracao de raios-X

O fendmeno de difracdo de raios-X € resultante de um processo de espalhamento
no qual os raios-X sao espalhados pelos elétrons dos 4tomos em mudanga de comprimento
de onda.

Um feixe difratado é produzido por tal espalhamento somente quando certas
condi¢cdes geométricas sao satisfeitas, as quais podem ser expressas pela Lei de Bragg ou
equacao de Laue (Cullity, 1956).

A relagdo entre o angulo 20 e a distancia interplanar d é dada pela equacdo de Laue,
equagdo 4.1:

nA= 2*d*sen0 4.1)

Este método foi utilizado para a caracterizacdo da cristalinidade das microparticulas
de quitosana reticuladas, microparticulas de quitosana natural sorvidas com papaina.

A difracdo de raios-X foi realizada no equipamento XPert da Philips, no
Laboratério de Recursos e Pesquisas Analiticas e de Calibragdo (LRAC) da

FEQ/UNICAMP.

4.5.4. Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR)

Nesse estudo foram realizadas andlises utilizando-se a técnica de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) acoplada a um elemento de reflexdo
total atenuada (ATR), para verificar a composi¢ao quimica quantitativa das amostras.

Sabe-se que cada molécula possui um estado de vibracdo caracteristico. Assim, é
possivel identificd-la através dos valores da energia de radiacdo infravermelha absorvida.
Estes valores sdo observados em picos, formando bandas de absorcao ou transmitincia,
resultantes dos comprimentos de onda absorvidos.

O espectro foi obtido de 4000 cm™ a 400 cm™ com resolucdo de 16 cm™. O

equipamento utilizado foi FTIR NICOLET-PROTEGE 460, com acessério ATR de cristal
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de germanio, do Laboratério de Propriedades Coloidais e Reoldgicas do

DPB/FEQ/UNICAMP.

4.5.5. Analises térmicas

Os métodos termo-analiticos sdo de grande importancia para a andlise de polimeros
(Shaffazick et al., 2003; Gedde, 1990) e tém sido utilizados também para investigar
interacoes entre os polimeros e os farmacos em diversas formulacdes de microesferas
(Shaffazick et al., 2003; Barkai et al., 1990) e nanoparticulas.

Informagdes uteis podem ser obtidas, a partir destes métodos, a respeito da
morfologia do polimero cristalino e sobre o estado de dispersdo sélida ou molecular do
farmaco associado aos sistemas poliméricos (Shaffazick et al., 2003; 51 Barkai et al.,

1990).

4.5.5.1. Analise termogravimétrica (TGA)

As andlises térmicas foram realizadas para observacdo do comportamento e da
estabilidade térmica das amostras. Para isso, foi utilizado um analisador termogravimétrico
TGA da Perkin-Elmer. Todas as amostras foram analisadas apds liofilizacdo. O
aquecimento foi feito em uma razdo de 10°C.min’1, em atmosfera dindmica de nitrogénio

na vazio de 25 mL.min™".

4.5.5.2. Andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Andlises através da calorimetria exploratéria diferencial (DSC) tém sido utilizadas
também para estudar as interacdes intermoleculares entre fairmacos e coadjuvantes, sendo
de grande utilidade em estudos de pré-formulag¢do, na medida em que podem ser obtidas
informacdes sobre potenciais incompatibilidades fisicas ou quimicas entre o fairmaco e os
coadjuvantes (Shaffazick et al., 2003; Venkataram et al., 1995). Também é possivel
investigar reacdes quimicas, como polimerizacdo, despolimerizacdo e degradacao ou erosao
do polimero (Shaffazick et al., 2003).

Os eventos térmicos foram registrados em funcdo da composi¢do, estrutura do
material e da histéria térmica. Para isso foi utilizado um analisador térmico DSC 2920 TA
Instruments. O aquecimento foi feito em uma razdo de 10°C.min"' até temperatura de

450°C, em atmosfera inerte de nitrogénio, com vazao de 50 mL.min"".
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A técnica de calorimetria exploratéria diferencial foi utilizada para avaliar o
comportamento térmico das microparticulas de quitosana, naturais e reticuladas. Tais
caracterizagdes foram também aplicadas sobre tecidos bioldgicos provenientes de teste "in
vivo", realizados no laboratério de andlises da FEQ-DTF e da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas UCDB/MS.

4.5.6. Analise de umidade

Este método foi efetuado para verificar a influéncia da umidade na atividade
enzimadtica das microparticulas armazenadas em tempos diferentes. Para tal, foi utilizado o
método de umidade por gravimetria, baseado na perda de massa em estufa a 105°C por 24
horas até massa constante. A umidade representa a atividade de dgua no material, que
conforme (Cheftel, 1992), a atividade de dgua é um fator importante na conservagdo de
proteinas, lipideos entre outros, podendo proporcionar maior ou menor deterioracdo dos
mesmos através de oxidagcdo enzimdtica e do crescimento de microorganismos, fungos,

bolores e bactérias.

4.6. AVALIACAO DO TEMPO DE MEIA VIDA DA PAPAINA

A avalia¢do do tempo de meia vida da papaina foi efetuada num periodo de 7 dias,
com a finalidade de verificar se, durante este periodo, a enzima perderia sua atividade
enzimadtica. A andlise foi feita em condi¢Oes de temperatura constante de 37°C, através da
preparacdo de uma solucdo de papaina 1% m/v que foi deixada em banho termostatizado

por 7 dias, sob agitacdo de 100 rpm.

O procedimento utilizado foi o seguinte:

e Retirar aliquotas da solugdo a cada 24 horas;

e Adicionar a cada aliquota, 2 mL. de EDTA 1mM, 2 mL de caseina 1%
(substrato), 2 mL de cisteina 5 mM e 2 mL de tampao fosfato pH 7,4;

e Deixar novamente em banho termostatizado por mais 30 minutos a temperatura
de 37°C para promover a reagdo enzimdtica (quebra da proteina utilizada como
substrato);

e Retirar as amostras do banho;
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e Deixar em repouso por 15 minutos;

e Acidificar amostras com 6 mL de 4cido tricloroacético, para precipitagdo do
excesso de caseina que ndo reagiu com a enzima;

e Deixar em repouso por mais 15 minutos;

e Centrifugar as amostras, para separar o sobrenadante do precipitado;

e Retirar o sobrenadante e efetuar leitura do mesmo por espectrofotometria de
UV;

e Ler sua absorbancia em comprimento de onda de 280 nm, para verificar a
concentracdo de papaina, utilizando curva padrao de tirosina, com caseina como

substrato.

4.7. ESTUDO DE APLICACAO DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA
O estudo da aplicacdo das microparticulas de quitosana com imobilizacdo de
papaina por TPP foi efetuado através de testes que avaliaram a cinética de liberacao in-vitro

da papaina.

4.7.1.Cinética de liberacao in-vitro

A avaliacdo da cinética de liberacdo in-vitro foi efetuada para as microparticulas de
quitosana reticuladas com tripolifosfato de sédio e reticuladas com glutaraldeido. Para tal,
foram seguidas etapas de preparacdo das amostras de microparticulas de quitosana,

conforme item 4.7.1.1.

4.7.1.1. Preparacao das amostras para teste de liberacao (utilizacao de membranas de
dialise)

As amostras de microparticulas de quitosana foram colocadas em membranas de
didlise que possuiam capacidade para deixar permear a papaina. O procedimento para
utilizacdo destas membranas foi o seguiu as seguintes etapas:

e As membranas de didlise foram primeiramente cortadas a um comprimento de 6

cm;

e Uma das extremidades foi fechada com um fio de barbante de algoddo e levada

para pesagem;
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e As microparticulas foram colocadas dentro das membranas e pesadas novamente
(foram colocadas cerca de 10 mg de microparticulas de quitosana em cada
membrana);

e A outra extremidade das membranas foi fechada e estas foram levadas para
etapa de liberacdo in-vitro da papaina;

O uso de membranas de didlise foi efetuado com o intuito de evitar perda de

microparticulas durante a coleta de aliquotas do sobrenadante.

4.7.1.2. Cinética de liberacao in-vitro para microparticulas de quitosana natural e
reticuladas com papaina sorvida

Para o ensaio de liberacdo foram aplicados dois procedimentos distintos. No
primeiro, foi efetuada a troca do sobrenadante (meio de liberacdo da papaina) por um meio
fresco, recém-preparado e, portanto, sem conter qualquer concentragdo inicial de papaina .
Num segundo, tal troca nao foi efetuada, mantendo-se mesmo liquido sobrenadante como

meio de reposta a liberagdo de papaina.

PROCEDIMENTO COM TROCA DO SOBRENADANTE

e Preparar oito amostras de microparticulas de quitosana com papaina sorvida;

e Adicionar 10 mg de cada amostra a uma membrana de dialise;

e Colocar em béquer contendo 40 mL de solucdo tampao fosfato pH 7.,4;

e Deixar em banho a temperatura de 37°C e velocidade de agitagdo de 100 rpm;

e Retirar aliquotas de 2 mL do sobrenadante a cada hora e substituindo o sobrenadante

por mais 40 mL provenientes da solucdo-mae tampao fosfato;

PROCEDIMENTO COM TROCA DO SOBRENADANTE

e Preparar oito amostras de microparticulas de quitosana com papaina sorvida;

e Adicionar 10 mg de cada amostra a uma membrana de dialise;

e Colocar em béquer contendo 40 mL de solu¢do tampao fosfato pH 7,4;

e Deixar em banho a temperatura de 37°C e velocidade de agitacdo de 100 rpm;

e Retirar aliquotas de 2 ml do sobrenadante a cada hora, repondo a quantidade de

sobrenadante retirada com mais 2 mL de solucao de tampao fosfato;
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Para cada aliquota retirada tanto com ou sem a substituicio do meio de liberagao,
foi seguido o seguinte procedimento de quantificacdo de papaina:
e Adicionar a cada aliquota 2 mL de EDTA 1 mM, 2 mL de caseina 1%, 2 mL de cisteina
5 mM e 2 mL de tampao fosfato pH 7,4;
e Deixar novamente em banho termostatizado por mais 30 minutos a temperatura de
37°C;
e Retirar as amostras do banho;
e Acidificar com 6 mL de 4cido tricloroacético 5% m/v, para precipitagdo do excesso de
caseina que ndo reagiu com a enzima;
e Deixar em repouso por 15 minutos;
e Centrifugar as amostras:
e Separar o sobrenadante;
e Analisar o sobrenadante por espectrofotometria de UV;
e Jler a absorbincia em comprimento de onda de 280 nm, para verificar a
concentracdo de papaina, utilizando o procedimento da curva padrdo de tirosina,

com caseina como substrato;

4.7.1.3.Teste da eficiéncia de cicatrizacio in-vivo

O estudo da eficiéncia de cicatrizagdo in-vivo foi efetuado em 60 Hamsters, machos,
acomodados em gaiolas individuais. Estes foram divididos aleatoriamente em um grupo
para receber curativo com quitosana reticulada com tripolifosfato/papaina e o outro grupo
para receber curativo com quitosana, o qual foi denominado grupo de controle. Durante o
experimento, os mesmos foram mantidos em condi¢des adequadas de higiene, iluminagao,
ventilacao e suprimento hidrico e nutricional.

Todos os animais foram submetidos a lesdes operatdrias nos tecidos epiteliais do
dorso-lombo-sacra e posteriormente aplicado o curativo composto de microparticulas de
quitosana reticulada com tripolifosfato de sddio/papaina e microparticulas de quitosana
pura para avaliacdo da velocidade de cicatrizacdo. Os curativos de microparticulas de
quitosana aplicados foram preparados por leve compressdo de uma determinada

quantidade de microparticulas, em um molde circular com dimensdes de 1,0 cm x 1,0 cm,
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formando assim, um agregado de microparticulas de quitosana para ser aplicado no
ferimento.

O teste de eficiéncia de cicatrizacdo seguiu as seguintes etapas:

e Preparacao dos animais para lesao/técnica operatoria;

Na técnica operatéria, os animais foram anestesiados por inalacdo de éter
sulfirico e fixados por suas patas a pranchas, a distincia constante. A depilagdo foi
efetuada na regido dorso-lombo-sacra, em forma circular, numa drea igual a
aproximadamente 1,0 cmz, com auxilio de molde, tal procedimento foi efetuado no lado
direito e no lado esquerdo do animal, com a finalidade de aplicagdo do curativo com
microparticulas de quitosana pura (lado direito) e com microparticulas de quitosana com
papaina sorvida e reticuladas com TPP (lado esquerdo).

e Observacao pos-operatoria;

Os animais foram observados quanto as mortes e também quanto a evolugdo das
lesdes, sendo avaliados qualitativamente a contracdo das feridas, a restaura¢do cutanea, a
presenca de crostas no ferimento, secrec¢des e indicios de infeccoes.

e Sacrificio dos animais e bidpsia;

O sacrifico dos animais foi efetuado em grupos escolhidos subseqiientemente
nas primeiras horas num periodo de 24 horas, 48 horas e 72 horas apds a cirurgia e
posteriormente no 7° dia apds a cirurgia, no 14° dia, 21° dia e 28°. Para observacdo de cada
grupo, os animais foram avaliados e entdo sacrificados. Apés o sacrificio foram recolhidas
amostras do tecido de cicatrizac¢ao para avaliacdo do andamento do processo de cicatrizagao
das feridas, retirando-se para isso quantidade de pele normal igual a Icm e a panicula
carnosa subjacente a tulcera.

As amostras coletadas apds o sacrificio dos animais foram liofilizadas e levadas
para realizacdo das andlises térmicas com a finalidade de verificar o comportamento
térmico e o perfil de degradacdo do material para avaliacdo da velocidade de cicatrizagdo

in-vivo.
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CAPITULO 5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS

As microparticulas de quitosana foram obtidas por atomizacdo em bico do tipo
spray a partir de trés diferentes concentracdes de solu¢do de quitosana (1%, 1,5% e 2 %
m/m). Estas concentracdes foram escolhidas baseadas na faixa que possibilitava um melhor
escoamento da solugdo até o bico atomizador.

A vazdo de operacio do aparato foi de 90 mL.min" e o fluxo de nitrogénio foi
controlado a pressao de 2,25 kgf/cmz. O processo teve um tempo médio de duragdo de 40
minutos e foi observado que alguns fatores podiam influenciar o andamento do processo,
tais como: concentracdo da solu¢do de NaOH, vazao de alimentacdo do bico atomizador,
distancia do bico a superficie da solucao de NaOH. Por esse motivo, todas essas varidveis
foram mantidas constantes para cada preparagdo: concentragdo da solu¢do de NaOH igual a
1 M, vazdo de alimentacdo de 90 mL.min'l, e distancia do atomizador a superficie da
solucdo de NaOH igual a 25 cm.

Um outro fator que influenciou no processo foi a concentracdo da solu¢do de
quitosana; foram utilizadas solu¢des de quitosana com concentracdes de 1% m/m, 1,5%

m/m e 2 % m/m.

5.2. CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA
5.2.1. Distribuicao do tamanho e determinacio do tamanho médio de particula

As microparticulas de quitosana, de diferentes concentracoes (1%, 1,5% e 2% m/m)
foram caracterizadas quanto ao tamanho e distribuicdo de particulas utilizando um
analisador de tamanho de particulas por difracdo a laser (Mastersizer S, Malvern) numa
faixa de 10 um a 1000 pm. Os resultados s@o mostrados nas Figuras (5.1 a 5.3). O diametro

médio de Sauter para as respectivas particulas foi de 121 pm, 176 pm e 193 pm.
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Figura 5.1: Distribui¢do de tamanho de particulas para microparticulas obtidas a partir de

solugdo de quitosana com 1% em massa de quitosana.
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Figura 5.2: Distribuicdo de tamanho de particulas para microparticulas obtidas a partir de

solucdo de quitosana com 1,5% em massa de quitosana
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Figura 5.3: Distribui¢do de tamanho de particulas para microparticulas obtidas a partir de

solucdo de quitosana com 2 % em massa de quitosana

Pode-se verificar que a distribui¢do do tamanho de particulas foi monomodal para
as Figuras 5.2 e 5.3, porém para a Figura 5.1, esta distribuicio apresentou um
comportamento bimodal. Tal comportamento pode ser relacionado, neste caso, com a
concentracdo da solucdo de quitosana utilizada de 1% m/m.

Esse fendmeno era esperado pelo fato da concentracdo da solu¢do de quitosana
influenciar na viscosidade da mesma e afetar no tamanho e na forma da particula obtida.
Isso se deve aos choques promovidos entre as goticulas de solu¢do de quitosana
provenientes do atomizador e a superficie da solucdo coagulante. Quanto menor a
concentracdo da solucdo de quitosana, menor a uniformidade na distribui¢do de tamanho
das microparticulas. Outro fato que pode ocorrer, € que as particulas obtidas a partir de
concentracdes menores de solucdo de quitosana tendam mais a agregacdo. Esta hipotese
pode ser reforcada com as micrografias eletronicas de varredura que evidenciam a

irregularidade na forma dessas particulas.
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5.2.2 Difracao de raios-X (DRX) para quitosana natural

A difracdo de raios-X foi feita para a quitosana natural utilizada como matéria-
prima e apresentou uma forma caracteristica em seus picos conforme mostra a literatura.
Este resultado serd tomado como padrio de referéncia nas andlises subseqiientes. O

difratograma é apresentado na Figura 5.4.

Intensidade arbitraria

Figura 5.4: Difratograma de difracdo de raios-x para a quitosana natural.

Na Figura 5.4 podem ser observados os picos caracteristicos da mesma com picos
de reflexao em 20 igual a 10,4° e 22°, os quais sdo referentes a rede cristalina a. H4 um
poliformismo da quitosana, que reflete na distancia interplanar da quitosana e a forma
alomorfica da quitosana, a qual resulta num forte decréscimo na capacidade de sorcdo da
mesma, decorrente do processo de desacetilacdo da quitosana ( Kumar et al., 2004; Qi &
Xu, 2004). O aparecimento de tais picos indica o alto grau de cristalinidade da quitosana

(Qi et al., 2004).
5.3. TESTE DE ATIVIDADE ENZIMATICA DA PAPAINA

O teste de atividade enzimdtica da papaina foi efetuado para a verificacdo da

estabilidade da mesma num um periodo de 7 dias, a temperatura de 37°C, com a finalidade
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de verificar se estava ocorrendo autdlise enzimdtica, ou seja, degrada¢do, o que poderia
afetar o método de quantificacdo da atividade enzimatica.
Como resultado, obteve-se uma curva de atividade enzimdtica para a papaina

conforme apresentado pela Figura 5.5.
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Figura 5.5: Gréfico da atividade enzimdtica da papaina a 37°C em solug¢io aquosa ao longo

do tempo, com utilizacao de duplicatas de cada ponto experimental.

Através da observagdo da Figura 5.5, pode-se notar que a atividade enzimética da
papaina ndo sofreu alteracdo no periodo de tempo proposto, indicando a possibilidade do
uso de tal enzima para sor¢ao as microparticulas de quitosana. Esse resultado foi condizente

com a literatura que diz que tal enzima € estavel em temperaturas até 75°C.

5.4. METODO DE SECAGEM DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA

Os métodos de secagem testados no presente trabalho foram: secagem por spray
drying e por liofilizacao.

Com estes testes, buscava-se uma forma de comparacao entre os dois métodos de
secagem, com a finalidade de verificar qual dos métodos seria mais eficaz para a secagem

das microparticulas de quitosana. Por esse motivo, foram efetuadas caracterizacdes tais
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como MEV, para verificacdo de morfologia, e DRX, para verificacdo da cristalinidade, no
material seco, além de testes de liberagdo enzimadtica para verificar a influéncia dos

métodos na atividade enzimatica da papaina a partir da microparticulas secas.

5.4.1. Secagem das microparticulas de quitosana com papaina sorvida pelo método de
spray drying

O método de secagem por spray drying apresentou baixo rendimento, o qual foi
ocasionado por problemas operacionais, pois a grande maioria das microparticulas injetadas
na camara de secagem aglomeravam, ficando no fundo da camara sem sofrer arraste pelo
ciclone, sendo expostas a altas temperaturas, em torno de 200°C.

As microparticulas coletadas pelo ciclone apdés o tempo de secagem foram

submetidas a testes de libera¢ao de papaina e testes morfoldgicos.

5.4.1.1. Difracao de raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X foi efetuada para diferentes concentracdes de microparticulas
de quitosana sorvidas com papaina, secas pelo método de spray drying, com o objetivo de
se observar a influéncia de fatores como método de secagem, concentracdo da papaina e da

quitosana, na cristalinidade das microparticulas.
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Intensidade arhitrana

Figura 5.6: Difratograma de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solugdo de

quitosana 1%, secas por spray drying.

Intensidade arbitrana

Figura 5.7: Difratograma de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de

quitosana 1% m/m, com papaina sorvida a partir de solu¢do 3% m/v secas por spray drying.
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Intensidade arbitraria

Figura 5.8: Difratograma de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solugdo de

quitosana 2% m/m, com papaina sorvida a partir de solu¢do 3% m/v secas por spray drying.

Pode-se observar, a partir das Figuras 5.6 , 5.7 e 5.8, variac¢do na cristalinidade das
microparticulas com diferentes concentracdes de papaina e quitosana. Neste caso, foi
observado que os picos caracteristicos em 20 igual a 10° e a 20°, que apareciam no
difratograma da quitosana pura, ndo se mantiveram para as microparticulas de quitosana
sorvidas com papaina e secas por spray drying. Neste método de secagem, foram
observados deslocamentos uma menor intensidade dos picos, principalmente para as
microparticulas com menor concentracdo de quitosana. Nesse caso, houve um alargamento
dos picos, denotando menor cristalinidade para o material seco. Este comportamento,
observado para as microparticulas com menor concentracao de quitosana, ja era esperado.
Para as microparticulas com maior concentracdo de quitosana houve a formacdo de dois
picos mais estreitos, mostrando que neste caso ocorreu uma melhor organizacdo da
estrutura das microparticulas, porém com menor intensidade em relacdo a cristalinidade da
matéria prima.

Estas variacdes podem indicar que o método de secagem e a adi¢do de papaina

acabaram alterando a cristalinidade da quitosana. Esse fato é observado na literatura,
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mostrando que modificacdes na molécula de quitosana podem induzir a alteragdes da
cristalinidade (Lima, 2005).

Os métodos de processamento da quitosana podem realmente afetar a cristalinidade
do polimero. Segundo a literatura, podemos encontrar alguns trabalhos em que sdo
apresentados dados comparativos para os métodos de obtencdo da quitosana e também de
secagem da mesma, onde ocorre uma diminui¢io da cristalinidade do polimero,
evidenciado através da alteracao da distincia interplanar entre as cadeias do mesmo quando

comparados a secagem por liofilizacdo e por secagem em estufa ( Malgorzata et al., 2003 ).

5.4.1.2. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)
A técnica de microscopia eletronica de varredura foi aplicada nas microparticulas
secas por spray drying fornecendo informagdes quanto a forma e superficie, conforme

observados nas Figuras 5.9 e 5.10.

Figura 5.9: Micrografia de microrticulas de quitosana obtidas a rtir de solucao de

quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de solu¢do 3% m/v de papaina, seca por

spray drying.

43



CAPITULO 5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 5.10: Microgia de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de

quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de solucao 3%, seca por spray drying.

A partir das micrografias contidas nas Figuras 5.9 e 5.10, pode-se constatar que a
secagem efetuada por spray drying conferiu homogeneidade as microparticulas de
quitosana, porém observou-se que as superficies dessas microparticulas tornaram-se
deformadas. Tal fendmeno pode ter ocorrido devido ao calor excessivo ao qual as
microparticulas foram submetidas durante o periodo de secagem, além do colapso de sua

superficie, com a perda de dgua.

5.4.2. Secagem das microparticulas de quitosana sorvidas com papaina pelo método
de liofilizacao

O método de secagem por liofilizacdo € considerado um método seguro, pois usa
baixas pressdoes (vdcuo) e baixas temperaturas, o que promove a conservacdo das
caracteristicas do produto final. Segundo Shalaby et al., 1991, a secagem por liofilizacdo €
amplamente superior a outros métodos de secagem, por diminuir o teor de d4gua e permitir a

qualidade biolégica do material.
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As microparticulas de quitosana com papaina sorvida, secas por liofilizacdo,
também foram submetidas a testes de atividade enzimdtica da papaina e testes

morfoldgicos.

5.4.2.1. Difracao de raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X para diferentes concentragdes de microparticulas de quitosana
com papaina sorvidas, secas pelo método de liofilizacao, foi efetuada com o objetivo de
observar a influéncia do método de secagem e da concentragdo de quitosana e papaina na
cristalinidade das microparticulas. Os difratogramas das microparticulas de quitosana

liofilizadas sdo apresentados nas Figuras 5.11 e 5.12.

-

Escala Arbitraria

Figura 5.11: Difratograma de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de

quitosana 1% m/m secas por liofilizagao.
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Intensidade arbitraria

-
Figura 5.12: Difratograma de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucio de

quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de solucao 3%m/v e secas por liofilizacao.

Intensidade arbitraria

Figura 5.13:Difratograma de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solugdo de

quitosana 2% m/m com papaina sorvida a partir de solu¢do 3% m/v e secas por liofilizagao.

Observando as Figuras 5.11,5.12 e 5.13, pode-se notar que ambas apresentaram uma

menor cristalinidade em relagdo a quitosana pura.
Os resultados mostraram o aparecimento de apenas um pico em 20 igual a 20°, o

qual demonstrou que realmente houve variacdo na cristalinidade das microparticulas de
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quitosana nas duas situagdes da secagem. Pode-se observar ainda que na secagem por
liofilizagdo, o difratograma do material seco ficou mais préximo do difratograma
apresentado para a quitosana pura; isso pode estar indicando que o processo de liofilizagao
acarreta uma menor alteracdo na cristalinidade do material. Tal resultado estd indicando
que o material obtido por este método de secagem apresenta-se mais amorfo que no caso da
matéria prima (quitosana natural).

Neste caso, nota-se que houve um aumento na distancia interplanar das moléculas,
denotando maior desorganizacdo na estrutura do material, conforme foi observado por
Malgorzata et al., 2003, que obtiveram resultados semelhantes aos apresentados no presente
trabalho.

Estas variacdes indicam que o método de secagem, a adicdo de papaina e a
reticulagdo acabaram alterando a cristalinidade da quitosana em relagdo a cristalinidade da
quitosana pura. Esse fato é observado na literatura que indica que modificacdes na

molécula de quitosana podem levar a alteragdes em sua cristalinidade (Lima, 2005).

5.4.2.2. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A técnica de microscopia eletronica de varredura foi aplicada nas microparticulas de
quitosana com papaina sorvida e secas por liofilizacdo. Esta serviu para a obtencdo de
informacdes importantes a respeito da superficie das microparticulas e, conseqiientemente,
da influéncia do método de secagem por liofilizacdo na morfologia das mesmas.

Pode-se observar na Figura 5.14, que as superficies das microparticulas de quitosana
secas pelo método de liofilizacdo apresentaram um aspecto diferenciado das
microparticulas secas por spray drying.

Para as microparticulas liofilizadas ndo foi obtido um formato esférico,
apresentando menor homogeneidade em relacdo a forma das microparticulas secas pelo
método de spray drying, tais microparticulas apresentaram uma aparéncia folicular com
aparecimento de poros em sua superficie, resultado que também foi observado por Risbud

et al., 2000.
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Figura 5.14: a) Micrografia das microparticulas de quitosana obtidas a partir de solugdo de
quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de solu¢do 3% m/v secas por liofilizacdo e
b) micrografia das microparticulas de quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1%

m/m com papaina sorvida a partir de solu¢do 3% m/v secas por liofilizacao.
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5.4.2.3. Testes de liberacao de papaina

Testes preliminares de liberagao de papaina foram efetuados em microparticulas
com papaina sorvida a partir de solu¢do 1% m/v de papaina, tanto para microparticulas
secas por spray drying, quanto para as secas por liofilizacdo. Pode-se observar que para as
microparticulas com papaina sorvida, secas por spray drying, a liberacdo da papaina ocorria
de forma acentuada nas primeiras horas do experimento, ocorrendo um decréscimo da

atividade enzimatica com o decorrer do tempo, conforme observado na Figura 5.15.
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Figura 5.15: Perfil de atividade enzimatica da papaina liberada a partir de microparticulas
de quitosana obtidas a partir de solugdo de quitosana 1% m/m com de papaina sorvida a

partir de uma solugdo de papaina 1% m/v, secas por spray drying.
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Figura 5.16: Perfil de libera¢do da papaina liberada a partir de microparticulas de quitosana
obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de uma

solugdo de papaina 1% m/v, secas por liofilizacao.

O mesmo teste de liberacdo de papaina foi realizado para microparticulas de
quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de
uma solucdo de papaina 1% m/v, secas por liofilizagdo, para comparar os métodos de
secagem e obteve-se um comportamento diferente no caso da liofilizacdo, como pode ser
observado na Figura 5.16.

Esse comportamento pode ser devido a diferencas morfoldgicas imprimidas pela
secagem por liofilizacdo, conforme observado por (Risbud ez al., 2000).

O método de secagem escolhido para o presente trabalho foi a liofiliza¢do, que
apresentou melhores resultados em termos de atividade enzimatica da papaina com o tempo
de liberacao a partir das microparticulas e também pelo fato de manter as caracteristicas de
cristalinidade que favorecem a liberagdo do principio ativo.

Outro fator importante a ser salientado é que a secagem por spray drying apresentou
problemas operacionais, os quais inviabilizaram a utilizacdo do equipamento, pois as
microparticulas tinham de ser bombeadas para dentro da camara de secagem, através do

bico atomizador. Isso acarretava uma grande perda de material, pois as microparticulas de
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quitosana possuiam elevada velocidade terminal, devido ao tamanho de particula, ficando
depositadas em sua grande maioria no fundo da camara de secagem.

Comparando os resultados de liberagcdo, nota-se que as microparticulas de quitosana
secas por liofilizacdo mantiveram uma tendéncia constante até o fim do experimento, que
ocorreu com aproximadamente 48 horas. Esse fato denotou melhores condicdes de
liberacao da papaina sorvida nas microparticulas de quitosana obtidas por esse método.

Um fator importante citado na literatura (Kumar et al., 2004) € que a papaina possui
capacidade de despolimerizar a quitosana. Sendo assim, optou-se pela utilizagdo de agentes
de reticulacdo para se imobilizar a papaina nas microparticulas de quitosana e comparar os
dados de liberacdo enzimadtica tanto das microparticulas de quitosana com papaina sorvida
quanto das microparticulas de quitosana reticuladas e com papaina sorvida. Os agentes
reticulantes escolhidos para teste foram o glutaraldeido (0,75% m/m) e tripolifosfato de
s6dio (10 % m/v).

Testes preliminares foram efetuados, entdo, para se verificar a eficicia dos agentes
reticulantes, glutaraldeido e TPP, conforme observado na Tabela 5.1. Microparticulas de
quitosana reticuladas com glutaraldeido e com TPP foram colocadas em solucdo de tampao
fosfato de sédio para avaliar a liberagdo da papaina sorvida nas mesmas. Os resultados
foram obtidos através de leitura em espectrofotometro de UV com comprimento de onda de
280 nm. Isto foi efetuado para verificagdo da atividade enzimética da papaina contida nas

microparticulas.

Tabela 5.1: Tabela comparativa da atividade enzimética de microparticulas de quitosana

reticuladas com TPP e com glutaraldeido, com papaina sorvida.

Atividade
Absorbancia da enzimatica
Material utilizado Amostra a 280 nm uMol/min
Microparticulas reticuladas
com.glutaraldeido 0,318 0,005
Microparticulas reticuladas com TPP 0,601 0,028

Pode-se observar na Tabela 5.1 que os agentes reticulantes usados foram adequados

a imobilizacdo da papaina. Entretanto, optou-se pela reticulacio com TPP pelo fato do
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mesmo poder ser usado sem restricoes a saide e ao meio ambiente, sendo adequadas a

aplicacdes farmacéuticos.

5.5. MODIFICACOES QUIMICAS NAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA
COM PAPAINA SORVIDA

Como agentes reticulantes, foram testados o glutaraldeido e o tripolifosfato de sédio
(TPP), porém a finalidade do trabalho foi para uso tdpico das microparticulas de quitosana.
Assim, um agente reticulante como o glutaraldeido, que apresenta residuos aldeidicos
téxicos ndo seria conveniente. Por este motivo, o glutaraldeido foi utilizado no trabalho
somente como meio de comparagdo para o TPP. Tanto o glutaraldeido quanto o TPP
apresentaram boa capacidade de reticulacdo da quitosana.

Andlises morfoldgicas, fisico-quimicas e testes preliminares de liberacao de papaina

a partir das microparticulas foram efetuados com o uso dos dois agentes de reticulagdo.

5.5.1. Teste de liberacdo de papaina a partir de microparticulas reticuladas com
glutaraldeido

O teste de liberacdo de papaina foi efetuado em microparticulas de quitosana
reticuladas com glutaraldeido e verificou-se que nao houve variagdes acentuadas na

liberacao da papaina durante o periodo de execugdo do teste (Figura 5.17).
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Figura 5.17: Perfil de liberacdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de
quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de

solugdo de papaina 1% m/v, reticuladas com glutaraldeido.

Pode-se notar, na Figura 5.17, que a liberagdao das microparticulas foi praticamente
constante. Este ato comprova a eficdcia do agente reticulante na imobilizagdo da papaina
nas microparticulas. Esse teste foi efetuado para microparticulas com cinco dias de

armazenamento.

5.5.2. Microscopia eletronica de varredura para as microparticulas de quitosana
reticuladas com glutaraldeido

A técnica de microscopia eletronica de varredura foi aplicada nas microparticulas de
quitosana reticuladas com glutaraldeido, com papaina sorvida e secas por liofilizagao.

Esta serviu para a obten¢do de informacdes importantes a respeito da superficie das
microparticulas em conseqiiéncia da acdo do agente reticulante, conforme observado nas

Figuras 5.18 € 5.19.
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Figura 5.18: Micrografia de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de

quitosana 1% com papaina 1% e reticuladas com glutaraldeido.

.

Figura 5.19: Micrfia de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de

quitosana 1% com 3% de papaina reticulada com glutaraldeido.
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Através da andlise da superficie apresentada pela Figuras 5.18 e 5.19, pode-se
observar que as microparticulas de quitosana reticuladas com glutaraldeido apresentaram

microporos na superficie e ndo possuiram homogeneidade em sua forma.

5.5.3.Teste de liberacio de papaina a partir de microparticulas reticuladas com TPP

Os testes de liberagdo com TPP foram feitos em microparticulas de quitosana 1%
com papaina sorvida na concentra¢do de 1% a partir de solugdo de papaina e serviram para
indicar a efetividade da imobilizacao da papaina conforme a Figura 5.20.
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Figura 5.20: Perfil de liberacdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de
quitosana obtidas a partir de solugdo de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de

solucdo de papaina 1% m/v reticuladas com TPP.

Foi observado, neste caso, que a liberacao da papaina ocorreu de forma constante, o

que sugere boa imobiliza¢do da papaina na microparticula de quitosana.

5.5.4. Microscopia eletronica de varredura para as microparticulas de quitosana
reticuladas com TPP

A técnica de microscopia eletronica de varredura foi aplicada nas microparticulas de
quitosana com papaina e secas por liofilizacdo, reticuladas com tripolifosfato (TPP). Esta

serviu para comparacdo com a reticulacdo anteriormente feita com glutaraldeido. Essa
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informacdo foi importante para a tomada de decisdo da utilizacdo do TPP como agente

reticulante.

Figura 5.21: Micrografia de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solucdo de

quitosana 1% adsorvida com papaina 1% e reticuladas com TPP.

¥ S W 2.5 um
Figura 5.22: Miogri de microparticulas liofilizadas de quitosana obtidas a partir de
solucdo de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de uma solu¢do de papaina 3%

m/v reticuladas com TPP.
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Pode-se observar a partir da Figuras 5.21 e 5.22, que as microparticulas de TPP
possuem macroporos na superficie, apresentando uma aparéncia folicular, diferenciando-se

das microparticulas de quitosana reticuladas com glutaraldeido.

Para evidenciar a real existéncia de poros, foi utilizado um procedimento de fixacao
das microparticulas com epicloridrina e a incorporagdo das particulas numa matriz
polimérica que foi, posteriormente, fraturada a frio. A micrografia resultante é mostrada na

figura 5.23.

3 Jrn

Figura 5.23: Micrografia de fratura da superficie de uma microparticula de quitosana
reticulada (fixada com epicloridrina, para fins de melhorar a visualizacdao dos poros). Estas

micrografias foram gentilmente cedidas pelo doutorando Marco A. Torres.

5.5.5. Difracao de raios-X para as microparticulas reticuladas com TPP

Este método foi utilizado para a caracterizacdo da cristalinidade das microparticulas
de quitosana reticuladas com TPP e sorvidas com papaina, com a finalidade de verificar o
quanto a reticulacdo estava afetando na cristalinidade das mesmas.

Segundo Fun (1989), o estado fisico do polimero e do farmaco incorporado neste é
de grande importancia para o conhecimento do mecanismo de liberagao do farmaco; sendo
assim, quanto mais amorfo for o polimero e/ou o fairmaco, maior serd o seu coeficiente de

difusao.
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Intensidade arbitraria

Figura 5.24: Difratograma de microparticulas de quitosana obtidas a partir de solugdo de
quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de uma solu¢do de papaina 1% m/v,

reticuladas com TPP.

Observando-se a Figura 5.24, pode-se verificar que o processo de produgdo das
microparticulas alterou o grau de cristalinidade da quitosana e que a adicdo de agente
reticulante e da papaina também contribuiram para essa modificacio em relacdo a
quitosana. Segundo Kumar et al. (2004), a adicdo de papaina a quitosana provoca uma
despolimeriza¢do que pode ser observado em 20 igual a 20°, onde hd formagéo de um pico
relativamente pequeno logo apds a formagdo do alo principal, isso ndo foi observado nas
microparticulas reticuladas e com papaina sorvida.

A figura 5.24 confirma a mudanca no pico que aparece com 20 igual a 20, pois
nesse caso, a reflexdo foi deslocada para direita, formando um pico duplo, provavelmente
pela insercdo de papaina entre as cadeias de quitosana, o que aumenta a distancia
interplanar das cadeias poliméricas. Isso pode também ser decorrente da reticulacio com
TPP, a qual modificou a organizacdo da estrutura molecular da quitosana. Na pratica, o
possivel aumento da distdncia interplanar implica na diminuicdo da cristalinidade da
mesma, o que vai afetar a forma de liberacdo de drogas, podendo-se promover uma maior

capacidade de difusdo em polimeros mais amorfos. No caso de polimero cristalino, a
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difusdo € menor, devido a maior organizacao da rede cristalina o que acaba dificultando o
processo de difusdo. Entretanto, a estrutura deste difratograma apresenta o aparecimento de

outros picos, os quais podem igualmente ser conseqiiéncia da incorporacido do TPP.

5.5.6. Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR)

A Figura 5.25 apresenta o espectro FTIR-ATR para microparticulas de quitosana
natural, reticulada com TPP e reticulada com glutaraldeido. A partir dos espectros
apresentados, pode-se observar as seguintes bandas de absor¢do:

a) o espectro para a quitosana natural apresentou bandas de absor¢io na regiao com
comprimento de onda de 1100 cm™, que é referente a aminas alifticas; 1650 cm™ grupos -
N-H; 1750 cm™ grupos ésteres; 1700 cm’ aparecimento de bandas de absor¢do referentes
ao grupo carboxila, de acordo com a literatura;

b) no espectro referente as microparticulas de quitosana reticuladas, pode-se
observar que realmente houve a reticulagio com TPP, pelo aparecimento de bandas de
absor¢do em 1150 cm™ e 1200 cm™, as quais sdo caracteristicas das ligacdes entre os
grupos P=0, conforme indicado por Qi (2004). Ocorrendo ainda o aparecimento bandas de
absorcdo a 1657 cm™, referente ao grupo -CONH, e a 1598 cm™ referente aos grupos NHo.
Segundo Qi (2004) este comportamento reflete a interac@o entre 0os grupos aminos € os ions
metalicos;

c) o espectro da quitosana reticulada com glutaraldeido apresentou bandas de
absorcdo para os grupos alifticos em 1100 cm™, em 1650 cm™'devido ao grupo N=C; em
1560 cm™ referente ao grupo -C=C e ainda pode-se observar o aparecimento de uma banda

de absorcdo a 1720 cm™ devido a ligacdo amidica livre.
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Figura 5.25: Espectros de infravermelho microparticulas de quitosana pura (a) e
microparticulas de quitosana modificadas com TPP e papaina (b); e (c) microparticulas de

quitosana modificadas com glutaraldeido e papaina.

5.5.7. Analises térmicas
5.5.7.1. Analise de Termogravimetria (TGA)

A Figura 5.26 mostra as andlises termogravimétricas para microparticulas de
quitosana natural e modificada com papaina e TPP. Observa-se que a degradagdo em ambos
os casos ocorreu em dois estdgios. O primeiro podendo ser referente a perda da 4gua
adsorvida no material e um segundo, em que ja ocorreu uma degradacdo quase completa da

amostra.
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Figura 5.26: Termogramas das microparticulas de quitosana modificada com TPP e
papaina (a) e quitosana natural (b).

A degradacao no primeiro estigio, referente a perda da dgua ocorreu com pequena
diferenca entre as microparticulas contendo TPP e papaina curva (a) e as microparticulas de
quitosana natural curva (b), pois parece que para o caso da curva (a) a perda de dgua foi
mais acentuada do que para as microparticulas de quitosana natural (b). Tal fato pode ser
atribuido a presenca de TPP que € um composto hidrogoscépico, mantendo assim maiores
niveis de dgua no material. Nesta andlise também pode ser observado que a curva (b)
apresentou uma maior estabilidade térmica em relacdo a curva (a), indicando que realmente
houve a obtencdo de um novo material com a adi¢cdo de TPP e papaina na matriz de

quitosana.

5.5.7.2. Analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A partir da Figura 5.27, pode-se observar que o pico endotérmico presente na curva
calorimétrica para microparticulas de quitosana pura em 100°C € referente a perda de agua.
Para as microparticulas modificadas, ja ocorrem modificacdes nos picos endotérmicos bem
antes de 100°C, provavelmente devido a maior higroscopicidade do tripolifosfato de sédio.
Também apresenta picos exotérmicos entre 200°C e 300°C, porém com menor estabilidade

do que na quitosana pura, o que pode estar indicando uma atividade da papaina que,
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segundo Kumar e Tharamathan (2004) € utilizada para despolimerizar a quitosana. Os

demais vales podem representar a decomposi¢io da propria papaina.
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Figura 5.27: Andlise de calorimetria exploratéria diferencial para microparticulas de

quitosana pura (a) e microparticulas de quitosana modificadas com TPP e papaina (b).

5.6. INFLUENCIA DO TEMPO DE  ARMAZENAMENTO DAS
MICROPARTICULAS NA ATIVIDADE ENZIMATICA DA PAPAINA

Foram efetuadas andlises da atividade enzimatica da papaina sorvida nas
microparticulas de quitosana em diferentes tempos de armazenamento, tanto das
microparticulas reticuladas quanto das ndo reticuladas, com o objetivo de verificar se
existiria um efeito de interacdo da papaina com a quitosana o qual causaria uma diminui¢ao
da atividade enzimdtica. Juntamente com as andlises de atividade enzimdtica também foi
efetuada a andlise de umidade de ambas as microparticulas de quitosana, onde se obteve um
valor de umidade em torno de 11% para as microparticulas de quitosana com papaina
sorvida e em torno de 16% para as microparticulas reticuladas com TPP.

O fator umidade € importante pelo fato de, em muitos casos, influenciar no tempo
de armazenamento de um determinado produto, podendo diminuir drasticamente a vida ttil
do mesmo através de crescimento de fungos e bactérias, ou ainda, permitindo a ativagdo das

enzimas e aumentando as propriedades difusivas na matriz polimérica.
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5.6.1. Tempo de armazenamento para as microparticulas de quitosana com papaina
sorvida

Os testes de atividade enzimdtica, realizados para as microparticulas de quitosana
com papaina sorvida foram efetuados para os tempos de armazenamento de 5 e 15 dias,

conforme pode ser observado nas Figuras 5.28 e 5.29.
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Figura 5.28: Gréfico do perfil de atividade da papaina a partir de microparticulas de
quitosana obtidas a partir de solugdo de quitosana 1% m/m, com papaina sorvida a partir de

solug@o 1% m/v de papaina, secas por liofilizacdo com tempo de armazenamento de 5 dias.
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Figura 5.29: Gréfico do perfil de atividade de papaina a partir de microparticulas de
quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de

solug@o 1% m/v de papaina e secas por liofilizacdo, com 15 dias de armazenamento.

Através da andlise dos resultados obtidos com os diferentes tempos de
armazenamento nas Figuras 5.28 e 5.29, pode-se notar que ndo houve alteragoes
significativas na atividade enzimética da papaina sorvida nas microparticulas de quitosana.
Porém, as microparticulas permaneceram armazenadas por mais 30 dias e alguns lotes de

microparticulas apresentaram crescimento microbiano, deteriorando o produto.

5.6.2. Tempo de armazenamento para as microparticulas de quitosana reticuladas
com TPP e com papaina sorvida

Os testes de atividade enzimatica realizados para as microparticulas de quitosana
reticuladas com TPP e com papaina sorvida foram efetuados, da mesma forma que no caso
anterior, para os tempos de armazenamento de 5 e 15 dias, conforme pode ser observado

nas Figuras 5.30 e 5.31.
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Figura 5.30: Gréfico do perfil de atividade de papaina para microparticulas de quitosana

obtidas a partir de solucdo de quitosana 1% m/m, reticuladas com TPP,

com papaina

sorvida a partir de solucdo 1% m/v de papaina e secas por liofilizagdo, com 5 dias de

armazenamento.
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Figura 5.31: Gréfico do perfil de atividade de papaina para microparticulas de quitosana

obtidas a partir de solucdo de quitosana 1% m/m, reticuladas com TPP,

com papaina

sorvida a partir de solugdo 1% m/v de papaina e secas por liofilizagdo, com 15 dias de

armazenamento.
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A partir da andlise das Figuras 5.30 e 5.31, pode-se observar que o comportamento
da atividade enzimdtica, neste caso, foi andlogo ao comportamento das microparticulas de
quitosana ndo reticuladas, evidenciando que a atividade enzimética, ndo foi influenciada
pelo tempo de armazenamento das microparticulas de quitosana com papaina sorvida.
Porém, as microparticulas de quitosana reticuladas com TPP, apesar de possuirem maior
umidade, apresentaram melhor capacidade de conservagdo, pois ficaram acondicionadas
por um periodo de aproximadamente 4 meses sem aparecimento de crescimento microbiano
e mantendo a atividade enzimética inalterada. Indicando que tal processo pode ter conferido
ao complexo microparticulas-enzima maior estabilidade, realmente imobilizando a papaina
nas microparticulas de quitosana. Por esse motivo, decidiu-se utilizar as microparticulas de

quitosana reticuladas com TPP.

5.7. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os resultados obtidos da andlise estatistica da matriz do planejamento observados na
Tabela 5.2, com os fatores concentragdo de quitosana presente nas microparticulas
reticuladas com tripolifosfato de sodio e concentracdo de papaina adsorvida na matriz
polimérica, tendo como varidvel de resposta a atividade enzimdtica da papaina imobilizada

na superficie das microparticulas, estdo apresentados no quadro de ANOVA, Tabela (5.3).

Tabela 5.2: Matriz de planejamento experimental com os fatores de estudo e resposta

considerada

Fatores XQ XP Ae
1 -1 -1 0,007988
2 +1 -1 0,008315
3 -1 +1 0,008528
4 +1 +1 0,0096052
5 0 0 0,008498
6 0,008501
7 0 0 0,008495
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Tabela 5.3: Quadro de ANOVA da analise estatistica realizada.

Coeficiente de regressao Erropuro p < 95% (nivel de

significancia)
Média 8,56*10™ 1%10° 0
Concentracio de 3,51*10™ 3%10° 1,8*%10™
quitosana (XQ)
Concentragdo de papaina 4,58%10™ 3%10° 1,1*#10™
(XP)
(XQ) x (XP) 1,88%10™ 3%10° 6+107
R*=0,98

A tabela 5.3 apresenta os coeficientes de regressao do modelo com um nivel de
significancia dos fatores de 95%, ou seja, p<0,005, demonstrando que o modelo apresenta
um bom ajuste com os fatores estudados.

O ajuste do modelo é corroborado pelo coeficiente de regressao (R?) apresentado
pelo mesmo, o qual é de 0,98, o que indica um bom ajuste dos valores. No grifico de
Pareto, Figura 5.32, a ordenada representa os efeitos principais e a interacao dos fatores de
estudo e a abscissa a estimativa dos efeitos absolutos. Através desta Figura, pode-se
verificar que os fatores de estudo foram significantes na andlise estatistica ao nivel de 95%,

pela linha vertical pontilhada, conforme apresentado no quadro de ANOVA da Tabela 5.3.
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Figura 5.32: Grafico de Pareto mostrando a influéncia das varidveis independentes na

cinética de liberacdo das microparticulas.

O modelo estatistico de primeira ordem com interacdo, apresentado na Equacao 5.1,

apresenta o valor tedrico para a resposta atividade enzimaética.
A, =8,56%107> +3,51%107* X0 + 4,58 %10~ XP +1,88 %10+ XQXP (eq.
5.1)

A Figura 5.33 apresenta a superficie de resposta para atividade enzimdtica obtida pela

Equagdo 5.1
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Figura 5.33: Gréfico de superficie de respostas para as microparticulas de quitosana
reticuladas com TPP.

A superficie de resposta (Figura 5.33), mostrou que os pontos de maior liberacao
enzimdtica localizaram-se nas regides de maior concentracdo de quitosana e também de
maior concentracdo inicial de papaina sorvida as microparticulas de quitosana. Este
resultado condiz com modelos fisicos apresentados na literatura, que mostram que a
concentracdo do farmaco utilizado na matriz polimérica é o fator que mais influencia o

mecanismo de liberacdo controlada de farmacos.

5.8. ESTUDO DE APLICACAO DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA
Avaliagdo da eficiéncia do biomaterial (microparticulas de quitosana) foi verificada
através de testes de liberagcdo in-vitro da papaina, composto que foi incorporado nas
microparticulas de quitosana, com uso de andlise de atividade enzimdtica da papaina. Para
os testes de liberacdo, optou-se pelo uso de microparticulas reticuladas com TPP, pelo fato
de serem atéxicas e também por possuirem uma maior resisténcia em relagdo as

microparticulas de quitosana natural.

69



CAPITULO 5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.8.1. Cinética de liberacao in vifro para microparticulas de quitosana contendo
papaina e reticuladas com TPP

A cinética de liberagdo in-vitro foi efetuada para diferentes concentracdes de
microparticulas de quitosana reticuladas com TPP. Para este caso, os testes foram efetuados
por periodo de tempo de aproximadamente 25 horas, pois ja havia sido constatado em testes
anteriores efetuados por periodo de 50 horas, que a liberagdo das microparticulas de
quitosana ndo era alterada, mantendo-se constante. Por esse motivo, foi utilizado um tempo

menor, de 25 horas para os ensaios em questao.

5.8.2. Cinética de liberacao in vitro para microparticulas envelhecidas de quitosana
contendo papaina e reticuladas com TPP

No caso dos ensaios de liberacdo a partir de microparticulas reticuladas com TPP, a
liberacao da papaina a partir das microparticulas foi praticamente constante para todos os
casos, mostrando que a reticulacao com TPP estava sendo realmente eficiente.

Os testes foram efetuados em microparticulas que estavam armazenadas hd 30 dias.
Isso foi feito para verificar se realmente ndao ocorriam alteracdes na atividade enzimatica da
papaina de acordo com a idade das microparticulas. Isso possibilitaria a verificagdo se a
imobiliza¢cdo da enzima estava sendo efetiva.

Um fator interessante que pode ser observado em relacdo a cinética de liberagdo, é
que, conforme a literatura, ela é dependente da concentracao de farmaco e da concentragao
de polimero (biopolimero), Ko et al. (2002).

Geralmente, deseja-se que a matriz polimérica possua a propriedade de liberar
lentamente o composto ativo (firmaco) no meio de agdo, com a finalidade de se evitar

superdosagens.
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Figura 5.34: Gréfico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de

quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 1% m/m com papaina sorvida a partir de

solucdo de papaina 1% m/v, reticuladas com TPP com 30 dias de armazenamento.
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Figura 5.35: Grafico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de

quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 2 % m/m com papaina sorvida a partir

de solugdo de papaina 1 % m/v, reticuladas com TPP com 30 dias de armazenamento.
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Figura 5.36: Grafico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de

quitosana a partir de solucao 1% m/m com papaina sorvida a partir de solu¢ao de papaina

obtidas a partir de solucdo de papaina 3% m/v, reticuladas com TPP com 30 dias de

armazenamento.
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Figura 5.37: Grafico de liberacdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de

quitosana obtidas a partir de solu¢do de quitosana 2% m/m com papaina sorvida a partir de

solugdo de papaina 3% m/v, reticuladas com TPP com 30 dias de armazenamento.
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Figura 5.38: Gréfico de liberagdo de papaina a partir de microparticulas liofilizadas de
quitosana obtidas a partir de solucdo de quitosana 1,5% m/m com papaina sorvida a partir

de solugdo de papaina 2% m/v, reticuladas com TPP com 30 dias de armazenamento.

Através da observacdo destes graficos pode-se concluir que a reticulagio com TPP
foi efetiva, mantendo um nivel de liberacdo constante e ndo alterando a atividade
enzimadtica da papaina com o tempo. Pode-se observar ainda que a liberacdo da papaina a
partir das microparticulas de TPP possui uma tendéncia linear.

Para todos os casos foram efetuados estudos de liberacdo de papaina com a troca do
sobrenadante (meio de liberacdo) e sem a troca de sobrenadante. E foi observado que em
ambas as situagdes ndo houve alteragdo na liberagdo da papaina, permanecendo constante
ao longo do tempo. Tal fator indica que as microparticulas de quitosana entram
rapidamente em equilibrio com o meio de liberacao, mantendo a liberacdo da papaina numa
taxa tal que se mantenha constante a sua concentracio no meio, ndo importando se a
liberacao é efetuada com ou sem a troca do sobrenadante.

O material tem uso promissor na drea de regeneracdo de tecido epitelial, curativo,
devido as caracteristicas bacteriostiticas da quitosana e também da papaina, mas
principalmente pelo fato da papaina ser liberada lentamente no meio de contato, o que nio

provocara problemas com super dosagens da enzima.
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5.8.3. Estudo de liberacao in vivo
5.8.3.1 Resultados macroscopicos para os testes de cicatrizacio 'in-vivo"

A andlise macroscdpica de cicatrizacdo do tecido epitelial dos Hamsters foi efetuada
através da avaliacdo do comportamento da cicatrizagdo do tecido, observando sua variagao
ao longo do tempo, por periodos iniciais de 24, 48 e 72 horas, em que geralmente ha
formacdo acentuada de edema e 7, 14, 21e 28 dias, em que a cada periodo de tempo, os
animais foram sacrificados e entdo retirado o tecido lesado no qual foi aplicado o curativo.
Esse procedimento foi efetuado com a finalidade de verificagdo do andamento do processo
de cicatrizacao.

A fase de preparacdo e colocagdo dos curativos (implantes) pode ser observada
através da Figura 5.39, que apresenta o inicio do processo de cicatriza¢do do tecido ferido.
Esta etapa da andlise apresenta os animais com o0S curativos pos-cirdrgicos que,
posteriormente, foram acompanhados para observacao do processo de cicatrizacdo ao longo

do tempo.

Figura 5.39: Fotografia do procedimento de aplica;;;?lo das nili_croparticulas de quitosana,
pura e modificadas com papaina e TPP, em lesdes provocadas intencionalmente no tecido
epitelial de Hamsters.

Foi observado que, apds o procedimento cirdrgico, ndo houve o aparecimento de

nenhum tipo de contaminag@o e também nenhum 6bito entre os Hamsters estudados.
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O processo cirurgico foi efetuado no dorso lombar dos Hamsters, tanto no lado
direito quanto no lado esquerdo, onde foram aplicados os curativos, provenientes de
microparticulas de quitosana pura e de microparticulas de quitosana reticuladas com TPP
e com papaina sorvida.

Através das andlises macroscOpicas, constatou-se que nas primeiras horas apds a
cirurgia, até 72 horas, houve uma pequena formacao de edemas nos ferimentos, o que faz
parte de um processo natural da cicatrizagdo, porém com auséncia de secre¢do, indicando
que nido houve nenhum tipo de processo infeccioso. Alguns outros fatores foram
observados ao longo do tempo na andlise macroscopica, tais como a coloracdo dos
ferimentos, odor, aspecto do ferimento, adesao do curativo no mesmo.

Foi observado que todos esses aspectos transcorreram de forma aceitivel sem
alteracdes que pudessem prejudicar o processo de cicatrizagdo dos ferimentos. O principal
fator observado foi que a velocidade de cicatrizacdo foi acentuada, pois com 28 dias pOs-
cirurgia houve o aparecimento de cicatrizacdo com crescimento de pélos.

Os experimentos in-vivo realizados apresentaram alguns resultados qualitativos

interessantes.

e Com 24 horas pés-cirurgia: durante as primeiras 24 horas apds a cirurgia e aplicacao
dos curativos a base de microparticulas de quitosana pura e de microparticulas de
quitosana com papaina sorvida e reticuladas com TPP, foi observado os seguintes
fatos:

* ndo houve o aparecimento de secrecao no leito do ferimento;

= Jeve presenca de edema, o que € natural no inicio do processo de cicatrizacdo de
ferimentos;

* a coloragdo dos ferimentos apresentou-se normal apds a aplicagdo de ambos
curativos;

= odor normal, devido ao sangramento (odor caracteristico das hemécias, processo
de coagulacao);

= 0s ferimentos apresentaram aspecto normal;

= os ferimentos nesta etapa inicial de cicatrizacdo apresentaram forte adesdo dos

curativos ao leito das feridas.
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e Os grupos de Hamsters sacrificados com 48 e 72 horas de experimento pds-cirirgico
apresentaram caracteristicas semelhantes ao grupo sacrificado com 24 horas pos-
cirurgia, quanto a secrecdo, coloracdo, presenca de edema, aspecto do ferimento em
processo de cicatrizagdo e adesdo do curativo ao leito da ferida. Entretanto, a partir das
48 horas ja foi percebida a auséncia de odor nos ferimentos, para ambos os curativos
aplicados, o que indicou que o leito dos ferimentos ja se apresentava sem sangramento.
Este fato também foi observado por Nogueira et al., 2003, os quais trataram ferimentos
em ratos com a utilizacdo de membranas de quitosana.

e 7°dia pos-cirurgia:

= A partir deste periodo, foi observada, nos Hamsters sacrificados, a auséncia total
de edemas nos ferimentos;

e 14° dia pos-cirurgia:

= Nos animais sacrificados com 14 dias de experimento, foi observado que
comegou a haver modificacdo na coloracdo dos ferimentos, que até entdo se
apresentavam com uma coloracdo vermelha, sendo que a partir deste periodo

passaram a apresentar coloracao rosa e aparecimento de tecido cicatrizado;

21° dia pés-cirurgia:
= Os animais sacrificados neste periodo ja apresentavam ferimentos com

cicatrizagao;

28° dia pOs-cirurgia:
= Com 28 dias de experimentos, os animais sacrificados apresentavam um
processo de cicatrizacdo completo, com os ferimentos, em ambos os lados do
dorso, fechado e com a presenca de pélos sobre as cicatrizes. Tal fator também
foi observado por Nogueira et al., 2003, onde os mesmo observaram que
ferimentos em ratos eram completamente cicatrizados com 30 dias de aplicagcdo

de membranas de quitosana como curativo.
Os resultados citados podem ser observados também na Tabela 5.3, onde os

mesmos sdo apresentados para ambos os lados do dorso dos animais, lado direito (D), que é

o controle negativo do experimento (grupo quitosana) e lado esquerdo (E) onde foi
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colocado o curativo de microparticulas de quitosana reticuladas com TPP e papaina
sorvida .

Tabela 5.4: Tabela de resposta da cicatrizagc@o das andlises de lesdes provocadas na pele de
Hamsters com o uso de curativos de microparticulas de quitosana e microparticulas de

quitosana reticuladas com TPP e papaina sorvida.

Periodo de 24 horas
Hamster Secrecio Cor Odor Aspecto Adesao Edema
D E D E D E D E D E D E
1 A A \'A% \'A% N N N N P A P P
2 A A \'A% \'A% N N N N P F P P
3 A A VE VE N N N N P P P P
4 A A R R N N N N P P P P
5 A A R R N N N N P P P P
6 A A R R N N N N P P P P
Periodo de 48 horas
Hamster Secrecao Cor Odor Aspecto Adesao Edema
D E D E D E D E D E D E
1 A A \'A% VE N N N N F F P P
2 A A R VE N N N N A P P P
3 A A VE R N N N N P A P P
4 A A VE R N N N N A F p P
5 A A vC \'A% N N N N P A P P
6 A A VC VE N N N N P P P P
Periodo de 72 horas
Hamster Secrecao Cor Odor Aspecto Adesao Edema
D E D E D E D E D E D E
1 A A \'A% \'A% N N N N P A P P
2 A A \'AY \'AY N N N N P F P P
3 A A VE VE N N N N P P P P
4 A A R R N N N N P P P P
5 A A R R N N N N P A A A
6 A A R R N N N N P P P P
Periodo de 7 dias
Hamster Secrecio Cor Odor Aspecto Adesao Edema
D E D E D E D E D E D E
1 A A \'A% \'A% N N N N P A A A
2 A A \'A% \'A% N N N N P F A A
3 A A VE VE N N N N P P A A
4 A A R R N N N N P P A A
5 A A R R N N N N P P A A
6 A A R R N N N N P P A A
Periodo de 14 dias
Hamster Secrecio Cor Odor Aspecto Adesao Edema
D E D E D E D E D E D E
1 A A \% \% N N N N - - A A
2 A A \ \ N N N N - - A A
3 A A \ \ N N N N - - A A
4 A A Pr VE N N C C - - A A
5 A A Pr VE N N C C - - A A
6 A A Pr Pr N N C C - - A A
Periodo de 21 dias
Hamster Secrecao Cor Odor Aspecto Adesao Edema
D E D E D E D E D E D E
1 A A R R N N C C - - A A
2 A A R R N N C C - - A A
3 A A R R N N C C - - A A
4 A A R R N N C C - - A A
5 A A R R N N C C - - A A
6 A A R R N N Cr C - - A A
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Periodo de 28 dias
Hamster Secrecao Cor Odor Aspecto Adesao Edema

D E D E D E D E D E D E
1 A A R R N N Cp Cp - - A A
2 A A R R N N CpP Cp - - A A
3 A A R R N N CpP Cp - - A A
4 A A R R N N Cp Cp - - A A
5 A A R R N N Cp Cp - - A A
6 A A R R N N CP CP - - A A

A codificac@o da Tabela 5.4 € representada por (A) ausente para secrec¢do, adesdo e
edema; (VV) vermelho vivo, (VE) vermelho escuro, (R) rosa, (Pr) preto, para a cor do
ferimento; (P) presente, para a presenca de edema e adesdo do curativo ao leito do
ferimento; (N) normal, para o odor e aspecto do ferimento durante o periodo de
cicatrizagdo; (C) formacao de cicatriz, (Cr) formacdo de crosta e (CP) formacao de cicatriz
com pélo, para o aspecto do ferimento durante o periodo de cicatriza¢do

O processo de cicatrizagdo foi avaliado também através de andlises térmicas dos
implantes de microparticulas em comparacao com o tecido animal e com o biopolimero nao

implantado.

5.8.3.2 Analises térmicas efetuadas nos tecidos dos Hamsters coletados poés-
cicatrizacao

Apos o processo de cicatrizagdo, os Hamsters foram sacrificados e os tecidos
cicatrizados foram coletados e liofilizados, com a finalidade de verificacdo da eficiéncia de
cicatrizacdo promovida pelos curativos produzidos com microparticulas quitosana com
papaina sorvida reticuladas com TPP e quitosana com papaina sorvida. Nas amostras foram

efetuadas anélises por TGA.

Em termogravimetria (TGA-DTG), a andlise da massa da amostra € realizada em
atmosfera controlada. Mede-se a massa da amostra em fun¢do da temperatura e/ou do
tempo; esta andlise pode ser usada para monitorar qualquer reacao que envolva fase de gas
como os processos de oxidagdo e/ou desidratacdo. Os estudos podem ser realizados a
temperaturas de até 1550° C. Este método € util para determinar e caracterizar o material e
suas propriedades térmicas, a sua pureza; o conteido, tipo e as interacdes da dgua nas
amostras; os conteidos de carbonetos e outros organicos em estudo das reacdes de

decomposicao (Skoog et al., 2002).
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5.8.3.3. Analises termogravimétricas (TGA)

A andlise do comportamento térmico por TGA dos biomateriais QT (quitosana
pura) e QP (quitosana 1,5% mais 2% de papaina e tripolifosfato de s6dio), apresentada na
Figura 5.40, mostrou uma similaridade de comportamento térmico entre as duas amostras.
Apenas nos estdgios iniciais da andlise térmica pode-se perceber uma diferenca de
hidrofilicidade ou de contetdo de 4gua de constituicdo nas amostras, com 14,48% de dgua
para QT e 11,42% para QP (todas as amostras foram liofilizadas). Esta composi¢do do
material em dgua € consistente com o fato da mudanca na quantidade de sitios para a
interacdo da dgua na quitosana pura (QT) e quitosana mais tripolifosfato e papaina -
proteina (QP). Pode-se também perceber que a estabilidade térmica dos materiais € de até
166,38°C (QT) e de 152°C (QP); as perdas totais (decomposicao do material sem dgua) para
QT sa@o de 40,01% e de 58,70% para QP e os residuos de 44,88% de cinzas, incluindo
carbono e minerais, para QT e de 29,66% para QP.

— a7
100 — apP

Weight (%)
Deriv. Weight (%/min)

20

0 T T T
0 300 &00 900

Temperature {"C) Universal W4.10 TA Instruments.

Figura 5.40: Termograma relacionando tecidos de Hamsters cicatrizados com curativos

-5

provenientes de microparticulas de quitosana pura (QT) e microparticulas de quitosana

1,5% com papaina 2% sorvida reticuladas com TPP (QP).
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5.8.3.4. Analise por TGA de TA (tecido animal), QT (controle positivo); QT 14 dias e
QT 28 dias (implantadas nos animais — implantes in vivo)

O comportamento térmico das amostras por TGA do tecido do animal (TA) e dos
biomateriais QT (quitosana pura); QT 14 dias e QT 28 dias dos implantes in vivo
(Controle), apresentado na Figura 5.41, mostrou diferencas de comportamento térmico e de
conteddos. Nos estdgios iniciais da andlise térmica percebem-se diferencas significativas
nos contetdos de dgua (hidrofilicidade) das amostras do tecido, do polimero e de polimero
mais tecido produzido pelo organismo animal, apos 14 e 28 dias pds-implante, (todas as
amostras foram liofilizadas) com 2,57% de dgua para TA, 14,48% para QT; 1,69% para QT
14 dias e 4,03% para QT 28 dias. Estas variacdes na composicao de dgua das amostras
sugerem diferencgas da reten¢do de dgua no material, pela variacdo do tipo de sitio utilizado
para a retencao e de intensidade das ligacdes utilizadas na sor¢do da dgua, pois as amostras
foram liofilizadas da mesma maneira e no mesmo lote. Pode-se também perceber que a
estabilidade térmica dos materiais € de até 166,36°C (TA), 166,38°C (QT); 144°C para QT
14 dias e de 165,12 °C para QT 28 dias; as perdas totais (decomposicdo do material sem
agua) sdo de 90,88% para TA, 40,01% para QT; de 95,35% para QT 14 dias e 87,99% para
QT 28 dias e os residuos de 6,45% de cinzas, incluindo carbono e minerais para TA,
44,88% para QT; 2,95% para QT 14 dias e de 7,98% para QT 28 dias. Estes resultados
sugerem que o material é praticamente absorvido pelo organismo animal em torno de 14
dias e que, a partir dai, hd uma formagdo de tecido com acumulo de minerais nos tecidos
formados, ou seja, a cicatrizacdo estd praticamente completada em torno de 28 dias. Pode-
se ainda concluir que a estabilidade das amostras diminui em QT 14 dias e aumenta a partir
de QT 28 dias; que as desidratacdes sdo conseqiiéncia da saida de 4gua residual das
amostras e também das desidratacdes que ocorrem pela saida dos grupos hidroxila (-OH)
do carboidrato e dos tecidos formados no processo de cicatrizagdo, nao se exclui também a

possibilidade da saida de outros materiais volateis.
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1004 Pele natural

QT 14 DIAS

28 DIAS
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Figura 5.41: Termograma relacionando tecidos de Hamsters cicatrizados com curativos
provenientes de microparticulas de quitosana, onde pode ser observado: pele natural,
quitosana pura (QT), quitosana pura implantada com 14 dias (QT 14 dias) e quitosana pura

implantada com 28 dias (QT 28 dias).

Pode-se observar através da Figura 5.41 que o comportamento térmico do material
implantado é muito préximo do comportamento térmico da pele natural de Hamster, sendo
que para o polimero na forma de microparticulas ndo implantadas o comportamento
térmico € muito diferente, o que vem corroborar afirmando que o material implantado apds
14 dias j4 comeca a ser absorvido pelo tecido vivo, tornando-se parte deste. Tal
comportamento € melhor observado pelas microparticulas implantadas a partir de 28 dias,
pois, neste caso, as mesmas possuem comportamento térmico muito semelhante a pele

natural de Hamsters.
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5.8.3.5. Analise por TGA de Tecido animal (TA); QT (controle positivo); QP 14 dias e

QP 28 dias (implantadas nos animais - implantes in vivo)

O comportamento térmico das amostras por TGA do tecido animal (TA), dos
biomateriais QP (quitosana mais papaina e tripolifosfato de s6dio); QP 14 dias e QP 28 dias
dos implantes in vivo, apresentado na Figura 5.42, mostrou também diferengas
significativas de comportamento térmico. Nos estigios iniciais da andlise térmica
percebem-se diferencas significativas nos conteudos de dgua (hidrofilicidade) das amostras
do tecido, do biopolimero e das amostras de tecido de cicatrizagcao (todas as amostras foram
liofilizadas nos mesmos lotes) com 11,42% de 4gua para QP; 1,69% para QP 14 dias
praticamente sem umidade e QP 28 dias 2,90% de agua. Estas variacdes na composi¢do de
dgua das amostras sugerem diferencas da retencdo de dgua pelo tecido de cicatrizagdo
retirado dos animais, indicando que o tipo de tecido e célula e dos sitios utilizados para a
retencdo da dgua sdo diferentes, além da capacidade de intera¢do da dgua e da intensidade
dessa interacdo com o tecido resultante da cicatrizagdo. Pode-se também perceber que a
estabilidade térmica desses materiais € muito diferente, com 152°C (QP); 208°C para QP 14
dias e 173,95°C para QP 28 dias; as perdas totais (decomposi¢do do material isento de d4gua
em atmosfera de nitrogénio) para QP sdo de 58,70%; de 98,56% para QP 14 dias e de
90,47% para QP 28 dias. Os residuos da decomposicdo das amostras em atmosfera de
nitrogénio mostram um contetdo de 29,66% para QP; 0,8% para QP 14 dias e de 6,59% de
residuos para QP 28 dias em relacdo a cinzas (minerais) e carbono. Estes resultados
mostram que o material implantado € praticamente absorvido pelo organismo animal em
torno de 14 dias e que a partir desse periodo de tempo ha formacao de tecido com acumulo
crescente de material celular e de minerais nos tecidos formados, ou seja, a cicatrizac¢ao esta
também completada em torno de 28 dias. Os resultados das andlises térmicas também
mostram que variacdo na estabilidade térmica das amostras teciduais, com a maior
estabilidade do material sendo alcancada em torno dos 14 dias de cicatrizagdo para o
implante de QP e a partir dai, a formacdo de tecidos faz com que a estabilidade das
amostras diminua continuamente, mostrando que hd uma correlacio entre o contetido
mineral e a estabilidade térmica das amostras de tecido coletadas em tempos diferentes.
Pode-se resumidamente dizer que ha aumento gradativo da estabilidade térmica até 14 dias

e a partir dai ocorre um decréscimo, mas ainda superior comparando o material implantado
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in vivo com as microparticulas nao implantadas. No caso do residuo de final de
decomposicdo pode-se dizer que num primeiro momento o residuo mineral e conteido de

carbono diminuem na ocorréncia do processo de cicatriza¢cdo com o passar do tempo.

1004 - Pele natwal - 35
- (=]

2P 14 DIAS

P 28 DIAS

Weight (%)
Deanv, Weight (%/min}

300 B0 200

Temperature (*C) Universal V4.1D TA Instruments

Figura 5.42: Termograma relacionando tecidos de Hamsters cicatrizados com curativos
provenientes de microparticulas de quitosana, onde pode ser observado: pele natural,
quitosana 1,5% com 2% de papaina sorvida reticulada com TPP (QP), 1,5% com 2% de
papaina sorvida reticulada com TPP, implantada com 14 dias (QP 14 dias) e 1,5% com 2%

de papaina sorvida reticulada com TPP, implantada com 28 dias (QP 28 dias).

Observando-se a Figura 5.42, pode-se constatar que o comportamento térmico das
microparticulas implantadas (QP), com 28 dias, aproximaram-se do comportamento
térmico da pele natural de Hamster, o que nao aconteceu com o comportamento térmico das
microparticulas de quitosana com papaina sorvida reticuladas com TPP ndo implantadas
(QP). Este fator vem corroborar na afirmacdo de que com 28 dias ja se tem um processo de

cicatrizagdo completo, conforme foi observado para as amostras de QT, quitosana pura.
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CAPITULO 6

6. DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho objetivou a obtencdo e caracterizacdo de microparticulas de
quitosana com papaina sorvida e com papaina imobilizada com tripolifosfato de sddio para

0 uso como biomaterial, na drea de reparo tecidual (tecido epitelial).

6.1. PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS

A otimizagdo do processo de preparacdo das microparticulas de quitosana
fundamentou-se, principalmente, na forma como se iria incorporar a papaina as
microparticulas. Existem inimeros métodos de preparacao de microparticulas, porém deve-
se sempre levar em consideragdo alguns fatores que podem interferir na eficiéncia do
método escolhido, tais como: tamanho de particula, estabilidade térmica, estabilidade do

produto final e toxicidade associada com o produto (Agnihotri, 2004).

6.2. MODIFICACOES QUIMICAS DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA

As microparticulas de quitosana passaram por modificacdes quimicas e enzimadticas,
para sor¢do da papaina, que € uma enzima proteolitica e possui inimeras aplicagdes,
incluindo a inddstria farmacéutica.

A papaina € usada como "debridante" quimico e agente amaciante de carne, em
contato direto com a pele pode causar irritagdo, mas em concentragdes baixas, em torno de
2 a 4% ndo causa danos nos tecidos, apenas age com agente bacteriostético e acelerador de
regeneracdo de tecidos lesados. Entretanto, como possui capacidade de despolimerizar a
quitosana eficientemente, a papaina deve ser preferencialmente imobilizada na matriz de
quitosana (Muzzarelli ef al., 1994).

Alguns estudos foram efetuados com papaina e outras enzimas, tais como pepsina,
com a finalidade de se diminuir a massa molecular da quitosana para ser aplicada como
biomaterial na area médica (Muzzarelli et al., 2002; Liu et al., 2001). Porém em nenhum

destes estudos efetuou-se a utilizagdo de papaina sorvida em microparticulas de quitosana
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com propdsitos farmacéuticos aproveitando as caracteristicas antimicrobianas,
antiinflamatoérias e de cicatrizagdo da quitosana e da papaina. Sendo utilizada a papaina
diretamente em solu¢do de quitosana para promover despolimerizacdo da mesma,
diminuindo assim sua massa molecular.

Liu et al., 2001, afirmam que a quitosana parcialmente despolimerizada apresenta
maior atividade antibacteriana em relacio a quitosana de alta massa molecular.

Segundo Kumar et al., 2004, devido a capacidade que a papaina possui de
despolimerizar a quitosana, muitas vezes € interessante que se trabalhe com a papaina
imobilizada na matriz de quitosana para garantir melhor estabilidade e atividade
enzimadtica.

No presente trabalho ndo foi observado nenhum tipo de alteracdo da atividade
enzimatica da papaina em funcdo da matriz de quitosana. Mesmo quando utilizada apenas
sorvida as microparticulas de quitosana, a papaina manteve sua atividade enzimdtica
constante.

Quando foi feita a comparagdo entre as duas formas de microparticulas de
quitosana, o fator mais significativo foi o tempo de armazenamento das microparticulas,
pois foi observado que para as microparticulas ndo reticuladas, esse tempo de
armazenamento foi relativamente curto, nao mantendo a estabilidade das microparticulas de
quitosana com papaina sorvida devido ao aparecimento de crescimento de fungos num
periodo de 30 dias. Este fato ndo aconteceu com as microparticulas reticuladas com TPP,
pois estas se mantiveram conservadas por um periodo de no minimo 4 meses, mantendo
estdvel a atividade enzimdtica da papaina nesse periodo de tempo. Tal comportamento
levou-nos a priorizar a utilizacdo do TPP na tentativa de imobilizacdo da papaina nas
microparticulas de quitosana, pois se deduziu, a partir dos resultados obtidos, que a papaina
sorvida nas microparticulas de quitosana nao reticulada estava causando algum tipo de
modifica¢do na estrutura quimica da mesma, ocasionando diminui¢do da estabilidade das
microparticulas durante o armazenamento.

Virios autores comentam as vantagens e desvantagens do tipo de reticulacdo que o
glutaraldeido e o TPP promovem e afirmam que a utilizagdo do TPP como agente
reticulante € mais vantajosa em relacdo ao uso do glutaraldeido, devido a baixa toxicidade

do TPP.
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Conforme Ko et al. (2002), o tempo de reticulacdo das microparticulas de quitosana
com TPP pode interferir no comportamento de liberagdo do farmaco encapsulado nas
mesmas. Os respectivos autores observaram que existia um decréscimo na taxa de liberacao
do farmaco com o aumento no tempo de reticulacio de 15 para 60 minutos, ou seja, quanto
maior o tempo de reticulagdo menor a taxa de liberagao.

No presente trabalho, esse fato nao foi observado, pois ndo se avaliou o tempo de
reticulagdo, neste caso o tempo foi fixado em 120 minutos e a reticulagio com TPP foi
comparada com o tempo de reticulacdo utilizado para o glutaraldeido, o qual foi utilizado
como padrdo de comparacdo, pois ja se tinha bem definido o tempo necessdrio para
reticular microparticulas de quitosana em solucdo de glutaraldeido. Porém, no decorrer do
tempo poOde-se constatar que a reticulagdo com TPP estava atingindo o objetivo desejado,
que era o de servir como suporte para imobilizacio da papaina nas microparticulas de
quitosana, mantendo assim sua atividade enzimatica.

Segundo Aydin et al., 1996, as interacdes promovidas pelo TPP podem aumentar a
eficiéncia de liberacdo do composto ativo, por tempo prolongado. Este fator foi observado
no presente trabalho, pois a reticulagdo com TPP manteve constante a atividade enzimatica

da papaina por longo periodo de tempo.

6.3. METODOS DE SECAGEM DAS MICROPARTICUAS

Existem diversos métodos de obtencdo de microparticulas, bem como métodos de
secagem diversificados. A secagem da microparticula € um pré-requisito para sua
estabilidade. A quantidade de &4gua residual pode ser prejudicial para o shelf life das
microparticulas produzidas, as quais, se ndo forem bem acondicionadas podem desenvolver
fungos entre outros tipos de contaminacao.

Dos dois métodos de secagem apresentados no presente trabalho somente a
liofilizagdo realmente mostrou-se eficiente para a preparacdo das microparticulas de
quitosana com papaina, devido ao fato de manter intactas as caracteristicas do material, nao
apresentando dificuldades operacionais durante o processo.

O processo de spray-drying niao se adequou ao tipo de microparticula requerida,
pelo fato do material ficar exposto a altas temperaturas durante o periodo de secagem e

devido a aglomeracdo do mesmo dentro da camara de secagem, o que ocasionou perdas
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excessivas de produto. Além do fato que as altas temperaturas podem provocar degradagcao

enzimatica.

6.4. MORFOLOGIA E CRISTALINIDADE DAS MICROPARTICULAS

A morfologia das microparticulas € um parametro importante para o mecanismo de
liberacao controlada, ou seja, a forma como as particulas apresentam a sua porosidade, a
distribuicao de tamanhos de particulas, cristalinidade e etc.

Pode-se observar que a morfologia das microparticulas foi modificada
primeiramente pelo processo de secagem, que como foi observado na literatura, afeta
diretamente a organizagdo da estrutura cristalina dos materiais, podendo aumentar ou
diminuir a distincia interplanar das cadeias poliméricas. Tal fato foi observado por
(Malgorzata et al., 2003). Essa alteracdo de distancia interplanar entre cadeias do polimero
vai afetar diretamente a cristalinidade do material, e assim sendo vai afetar também a forma
de liberacdo de drogas no mesmo, pois vai afetar a difusividade do material.

A reticulagdo modificou a cristalinidade das microparticulas, isso podde ser
observado pelas anélises de difragdo de raios-x. A quitosana natural, utilizada como matéria
prima, apresentou cristalinidade conforme dados observados na literatura. Para a quitosana
reticulada com TPP e com glutaraldeido e com papaina sorvida, foi observado que houve
realmente uma alteracdo na cristalinidade das microparticulas. Este fato foi observado
também por Kumar et al., 2004, para quitosana despolimerizada com papaina, ele observou
que a quitosana despolimerizada com papaina sofreu alteragdes na sua cristalinidade em
relacdo a quitosana nativa utilizada pelo mesmo. Observou-se ainda que o método de
secagem foi um fator importante para a cristalinidade das microparticulas, pois foram
encontradas diferencas na cristalinidade de microparticulas de quitosana secas por spray-
drying e por liofilizacdo. Segundo Malgorzata et al., 2003, estudos demonstram que o
processo de secagem utilizado afeta a cristalinidade dos polimeros, fator principalmente
observado na distancia interplanar dos polimeros, conforme foi observado no presente
trabalho.

A caracterizagdo por FTIR-ATR nos mostrou que a reticulacdio com TPP foi
eficiente, fato observado através do aparecimento de determinadas bandas de absorcdo em

comprimentos de onda caracteristicos de grupos P=0, conforme apresentado na literatura.
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Pelo que foi observado, a concentragdo da solugdo de quitosana utilizada para a
obtencao das microparticulas foi um fator importante para a distribuicdo granulométrica das
microparticulas, pois ocorreram variagdes considerdveis na distribui¢do granulométrica das
microparticulas, observando-se um comportamento bimodal na curva de distribui¢do

granulométrica para as microparticulas de quitosana com menor concentracao.

6.5. ESTUDO DA APLICACAO DAS MICROPARTICULAS DE QUITOSANA

O estudo da aplicacdo das microparticulas de quitosana modificadas com papaina e
TPP como biomaterial é muito importante, pois a quitosana exibe uma variedade muito
grande de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas resultando entre elas em uma vasta
aplicacdo biomédica, devido as propriedades bioativas da quitosana (Senel, 2004).

Na literatura ndo foi encontrado trabalho aplicando papaina imobilizada em
microparticulas de quitosana com o objetivo de uso como agente cicatrizante, sendo a
papaina mais utilizada em géis de quitosana com a finalidade de produzir quitosana
despolimerizada, de baixa massa molecular .

A avaliagdo da cinética de liberacdo de papaina a partir das microparticulas de
quitosana demonstrou que as mesmas apresentaram homogeneidade no comportamento de
liberagdo de papaina. Pode-se observar, também, que a atividade enzimdtica da papaina nio
foi modificada drasticamente com o tempo de armazenamento. Este fato indicou que a
papaina foi imobilizada de forma eficiente nas microparticulas de quitosana reticuladas
com TPP.

O objetivo principal que se queria atingir era o de imobilizar a papaina de forma que
fossem mantidas a atividade enzimética da papaina e as propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas das microparticulas de quitosana o mais inalteradas possivel. Este objetivo foi
atingido pelo acompanhamento dos testes de liberacio da papaina a partir das
microparticulas de quitosana em tempos diferentes de armazenamento, onde foi
demonstrado que apds periodo de 6 meses de armazenamento, as microparticulas de
quitosana reticuladas com TPP ainda mantinham estdvel a atividade enzimatica da papaina.

Conforme observado pela andlise dos resultados, estes se apresentaram de forma

esperada, mostrando que o material em estudo tem aplicacdo promissora como biomaterial,
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devido as suas propriedades hemostdticas, antiinflamatoéria, bactericida, fungicida e

principalmente de cicatrizacao de tecidos epiteliais.

Os testes in-vivo efetuados com as microparticulas demonstraram que sdo muito
grandes as possibilidades de utilizacdo das mesmas como biomaterial, devido aos
resultados satisfatérios obtidos durante os experimentos de cicatriza¢do de ferimentos pds-
cirirgicos realizados em Hamsters, onde foi observado que a cicatrizacdo dos ferimentos
ocorreu de forma adequada, nao sendo notado nenhum tipo de quadro inflamatério durante
o periodo de testes, em ambos os métodos ndo houve o aparecimento de edemas e secrecoes
em grande escala que pudesse conduzir a um processo infeccioso, facilitando o processo de

cicatrizagdo.

Outros trabalhos encontrados na literatura demonstraram a existéncia do uso de
polissacarideos no controle de infec¢des em ferimento provocados em animais, tal como €
apresentada na pesquisa feita por Coelho et al., 2001, e comprovaram que a utilizacdo de

tais substancias sdo capazes de facilitar o processo de cicatrizagao.

A utiliza¢do de andlises térmicas como recurso para verificacdo da eficiéncia de
cicatrizagdo dos tecidos lesados, demonstrou que houve pequena diferenca na fase inicial
de cicatrizacdo dos mesmos pela utilizagdo de quitosana pura e de quitosana com papaina
sorvida e reticulada com TPP. Porém, foi observado que, para ambos os casos, quando
comparados com a pele natural de Hamsters, o comportamento térmico foi semelhante,
principalmente para o complexo formado por tecidos mais microparticulas implantadas
com 28 dias, tanto para as microparticulas de quitosana pura (QT), quanto para as
microparticulas modificadas (QP), onde foi evidenciada a cicatrizacdo completa. Tal fato
foi observado através do comportamento térmico dos implantes, o mesmo nao foi
observado para as microparticulas ndo implantadas, tanto para as microparticulas de
quitosana pura (QT), quanto para as microparticulas modificadas (QP), pois estas
apresentaram comportamento térmico bem diferente dos implantes e da pele natural, o que
vem demonstrar que o material implantado como curativo pode estar desempenhando muito

bem o papel de agente cicatrizante, ou indutor de cicatriza¢ido. Fato esperado, devido as
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propriedades hemostaticas, bacteriostaticas e cicatrizantes da quitosana e também devido a

capacidade antiinflamatdria da papaina.
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CAPITULO 7

7. CONCLUSOES

Deste trabalho concluiu-se que:

As microparticulas de quitosana produzidas apresentaram uso potencial como
biomaterial, apresentando um perfil adequado de liberacdo controlada de
papaina;

Testes efetuados em hamsters apresentaram resultados de tecidos cicatrizados,
com formagdo de tecido cicatrizado com caracteristicas préximas do tecido
original, apresentando inclusive crescimento de pé€los, o que indicou a auséncia
de queldides no processo de formacao do tecido epitelial;

O objetivo de cicatrizagdo de tecidos epiteliais foi devidamente atingido com a
utilizacdo das microparticulas de quitosana como curativo. Através dos testes de
cicatrizacdo in-vivo e andlises térmicas do material coletado apds o sacrificio
dos animais em tempos diferentes, pode-se observar que nao houve processo
infeccioso nem contaminacdo no ferimento de nenhum animal, constatando-se
ainda que a velocidade no processo de cicatrizagdo foi diferente para as
microparticulas de quitosana pura e para as microparticulas de quitosana
modificada, onde se percebeu que a quitosana pura foi absorvida pelo organismo
do animal com maior velocidade, ocorrendo cicatrizacdo mais rapidamente;
entretanto o desempenho da utilizacdo das microparticulas de quitosana pura
(QT) foi semelhante ao das microparticulas de quitosana com papaina sorvida e
reticuladas com TPP (QP). Porém esse fato nido descarta a utilizagdo das
microparticulas de quitosana com papaina sorvida e reticuladas com TPP, pois
estas ainda possuem um uso potencial em tecidos necrosados, que tenham
sofrido injurias por queimaduras. E mesmo no caso de ferimentos onde existe
tecido vivo, ndo foi observado prejuizo pelo uso destas microparticulas

modificadas.
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O método de secagem que se mostrou mais adequado para se utilizar no
processo de preparacdo de microparticulas de quitosana com papaina sorvida foi
a liofilizacdo, pelo fato de manter as caracteristicas do material processado
intactas, ndo acarretando desnaturagdo enzimatica da papaina.

A utilizacdo de agentes reticulantes, como o TPP, mostrou-se interessante para o
presente sistema, pelo fato do mesmo manter as caracteristicas de liberagdo de
papaina sorvida nas microparticulas de quitosana por um tempo prolongado
(bom shelf life), e por ndo possuir toxicidade, comparacdes feitas entre o TPP e
glutaraldeido comprovaram que ambos apresentaram eficiéncia na libera¢do de
farmacos, onde se pode concluir que o TPP € mais uma alternativa vidvel para

reticulagdo e liberagdo controlada de farmacos a partir de matrizes de quitosana.

7.1. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como propostas para continuagdo deste trabalho sugerem-se os seguintes passos:

Verificagdo de um modelo matemético para explicar melhor o comportamento
de liberagdo a partir das microparticulas de quitosana reticuladas com TPP.
Avaliagao da utilizagdo das microparticulas de quitosana com papaina sorvida e
reticuladas com TPP para cicatrizacio de ferimentos provenientes de
queimaduras.

Estudo detalhado da técnica de TGA para consolidar a eficdcia desta técnica na
avaliacdo dos resultados de testes de cicatrizacdo in-vivo comparando com
andlises histoldgicas para confirmar os resultados da cicatrizagdo de tecidos dos

hamsters obtidos através das analises térmicas.
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