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RESUMO

O corpo humano é recoberto por aproximadamente 2 m? de pele e, lesées cutaneas, além
de causarem danos fisicos, mecanicos e térmicos, podem também afetar as fungdes
fisioldgicas de outros tecidos. As membranas desenvolvidas para o tratamento de lesdes
podem ser constituidas por varios tipos de polimeros, sendo a quitosana um dos mais
estudados. Polissacarideos negativamente carregados como alginato, pectina, carragena
e xantana sdo capazes de formar complexos polieletrolitos (PEC) com a quitosana. Uma
das técnicas de preparagdo de membranas contendo simultaneamente quitosana e
polianion envolve a produgdo de coacervados das matérias-primas. Membranas de
quitosana e alginato foram ja detalhadamente estudadas para uso em lesdes de pele.
Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de metodologia
escalonavel de preparacdao de membranas de quitosana-xantana (em substituicao ao
alginato), estudando-se o efeito do uso de diferentes vazdes e relagbes massicas durante
a preparagao do PEC e da reticulacdo térmica nas propriedades das membranas obtidas.
Outros polianions foram também testados, mas a xantana apresentou as caracteristicas
mais adequadas. As membranas de quitosana-xantana foram caracterizadas quanto a
morfologia, a espessura, a capacidade de drenagem de agua, a resisténcia mecénica, a
capacidade maxima de absorgao de diferentes solugées aquosas e a sua perda de massa
quando nelas estocadas. Membranas capazes de absorver até 40 g de H,O, 12 g de
solugdo salina, 5 g de fluido corpéreo simulado e 5 g de soro sanguineo por grama de
amostra foram obtidas, com perda de massa maxima nas mesmas solu¢cdes de até
12%. Capacidade de drenagem de agua de até 6 Kg/m.dia e resisténcia a tracdo de até
5,5 MPa foram verificadas. Dentre as membranas de quitosana-xantana obtidas, as
preparadas a partir de solugdes de quitosana e xantana de mesma concentragao (0,25%)
misturadas a uma vazao de 300 mL/h mostraram-se as mais promissoras para serem
utilizadas em lesbes de pele. A reticulagdo térmica das membranas ndo ocasionou

diferenca significativa nas caracteristicas mecénicas.

Palavras-chave: quitosana, xantana, membranas, terapia de lesdes.
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ABSTRACT

The human body is covered by approximately 2 m? of skin and, skin lesions, in addition to
causing physical, mechanical and thermal damage, may also affect the physiological
functions of other tissues. The membranes developed to treat lesions can be constituted
by several types of polymers, being chitosan one of the most studied. Negatively charged
polysaccharides such as alginate, pectin, carrageenan and xanthan are capable to form
polyelectrolytes complexes (PEC) with chitosan. Techniques used for the preparation of
membranes containing simultaneously chitosan and polyanion involves the production of
coacervates from the raw materials. Chitosan-alginate membranes have been studied in
detail for the use in skin lesions. In this context, this work aimed the development of a up
scalable methodology to prepare chitosan-xanthan membranes, in which xanthan replaces
alginate. The effects of using different flow rates and mass ratios during the PEC
preparation and of the use of thermal crosslinking on membrane properties was evaluated.
Other polyanions were also tested, but xanthan presented the most adequate
characteristics. The chitosan-xanthan membranes were characterized regarding to
morphology, thickness, water drainage ability, tensile strength and strain at break,
maximum uptake capacity of different aqueous solutions and percentage of mass loss
when stored in the same media. Membranes capable of absorbing up to 40 g of H,O, 12 g
of saline solution, 5 g of simulated body fluid and 5 g of blood serum per gram of sample
were obtained, with maximum mass loss in the same solutions equal to 12%. Water
drainage ability up to 6 Kg/m?®.day and tensile strength up to 5,5 MPa were observed. The
chitosan-xanthan membranes obtained from colutions of the same concentrations of
chitosan and xanthan (0.25%) mixed at a flow rate of 300 mL/h presented the most
promising characteristics to be used as dressings for skin lesions. The thermal cross-
linking did not cause significant difference in their mechanical characteristics.

Keywords: chitosan, xanthan, membranes, lesion terapy.
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1. INTRODUCAO

Considerado o maior érgdo do corpo humano, a pele também é caracterizada
como um mecanismo de defesa, impedindo a entrada de agentes infecciosos, regulando a
temperatura corpérea, a entrada e saida de eletrélitos, além de armazenar uma grande
qguantidade de terminacdes nervosas. Assim, qualquer lesao a esse 6rgao pode ocasionar
apreciavel desequilibrio fisiolégico, além de representar uma porta de entrada para
organismos patogénicos e oportunistas.

Os danos a pele podem ser classificados como lesées sem perda de tecido (em
cirurgia), e com perda de tecido. Nessa segunda classificacdo estdo incluidas
queimaduras e lesbes causadas por trauma, abrasdao ou eventos secundarios em
doengas cronicas, como Ulceras diabéticas ou lesdes de pressao, e locais como fontes de
enxertos de pele. As lesdes também podem ser classificadas pelas camadas envolvidas.
As superficiais envolvem sé a epiderme, lesbes de profundidade parciais envolvem
comumente epiderme e derme, e de alta profundidade envolvem a gordura subcutanea ou
tecido mais interno. Embora haja restauracdo continua do tecido depois de um dano,
infecgbes, perda de fluidos e outras complicagbes aumentam o tempo de recuperagéo,
representando um desafio clinico a ser superado (Paul e Sharma, 2004).

Dependendo da extensdo da lesao, como por exemplo, em queimaduras de
segundo e terceiro grau, uma intervengdo cirargica pode ser necessaria. Varias
tecnologias estao ja disponiveis para acelerar a regeneracdo da pele lesada ou fornecer
substitutos temporarios para a recomposicao da lesdo. O uso de curativos na area
danificada, assim como o implante de células, ou ainda uma combinagdo de ambas as
técnicas, vém sendo estudados para melhorar a cicatrizacdo das lesdes. Varios destes
dispositivos desenvolvidos estéo incluidos na categoria de biomateriais (Hench, 1998).

Um biomaterial pode ser definido como qualquer material ndo viavel empregado
em dispositivos médicos que interagem com sistemas bioldgicos (Williams, 1987). Tal
conceito vem sendo expandido nos ultimos anos, por exemplo, com relagdo ao tipo de
interacdo com sistemas biol6gicos, compreendendo materiais capazes ndo somente de
tratar distarbios em um érgdo ou em uma dada funcdo do corpo, mas também de
estimular ou substituir qualquer tecido (incluindo, portanto, materiais bioativos). Além
disso, tal dispositivo deve apresentar caracteristicas adequadas quanto a porosidade,
resisténcia a tensdo, flexibilidade e elasticidade, além de ser biocompativel, sendo
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desejavel em alguns casos que o material seja também biodegradavel e bioabsorvivel
(Chow e Khor, 2000).

Com relagdo a queimaduras, por exemplo, de acordo com Pankhurst e
Pochkhanawala (2002), um curativo ideal deve: proteger a lesdo de danos fisicos e de
microrganismos; ser confortavel e duravel; nao ser tdxico, aderente e irritante; permitir
trocas gasosas e manter umidade adequada na ferida; ser compativel com agentes
terapéuticos topicos, além de permitir atividade maxima da cicatrizacdo sem retardar ou
inibir qualquer estagio do processo. Entretanto, para selecionar o tipo de curativo a ser
usado, diversos fatores devem ser levados em conta, tais como o grau da queimadura
(que determina a quantidade de exsudato produzido), local e a extensdao da mesma, o
custo do curativo, além da prépria habilidade do profissional da saude e do paciente em

lidar com o curativo.

A utilizacado de curativos pode acelerar o processo de cicatrizacédo e, se estes
nao fossem tao dispendiosos, os gastos hospitalares poderiam ser, inclusive, reduzidos.
Portanto, um dos grandes desafios nessa area consiste em buscar matérias-primas de
baixo custo, de facil acesso e que resultem em biomateriais com caracteristicas
adequadas para a fungcdo a que se destinam (Dallan, 2005). Dentro desse contexto,
diversos estudos tém explorado o potencial da quitina e seus derivados, principalmente a
quitosana, na area de Engenharia de Tecidos (Muzzarelli et al., 1988; Hayashi, 1994;
Madihally e Mathew, 1999; Yosof et al., 2001; Mi et al., 2001; Khor e Lim, 2003; Dallan,
2005; Adekogbe e Ghanem, 2005).

A quitina € um dos polissacarideos mais abundantes encontrado na natureza.
Esse material fibroso pode ser encontrado no exoesqueleto de crustaceos e insetos, nas
paredes celulares dos fungos e planctons. Comercialmente, a quitina € obtida de fontes
como carapagas de caranguejos e camardes, sendo considerada como residuo da
industria da pesca. Pela desacetilacao alcalina da quitina é possivel se obter a quitosana
que, por ser soluvel em &cidos fracos, € mais acessivel para modificagcdes e reacdes
quimicas. Tanto a quitina quanto a quitosana tém demonstrado serem Uuteis como
materiais para curativos e veiculo de drogas, aumentando as possibilidades de serem
utilizadas na Engenharia de Tecidos (Khor e Lim, 2003; Freier et al., 2005).

Além disso, a quitosana é conhecidamente um agente antimicrobiano que atua
sobre fungos, bactérias e apresenta até mesmo atividade antiviral (Rabea et al., 2003),
podendo ser utilizada em formulagcdes farmacéuticas para aplicagoes tdpicas em
ferimentos, queimaduras e/ou vesiculas oriundas de agressbes causadas por



3

microrganismos. No tratamento de feridas ou queimaduras, diversos estudos
demonstraram a eficiéncia da quitina e da quitosana para acelerar a cicatrizagao
(Alemdaroglu et al., 2006; Clasen et al., 2006; Craveiro e Craveiro, 2000; Niekraszewicz,
2005; Wittaya-areekul e Prahsarn, 2006). Outra estratégia também muito utilizada é a
inclusdo de agentes antimicrobianos nos curativos a base de quitina e quitosana (Lee et
al., 2000, Mi et al,, 2001, Mi et al, 2002), que apresentam eficiéncia em absorver o
exsudato do ferimento e impedir contaminagdes por bactérias comumente encontradas

em regides lesadas.

Devido as caracteristicas econ6micas do Brasil, a busca por curativos
temporarios compostos de matérias-primas acessiveis é de grande relevancia, pois
possibilitaria ampliar sua utilizacdo nos tratamentos de lesées de pele. E, certamente,
seu uso resultaria na contribuicdo para o aumento da qualidade de vida dos pacientes,
pois possibilitaria a regeneracdo dos tecidos lesados mais rapida e eficientemente,
reduzindo o periodo de internagéo hospitalar.

Neste contexto, a utilizagdo de membranas compostas de quitosana e alginato
como curativos vem sendo estudada por varios grupos de pesquisa. O alginato se mostra
promissor por ser um polissacarideo natural extraido de algas, comumente utilizado nas
indGstrias  farmacéutica e alimenticia. E um biomaterial relativamente inerte,
biocompativel, biodegradavel e forma um gel de elevada porosidade, com boas
propriedades mucoadesivas, possibilitando sua aplicagdo na produgdo de varios
dispositivos biomédicos (Qin, 2004).

Como alternativa para a substituicdo do alginato tem-se a xantana, um
heteropolissacarideo obtido por fermentacdo da bactéria Xanthomonas campestris,
utilizada em industrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos. E um polimero
atoxico, estavel em amplas faixas de pH e temperatura, capaz de formar gel na presenca
de quitosana, muito elastico e com alta resisténcia de ruptura (Martinez-Ruvalcaba et al,.
2007). Na industria de alimentos, a xantana vem substituindo gradativamente
polissacarideos obtidos de fontes convencionais, como plantas. A preferéncia por
biopolimeros microbianos se deve as suas propriedades funcionais, somadas as
vantagens de sua producao ser independente de condi¢des climaticas (Garcia-Ochoa et
al., 2000; Kim e Yoo, 2006).

Frente a isto, € de relevancia a avaliagdo do potencial de utilizagdo de
membranas constituidas por quitosana e polidnions como a xantana, a pectina e a

carragena em substituicdo ao alginato, como dispositivos para a terapia de lesdes de
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pele. Para tanto, o desenvolvimento de metodologia reprodutivel e escalonavel de
preparacao das mesmas também se mostra de grande importancia, uma vez que a
literatura consultada aponta que membranas preparadas pela complexagao de quitosana
e outros polimeros sao tradicionalmente obtidas de maneira artesanal, utilizando muitas
vezes, a mistura manual dos mesmos, com posterior centrifugacdo e ressuspensédo dos
coacervados formados (Wang et al, 2002 e 2001; Yan et al., 2000), dificultando a
preparacdo em larga escala. Rodrigues (2008) estabeleceu condigdes experimentais de
preparacao passiveis de escalonamento que conduzem a membranas de quitosana-
alginato com caracteristicas reprodutiveis e adequadas para a aplicagdo como curativos.
A metodologia desenvolvida foi utilizada como base para a realizagdo dos estudos aqui
propostos.

O desenvolvimento deste trabalho dara, portanto, continuidade aos estudos da
equipe nesta area, que vem avaliando processos de otimizacdo de composicao de
membranas de quitosana e alginato contendo ou nao plastificante, além de farmacos,
para emprego na area de curativos para queimaduras.

1.1.Objetivos

O presente estudo teve por objetivo contribuir para os trabalhos realizados no
ramo de obtencdo de membranas a serem utilizadas em cicatrizacao de lesdes de pele,
tendo-se por meta a obtencdo de membranas constituidas por quitosana associada a
polidnions, principalmente a xantana, em substituicdo ao alginato. Para isto, propés-se:

e A producdo de membranas de quitosana, xantana, pectina e carragena
coacervadas através de metodologia passivel de escalonamento.

e A determinagcdo das condicdes experimentais importantes no processo de
obtencdo das membranas de quitosana e xantana;

e A avaliagdo dos efeitos da reticulagao térmica nas caracteristicas de membranas
de quitosana e xantana;

e A caracterizagdao das membranas quanto a morfologia, a espessura, a capacidade
de drenagem de agua, a resisténcia mecanica, a capacidade maxima de absorgao
de diferentes solugdes aquosas e a sua perda de massa quando nelas estocadas;
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e A comparagado das caracteristicas das membranas obtidas neste trabalho com a
de membranas de quitosana contendo alginato preparadas por procedimentos ja
estabelecidos pelo grupo de pesquisa.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estrutura da pele e lesdes dérmicas

A pele é constituida por duas camadas histologicamente distintas: epiderme e
derme. A epiderme é constituida por um tecido epitelial do tipo estratificado pavimentoso
queratinizado, onde as células se multiplicam na camada basal e migram no curso de sua
diferenciagdo para as camadas superiores. Nestas camadas, elas acumulam filamentos
de queratina, morrem e passam a ser consideradas “escamas” dessa proteina, formando
uma camada morta e acelular, a camada coérnea. Essa regido € renovada a cada seis
semanas. A derme por sua vez, € composta por um tecido conjuntivo de natureza frouxa
préximo ao epitélio e denso em sua por¢cao mais profunda. No tecido conjuntivo da derme
existe uma gama de fibras colagenas e elasticas, além de glicosaminoglicanos e
proteoglicanos. Separando a derme da epiderme existe uma lamina basal composta
sobretudo de colageno tipo IV, laminina e proteoglicanos ricos em sulfato de heparan
(Junqueira e Carneiro, 2004).

As numerosas e variadas funcdes da pele dependem da manutengdo de sua
integridade. Quando ocorre uma lesdo, uma sequéncia de eventos se inicia, com o
objetivo de promover sua rapida regeneracao, sendo que o processo de cicatrizacao de
feridas depende, até mesmo, dentre outros fatores, do tamanho e da gravidade da lesdo
(Van de Graaff, 2003).

2.1.1. Tratamento de lesées de pele

Varios fatores afetam a cicatrizacdo de feridas de pele, tais como: causa da
lesdo, estado nutricional do paciente, nivel de manutencao da funcao das areas afetadas,
cuidados especificos com a éarea lesada, doengas associadas (diabetes mellitus e
insuficiéncia vascular), além da atitude positiva e cooperagdo do paciente. Dependendo
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do tipo de lesdo, redugdo do edema, prevengado de infeccdo da ferida e analgesia
adequada também contribuem para a recuperacao do paciente. O tratamento da ferida
deve, além promover a cicatrizacdo, nao permitir maior perda de tecido, prevenir
infeccdes, promover 6timas condigdes caso cirurgia seja necessaria, além de ser 0 mais

indolor possivel e ser aceitavel para a necessidade do paciente.

No caso de queimaduras, por exemplo, o tratamento depende do tipo de lesao.
Inicialmente, a limpeza da ferida deve ser realizada. Muitos autores, como Pankhurst e
Pochkhanawala (2002), mencionam a utilizacdo do tratamento por banhos aos pacientes,
que pode ser feito em unidades especiais ou com esponjas impregnadas com anti-
sépticos. No entanto, as desvantagens da hidroterapia incluem o risco de auto-
contaminacdo e desbalanco eletrolitico (Konop, 1991), além da perda de calor e sodio
pelo paciente, em adicdo a dor e ansiedade associada com a exposi¢cao prolongada a
agua (Carrougher, 1998). Alguns métodos para tornar esse procedimento menos
inadequado incluem a utilizagdo de agua a temperatura ambiente, assepsia rapida e
utilizagao prévia de analgésicos. O debridamento da ferida deve ser efetuado quando
partes de tecido necrosado estao presentes, principalmente em queimaduras de terceiro e
segundo graus. Existem diferentes mecanismos utilizados para esse procedimento, entre
eles o autolitico, no qual a utilizagdo de curativos umidos como hidrogéis ou hidrocoléides
pode facilitar o debridamento; o cirurgico; o enzimatico, tais como os que requerem
fibrinolisinas; o mecéanico, com a utilizagdo de fricgdo, realizada com gaze ou esponja
Umidas, podendo danificar o novo epitélio; além do biolégico, com a utilizagao da larva de
Lucilia sericata. Normalmente, o debridamento cirurgico é feito quase que imediatamente
apds o atendimento do paciente, uma vez que apds 7 al0 dias, o processo inflamatério
encontra-se no apice, com o fluxo sanguineo em seu maior nivel, sendo maior o risco de
hemorragias em procedimentos cirargicos (Williams, 2002). Apds o procedimento
cirurgico, faz-se necessario o recobrimento da &area danificada. Tal recobrimento tem as
funcbes de manter a umidade do local, a temperatura corpérea do paciente e diminuir as
chances de contaminacéao do local afetado.

Uma alternativa é a substituicdo do tecido lesado por pele transplantada, visto
que o tecido ideal para o recobrimento dérmico € a pele autdloga (do préprio paciente).
Porém, esse método pode nao ser o mais adequado em funcéo da eventual falta de um
ponto de coleta de pele a ser enxertada ou a morbidade que a retirada desse tecido pode
causar. Assim, como a pele de origem alégena (obtida de cadaveres), apresenta muitas
das caracteristicas mencionadas acima, é considerada para a substituicdo de pele
quando um tecido autélogo nado esta disponivel. Entretanto, o transplante de pele de
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origem heter6gena (de outro doador) é muito mais complexo do que transplantes de
orgaos internos. Como a pele representa a interface do organismo com o ambiente
externo, células que nela vivem sao especializadas na resposta imunologica e, portanto,
promovem a rejeicdo de tecidos heterdlogos. Assim, a pele alégena constitui-se em um
substrato de recobrimento apenas temporario, sendo rejeitada apdés uma a duas
semanas. Além disso, esse método traz o risco de infeccao por virus com os da hepatite
ou a AIDS para o individuo receptor (Phillips, 1993).

Abordagens nas quais o transplante autélogo é efetuado e dispositivos para
acelerar a recuperagao da regido doadora sdao empregados sdao também de grande
interesse na terapia integrada de pacientes com queimaduras extensas que requeiram
transplantes de grande quantidade de pele. O recobrimento da area doadora pode ser
feito por curativos que vao desempenhar o papel de estimuladores do processo de
cicatrizacao, protetores contra possiveis infeccbes oportunistas, dreno do exsudato do
ferimento, permitindo a realizacdo de trocas gasosas com o ambiente. Os curativos

comumente empregados nestes casos sao trocados diariamente.

Em algumas situacdes, é de interesse que o curativo possa ser absorvido pelo
organismo durante a recuperacao do tecido, evitando, portanto, sua retirada ou troca e,
possivelmente, danos ao tecido recuperado, ainda sensivel. Para ser considerado como
um biomaterial de uso temporario, um curativo deve ser degradado concomitantemente a
regeneragdo de uma lesdo de pele, o que pode ocorrer no periodo de um més
aproximadamente (Rodrigues, 2008).

2.2. Caracteristicas dos biopolimeros constituintes de biomateriais e de
dispositivos de liberacao controlada

A Engenharia de Tecidos enfoca a reparacao e regeneragao de lesdes, utilizando
polimeros como sistemas de suporte que servem para apoiar, reforcar e em alguns casos,
organizar a regeneragéo tecidual (Madihally e Matthew, 1999). Recentemente, alguns dos
principais esfor¢cos na biologia molecular tém sido aplicados para a compreensado da
cicatrizacdo de feridas, e no desenvolvimento de processos regenerativos. A principal
consideragdo no desenvolvimento de uma estratégia para promover reparagdo e
regeneragao tecidual é identificar as possiveis fontes de células doadoras e os
mecanismos envolvidos no processo (Metcalfe e Ferguson, 2007).



Biopolimeros sao frequentemente empregados no desenvolvimento de
avancgadas terapias de lesdes de pele, tanto agudas como crénicas, sendo um dos
grandes desafios nesta area a produgcdo de biomateriais que apresentem formas e
arranjos internos pré-definidos, e contenham ou nao poros, dependendo da fungao
desejada, contribuindo assim, para direcionar o crescimento tecidual (Metcalfe e
Ferguson, 2007).

Dentre os polimeros de origem biol6gica biocompativeis considerados de
relevancia na constituicdo de biomateriais e de outros dispositivos Uteis nas areas
médicas, farmacéuticas e odontoldgicas, incluindo também sistemas para a liberacao de
farmacos e materiais com aplicagdes na area de alimentos, destacam-se a quitosana, o

alginato, a xantana, a pectina e a carragena, que sao abordados a seguir.

2.2.1.Quitosana

A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina, um dos mais abundantes
materiais organicos naturais, sendo superado apenas pela celulose na quantidade
produzida anualmente por biossintese. Trata-se de um importante componente do
exoesqueleto de animais, especialmente em crustaceos, moluscos e insetos. E também o
principal polimero fibrilar constituinte da parede celular de alguns fungos (Khor e Lim,
2003). A Figura 2.1 apresenta as estruturas da quitina e da quitosana.

(@)
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Figura 2.1: Estruturas da (a) quitina e (b) quitosana (baseada em Kumar, 2000).
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A quitosana é obtida pela desacetilagcao alcalina da quitina e é constituida pela
seqléncia linear de carboidratos monoméricos B-(1-4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-
acetilglicosamina) (Wittaya-areekul e Prahsarn, 2006). O grau de acetilagdo, uma das
importantes caracteristicas variaveis deste material, refere-se a proporcao de unidades de
N-acetil-D-glucosamina em relagdo ao numero total de monémeros. O nome quitosana €
aplicado as cadeias que apresentam grau de desacetilacdo maior que 50%. A quitosana
possui, geralmente, grau de desacetilagdo (G.D.) entre 70 a 95%, com massa molar de
10* a 10° g.mol™. O grau de desacetilagdo é um parametro estrutural que influencia
propriedades fisico-quimicas como a massa molar, o alongamento e a tensdo na ruptura
(Chatelet et al., 2001). A Tabela 2.1 apresenta as principais aplicacdes da quitosana e da

quitina em diversas areas.

Tabela 2.1: Principais aplica¢des da quitina e da quitosana (Dallan, 2005).

Area Industrial Area de Saude e Nutricdo

Purificagao de agua residual de industrias
Estabilizante de gorduras em alimentos
Estabilizantes de aromas

Meios de troca idbnica

Aditivos de cosméticos e xampus
Adsorventes na remocao de metais pesados

Protecao contra o ataque bacteriano de

sementes
Estabilizantes de frutas e verduras pereciveis

Agentes para imobilizagdo de microrganismos

Agentes absorvedores de gorduras
Reducao do colesterol LDL
Auxiliares do colesterol HDL
Regeneragéo de pele

Antiacido

Auxiliar no controle na pressao arterial
Regenerador de estrutura 6ssea

Redugéo do nivel de &cido urico
Auxiliar na perda de peso
Bactericida/antiviral

Inibidor da formagéao de placa dentaria
Auxiliar na absorgao de calcio

Membranas artificiais
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Devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade e atoxidade, a
quitosana tem sido muito estudada em diversas aplicagbes na area de biomateriais
(Kumar, 2000; Niekraszewicz, 2005). Este composto possui também propriedades
bacteriostaticas e fungistaticas, capacidade de ativacdo de macrofagos, estimulagao de
migracao e proliferacao celular, além de promover orientacdo para a reorganizagdo da
histo-arquitetura celular (Paul e Sharma, 2004; Clasen et al., 2006)

A quitosana é soluvel em acidos organicos e inorganicos diluidos, formando uma
solucdo de polieletrdlito viscosa. Suas solugdes sao propensas a formar fibras, filmes e
revestimentos, e possuem boa miscibilidade com outros polimeros, formando complexos
e quelatos. A presenca de grupos ativos, principalmente aminas, na molécula da
quitosana permite que esta seja modificada quimicamente para diferentes aplicacoes
(Niekraszewicz, 2005).

Em decorréncia de suas propriedades, a quitosana pode ser utilizada de diversas
formas, como gel, membranas, esponjas e em solugdo. Suas aplicagbes médicas
englobam lentes de contato, capsulas, sistemas de liberagdo controlada de farmacos e
curativos (Niekraszewicz, 2005; Berger et al., 2004a; Berger et al., 2004b).

Em diversos casos relatados na literatura enfocando testes clinicos feitos em
condi¢cdes normais feitos com o intuito de avaliar biomateriais constituidos de quitosana
nao foram relatadas reagbes inflamatérias ou alérgicas ap6s o implante, a injecédo, a
aplicagao topica ou a ingestdo por humanos (Muzzarelli, 1995). A quitosana é também um
polimero bioativo, agindo como agente hemostatico com propriedades antitrombogénicas
(Hoeskstra et al., 1998). Este composto também estimula o sistema imune do hospedeiro
contra infecgdes virais e bacterianas (Rabea et al., 2003), além de possuir propriedades
curativas de feridas e favorecer a regeneracédo de tecidos moles (Muzzarelli, 1993) e
duros (Muzzarelli et al., 1994, Hidaka et al., 1999).

Membranas assimétricas de quitosana sdo capazes de apresentar excelente
permeabilidade ao oxigénio, controlar a perda de agua por evaporagdo € promover a
drenagem de exsudato das lesdes (Mi et al. 2001). Na forma de membranas densas, a
quitosana mostrou ter influéncia em todos os estagios de cicatrizagdo tecidual em
experimentos com modelos animais, afetando varios mecanismos, como coagulagéao,
inflamacao, sintese e deposicdo de matriz celular, angiogénese, fibroplasia, epitelizacao,
contragdo e remodelagem (Alemdaroglu et al., 2006; Niekraszewicz, 2005). Além disso,
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lesdes tratadas com quitina e quitosana em varios animais apresentaram diminui¢cdo no

tempo de tratamento, com formag&o minima de cicatrizes (Paul e Sharma, 2004).

Dallan (2005) realizou um estudo sobre membranas densas de quitosana para uso
potencial no tratamento de queimaduras, bem como a substituicdo de parte da quitosana
por quitina e/ou glicerol e a influéncia da técnica de esterilizagdo nas caracteristicas das
membranas produzidas. A utilizagdo de quitina e glicerol permite a obtengdo de
membranas com capacidade de absor¢ao de liquidos e propriedades mecanicas inferiores
as observadas para as membranas formadas exclusivamente por quitosana, reduzindo
também a cristalinidade do material. Nenhuma das composi¢cées produzidas mostrou-se
favoravel a adesao de células Vero em suas superficies. As células Vero, isoladas do rim
de macaco-verde africano, consistem em fibroblastos aderentes e sdo comumente
utilizadas na analise de citotoxicidade de biomateriais projetados para cicatrizacdo ou
reconstituicao de tecidos lesados (Moraes et al.,, 2008). A utilizacdo de 6xido de etileno
mostrou-se como a técnica de esterilizagdo mais apropriada em termos de manutencao
das caracteristicas iniciais dos biomateriais. Os resultados obtidos indicaram que a
maioria das composi¢cdes apresentou caracteristicas adequadas para utilizagcdo como
curativos temporarios ndo biodegradaveis, sendo as membranas compostas somente por
quitosana aquelas que mostraram os resultados mais promissores de uso para esta
finalidade.

Membranas densas constituidas unicamente de quitosana apresentam algumas
desvantagens quando utilizadas em lesdes Umidas, devido a permeabilidade insuficiente
ao exsudato e ao oxigénio e a baixa flexibilidade no estado seco, o que causa dificuldades
na aplicagcao (Clasen et al., 2006). Devido a estes fatos, a associagdo da quitosana com
outros polimeros, como o alginato, a xantana, a pectina e a carragena, € de grande
interesse na area biomédica. Dumitriu e Chornet (1998) descrevem a formacao de
membranas de quitosana complexada com alginato, carboximetilquitina, heparina e
poli(acido acrilico).

Martinez-Ruvalcaba et al. (2007) relatam a preparagdo de produtos contendo
quitosana e diversos polianions naturais como carboximetilcelulose, alginato, sulfato de
dextrana, heparina, carboximetildextrana, carragena, pectina, colageno e xantana. Neste
estudo, os autores avaliaram as propriedades viscoeldsticas do hidrogel quitosana-
xantana, verificando que a concentragdo dos polimeros e o meio de dispersdo tem
influéncia na formagéo do hidrogel.
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2.2.2.Alginato

Os alginatos sao polissacarideos naturais lineares que, na presenga de cations
multivalentes, tém a capacidade de formar géis. Sdo compostos por duas diferentes
unidades repetitivas, (1,4)-a-L-guluronato (unidade G) e (1,4)-B-D-manuronato (unidade
M), conforme apresentado na Figura 2.2, em variadas propor¢des e arranjos seqlenciais.
Sao utilizados tradicionalmente como agentes gelificantes e espessantes, sendo
amplamente aplicados na industria alimenticia, farmacéutica, téxtil, cosmética, no setor
agricola e na industria de quimica fina. Os alginatos comerciais podem ser extraidos de
diversos tipos de algas, mas algas da espécie Macrocystis pyrifera sdo tidas como as
principais produtoras de alginato, podendo ser encontradas em véarias zonas temperadas
do oceano Pacifico e no sul da Califérnia (Hou et al., 2006; Qin, 2004).

As propriedades gelificantes deste composto resultam da ligagdo cooperativa de
cations divalentes com os blocos homopoliméricos dos residuos do guluronato, os blocos
G. Dentre os cétions divalentes utilizados, destacam-se 0 magnésio, o célcio, o estroncio
e 0 bario, sendo mais comumente empregado o calcio. Os ions Ca** localizam-se nas
cavidades eletronegativas, e as interagdes idnicas entre os blocos de guluronato e os ions
Ca™ causam a formagao de um gel termoestavel resistente (Rodrigues, 2004).

Figura 2.2: Férmula estrutural do alginato. G representa os copolimeros lineares de o-L-

guluronato e M, os copolimeros de a-D-manuronato.

A capacidade de gelificacdo dos alginatos auxilia na remocado dos curativos
preparados a partir deste composto, por ndo aderirem ao leito da leséao, diminuindo a dor
e o trauma associados as trocas de curativo. A utilizacdo de curativos contendo alginato
em pacientes queimados pode promover reducao significativa da dor pelo bloqueio das
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terminais nervosos e acelerar o processo de cicatrizagdo dos sitios doadores de pele para
enxerto (Paul e Sharma, 2004).

Por volta da década de 80, as fibras de alginato comegaram a ser amplamente
utilizadas na produgao de curativos, por este composto ser nao-téxico e seguro para ser
utilizado na superficie de feridas e em suas cavidades. Também quando o alginato de
célcio insoluvel é colocado em contato com feridas com exsudato, parte dos ions calcio
sao trocados pelos ions sodio dos fluidos corpéreos, podendo estes ions calcio atuar
como agentes hemostaticos. Além disso, a lenta conversao do alginato de calcio em
alginato de sédio promove intensa absorcdo do exsudato da lesdo, auxiliando na
manutencao da umidade do leito da ferida. Por fim, por ser um polimero natural, o alginato

€ uma fonte renovavel, com ilimitado estoque na natureza (Qin, 2006).

2.2.3.Xantana

A xantana é um heteropolissacarideo obtido por fermentacdo da bactéria
Xanthomonas campestris, possuindo massa molar em torno de 2 x 10° Da, podendo
chegar a 50 x 10° Da (Rosalam e England, 2006). Sua estrutura primaria consiste em
unidades que se repetem de um pentassacarideo formado por duas moléculas de glicose,
duas de manose e uma de acido glicurdnico, além de grupos piruvato e acetil. Sua cadeia
principal consiste em unidades de [(3-D-glicose com ligagcées nas posi¢cdes 1 e 4, como
mostra a Figura 2.3 (Garcia-Ochoa et al., 2000).

HO OH CH,OH .0
0
OH
CH,OH ™0
b 1l n
CH,COOCH, o 0
HO
OH
: 0
Oﬂ‘f/” L 0 Coo 0
—C
e OH ]
0\ OH OH
OH

Figura 2.3: Estrutura da xantana (Garcia-Ochoa et al., 2000).
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A xantana é um produto atéxico que nao promove sensibilizacdo e nao causa
irritacdo na pele e nos olhos, tendo sido aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) dos EUA em 1969 como aditivo em alimentos (Garcia-Ochoa et al., 2000). No
Brasil, a adicdo de xantana em alimentos é permitida desde 1965, pelo Decreto Lei n®
55.871 da Legislacdo Brasileira de Alimentos (Lima et al., 2001). E permitido o uso como
espessante na composicdo de medicamentos, mas ndao ha ainda legislacdo sobre a

utilizacao da xantana para uso interno (implantes).

Suas aplicagcbes sao diversas, principalmente como espessante em industrias
farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos, em funcdo de sua capacidade de
estabilizacdo de emulsdes, estabilidade térmica, compatibilidade com ingredientes
alimenticios e propriedades reolégicas pseudoplasticas (Garcia-Ochoa et al., 2000; Kim e
Yoo, 2006).

Dentre as propriedades da xantana, destaca-se a sua elevada viscosidade em
baixas concentracdes (0,05-1%) devido a sua estrutura ramificada e sua alta massa
molar, bem como estabilidade em ampla faixa de temperatura e pH (Mesomo, 2007;
Garcia-Ochoa, et al., 2000).

As solugbes de xantana apresentam comportamento pseudoplastico, ou seja, a
viscosidade diminui com o aumento da deformacao do fluido. A viscosidade das solucdes
praticamente ndo se altera na faixa de temperatura entre 4° e 93°C, em pH variando de 1
a 13 e com forgas ibnicas equivalentes a concentragdes de cloreto de sédio em agua
entre 0,05% e 1%. Ha compatibilidade plena com uma grande diversidade de insumos
usados industrialmente, como metais, acidos, sais, agentes redutores, outros
texturizantes, solventes, enzimas, surfactantes e conservantes (Lima et al., 2001). Estas

caracteristicas em conjunto a tornam muito versatil.

AlteracGes nas condi¢cdes de fermentacdo utilizadas para obtencado da xantana
podem influenciar sua massa molar, o que resulta em certa dificuldade na manutencéao de
uniformidade na produgédo deste polissacarideo. Porém, a xantana vem substituindo
gradativamente os polissacarideos obtidos de fontes convencionais (como plantas) na
industria de alimentos. A preferéncia por biopolimeros microbianos se deve a similaridade
de suas propriedades funcionais em relacdo a compostos equivalentes, somada as
vantagens de sua producdo ser independente de condicdes climaticas (Garcia-Ochoa et
al., 2000).
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Ha relatos na literatura sobre o uso de xantana na produgao de dispositivos para
a liberagdo controlada de farmacos (Andreopoulos e Tarantili, 2001; Vendruscolo et al.,
2005). Andreopoulos e Tarantili (2001) descreveram o estudo de liberagao controlada de
acido salicilico utilizando matrizes preparadas com xantana e este farmaco em
proporgoes de 1, 2 e 5%. Estas matrizes foram expostas a agua destilada a 37°C e a
liberacdo do medicamento ocorreu dentro das primeiras 10 horas apds a imerséo, sendo
independente da concentragdo inicial de acido salicilico na matriz de xantana.

Vendruscolo et al. (2005) descreveram a preparacao de comprimidos utilizando-
se somente xantana e também a este composto associado a galactomana extraida de
sementes de Mimosa scrabella como matrizes para liberacdo controlada de teofilina. A
liberacdao do farmaco in vitro foi avaliada por 8 horas em solucao tampao a 37°C e 100
rom. Foi observada uma diminuicdo na liberagdo da teofilina com o aumento da
concentracdo dos polimeros, sendo que todas as formulagbes contendo 25% ou mais de
xantana demonstraram excessiva retencao do farmaco, enquanto que aquelas contendo a
mistura xantana-galactomana a 8% de xantana apresentaram o perfil de dissolu¢ao mais

adequado, liberando cerca de 90% do farmaco em 8 h.

Nao ha dados na literatura sobre o uso de membranas compostas de xantana,
isolada ou complexada a outros polimeros, para uso como curativos, tornando a proposta
deste trabalho inédita e pertinente.

2.2.4.Pectina

A pectina é um polissacarideo extraido da parede celular de algumas plantas e do
albedo de frutas citricas. E composta de segmentos galacturénicos metilados separados
por residuos de ramnose, conforme indicado na Figura 2.4, sendo usualmente
classificada quanto ao grau de esterificagdo como de baixa esterificagdo quando menor
que 50% e como de alta esterificacao quando maior que 50% (Hiorth et al., 2005; Ghaffari
et al.,, 2007).

A capacidade de formagédo de gel depende do grau de esterificacdo. Pectinas
muito esterificadas formam gel na presenca de, por exemplo, agucar como co-soluto, e
esta gelificacdo ocorre, provavelmente, por pontes de hidrogénio e interacbes
hidrofébicas. Pectinas com baixa esterificacao formam gel na presenca de ions divalentes
como o0 calcio, que sao capazes de formar pontes entre dois grupos carboxilicos
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pertencentes a cadeias diferentes de pectina proximas fisicamente (Hiorth et al., 2005;
Chang e Lin, 2000).

Figura 2.4: (a) Segmento repetitivo na molécula de pectina e grupos funcionais carboxila
(b); éster (c); amida (d) na cadeia de pectina (Sriamornsak, 2003).

Na industria farmacéutica, a complexagéo de pectina e calcio foi ja investigada em
varias formulagdes diferentes para administracdo de medicamentos destinados ao célon.
Esta combinagéo tem sido relatada na literatura para comprimidos revestidos, esferas de
hidrogel e filmes de recobrimento para cobertura de les6es de pele, este ultimo ja
disponivel comercialmente (Hiorth et al., 2005; Ghaffari et al., 2007).

2.2.5.Carragena

Carragenas séo polissacarideos de alta massa molar extraidos de alguns tipos
de algas vermelhas, sendo formados por poligalactanos, que sédo polimeros sulfatados de
moléculas de D-galactose e 3,6-anidro-D-galactose. Em funcéo do conteudo e distribuicao
dos grupos de ésteres sulfatados, as carragenas podem ser classificadas em iota, kappa
e lambda. A carragena atua como emulsificante, gelificante, estabilizante e possui a
capacidade de manter particulas em suspensédo. O uso de carragenas é indicado para
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formulacdo de medicacdes e em diversos produtos alimenticios de baixo teor cal6rico
(Granada et al., 2005; Pedroso e Demiate, 2008). A Figura 2.5 ilustra a férmula estrutural

dos tipos diferentes de carragena.

e
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Figura 2.5: Férmulas estruturais de kappa (A), iota (B) e lambda (C) carragenas
(Shchipunov, 2003).

O uso de carragena em materiais biocompativeis vem sendo estudado devido a
sua capacidade de gelificacao, estabilidade em variados solventes e atoxicidade. Sem e
Avci (2005) relatam a obtencao de um hidrogel composto de k-carragena e poli(/N-vinil-2-
pirrolidona) por radiagdo para uso no tratamento de lesdes de pele. Os autores
verificaram que o hidrogel formado pdde absorver o fluido de forma eficaz, apresentando
elevada elasticidade, além de ser agradavel ao toque e indolor durante a remogao. O
material também apresentou boa resisténcia mecénica e transparéncia, permitindo a

observacao do processo de cicatrizagao.
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2.3.Formacao de hidrogéis e complexos polieletrélitos contendo quitosana

Conforme ja mencionado, varios polimeros estdo sendo estudados para a
obtencdo de hidrogéis com aplicacdo nas areas de farmacia, medicina e biotecnologia,
particularmente para o tratamento de feridas e como membranas, matrizes (ou outros
dispositivos) para a liberagdo controlada de farmacos. Essas aplicacoes séo factiveis
devido as caracteristicas apresentadas por estes compostos, como capacidade de
intumescimento, permeabilidade a solutos e adequado desempenho in vivo (Khurma et
al., 2006).

O termo hidrogel tem diferentes definicdes e diversos métodos de classificacao
sdo encontrados na literatura, dependendo da natureza e da estrutura do sistema.
Basicamente, os hidrogéis sao redes tridimensionais de polimeros que intumescem em
meio aquoso e retém uma grande quantidade de agua em sua estrutura sem se dissolver
(Horn, 2008). Um dos métodos de classificacdo fundamenta-se nos tipos de redes
formadas: redes entrelagadas, redes covalentemente ligadas e redes formadas por
interacdes secundarias, que inclui todos os casos intermediarios (Berger et al., 2004a).
Sua maior desvantagem, com relacdo a resisténcia mecénica, pode ser superada pela
reticulagdo das cadeias poliméricas, promovendo reforco em sua estrutura (Lee et al.,
1999).

A quitosana, em fungdo de apresentar seus grupos amino carregados
positivamente em pH inferior a 6,5, tem a capacidade de interagir com materiais
negativamente carregados, como enzimas, células, polissacarideos, acidos nucléicos,
entre outros (Argin-Soysal et al., 2009). Os hidrogéis de quitosana sao classificados como
quimicos e fisicos. Os quimicos sdo formados por ligagdes covalentes irreversiveis, e o0s
hidrogéis fisicos sao formados por varios tipos de ligagcdes reversiveis, como as
interagdes ibnicas nos hidrogéis ligados ionicamente e nos complexos polieletrolitos
(PECs) formados com moléculas aninicas de alta massa molar. Devido a natureza das
interacdes serem as mesmas nos hidrogéis ligados ionicamente e nos PECs, ndo ha uma
divisdo precisa entre tais estruturas. Assim, consideram-se hidrogéis ligados ionicamente
aqueles nos quais a quitosana se liga a um ion, e como PECs, quando a quitosana
interage com outros polimeros (Berger et al., 2004a; Rodrigues, 2008).

Os PECs sao, entao, formados pela interagao de polimeros com cargas opostas
ligados, principalmente, por forgas eletrostaticas e pontes de hidrogénio, mas também por
interacoes hidrofdbicas, forcas de van der Waals, ou pela combinagéo destas. A formagéao
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destes complexos pode afetar fortemente algumas das propriedades dos polimeros
isolados, como solubilidade, reologia, condutividade elétrica, propriedades mecanicas e
permeabilidade, além de modificar a turbidez das solugdes (Lee et al., 1999).

A formacgéo dos PECs pode variar conforme as condigées de reagao, como pH,
forga ibnica, concentragdes dos compostos envolvidos, relagdes massicas e temperatura,
modificando sua estrutura final (Dumitriu e Chornet, 1998),. Durante a complexacgao, os
polieletrolitos podem formar coacervados ou formar um hidrogel mais ou menos
compacto. Contudo, se as interagcdes ibnicas forem muito fortes, pode ocorrer
precipitacao, dificultando ou mesmo impedindo a formacao de hidrogéis (Berger et al.,
2004b).

Uma grande variedade de polimeros capazes de formar hidrogéis e PECs tem
sido apontada como possiveis candidatos para recobrimento de tecidos lesados ou para
utilizacdo em diversas aplicacbes biomédicas, estando os hidrogéis de quitosana e
polidnions diversos dentre os mais estudados para a preparagdo de membranas para fins
terapéuticos (Rodrigues, 2008; Paul e Sharma, 2004; Mao et al., 2003; Mi et al., 2003;
Wang et al., 2002; Wang et al., 2001; Mi et al., 2001; Yan et al., 2000; Muzzarelli et al.,
1988).

2.3.1.Membranas de quitosana-alginato

Uma das técnicas de preparacdo de membranas contendo simultaneamente
quitosana e alginato foi proposta por Yan et al. (2000) e adaptada por Wang. et al. (2001,
2002). Tal metodologia fundamenta-se na produgédo controlada de coacervados das
matérias-primas e em sua lavagem, moldagem e secagem ap06s suspensdo em solucao
aquosa de cloreto de célcio. Rodrigues (2008) adaptou adicionalmente esta técnica,
estabelecendo condi¢des de processo enfocando concentracées dos polimeros, taxa de
agitacao, taxa de adicdo da solucdao de quitosana na solugcado de alginato, método de
desaeracgao, secagem e esterilizacdo. Com estes condigdes estabelecidas, foi possivel a
producdo de membranas quitosana-alginato homogéneas e flexiveis, garantindo
reprodutibilidade e possibilitando o escalonamento do processo. A Tabela 2.2 resume as
principais propriedades das membranas compostas por quitosana e alginato produzidas
por Rodrigues (2008).
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Os PECs formados por quitosana e alginato sao geralmente redes
biocompativeis que exibem caracteristicas de intumescimento particulares. A rede
polimérica pode ser caracterizada como um micro ambiente hidrofilico com alta

quantidade de agua e alta densidade de cargas elétricas (Rodrigues, 2008).

Tabela 2.2: Principais propriedades das membranas de quitosana-alginato produzidas por
Rodrigues (2008).

Valores médios +

Propriedade desvio padrao
Espessura (um) 77,86 £ 17,76
Capacidade max. de absor¢éao de agua (g/g) 19,19 £ 0,61
Capacidade max. de absorgao de solugao salina 0,9% (g/g) 10,59 + 1,54
Capacidade max. de absorgao de fluido corpéreo simulado (g/g) 4,88 + 1,85
Capacidade max. de absorgao de soro fetal bovino (g/g) 5,37 £ 0,37
Perda de massa em agua (%) 20,70 + 3,63
Perda de massa em solucéao salina 0,9% (%) 3,27 £ 0,49
Perda de massa em fluido corpéreo simulado(%) 2,40+ 1,33
Perda de massa em soro fetal bovino (%) 2,96 + 2,34
Capacidade de drenagem (g/mZ.dia) 13.559 £ 1.119
Resisténcia a tracao (MPa) 27,70 + 2,87
Alongamento na ruptura (%) 8,42 £ 2,82
Permeabilidade ao vapor d’agua (g/m2dia) 2.556 a 2.832
Permeacao a bactérias (P. aeruginosa e S. aureus) nula

A formacao destes complexos ocorre devido a natureza catibnica da quitosana
em solucdo, que permite a produgdo de complexos com espécies anibnicas como o
alginato (Paul e Sharma, 2004; Wang et al.,, 2002 e 2001; Yan et al., 2000), conforme
ilustrado na Figura 2.6. As principais interagées envolvidas neste processo sao as forcas
de atracdo eletrostatica (entre os grupos amino da quitosana e os grupos carboxil do
alginato), as pontes de hidrogénio e as interagdes hidrofdbicas.

Para preparar coacervados para a formagao de filmes homogéneos, a taxa de
reacao entre os dois polimeros deve ser suficientemente baixa para evitar a formagao de
membranas interfasicas, de modo que a reagao entre eles possa ser o mais completa

possivel. A adicao de um solvente organico miscivel em agua (como acetona ou etanol) a
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solugdo de quitosana causa redugdo da taxa de coacervacgao, ja que a quitosana assume
conformagdes menos estendidas, o que diminui a velocidade da reagdo entre os dois
polimeros (Yan et al., 2000).

Cadeia }
de
Alginato

Figura 2.6: Representacao esquematica da formacao dos complexos polieletrolitos (PEC),
entre as cadeias de alginato de sédio e de quitosana (Rodrigues 2008).

Os complexos polieletrélitos podem ser reforgados através da adigcdo de ions,
induzindo a formacao de sistemas ligados ionicamente, como por exemplo pelo ion Ca*™,
que pode ser adicionado em complexos contendo alginato ou pectina (Berger et al.,
2004b).

Visto que é factivel a formacdo de membranas compostas de quitosana e
alginato para utilizagdo em lesdes de pele, a possibilidade de substituicao deste ultimo por
polianions como pectina, carragena e xantana, a fim de se obter membranas semelhantes
ou com caracteristicas especificas para diferentes aplicacdes € discutida nos itens que se

seguem.

2.3.2.0utros complexos formados entre quitosana e polianions naturais

A obtencdo de um complexo polieletrolito contendo quitosana requer o uso de
polimeros do tipo polidnions e a reacdo é geralmente realizada em solugdo aquosa,
favorecendo assim o aspecto de biocompatibilidade do produto final. Os polianions mais
comumente usados sao polissacarideos contendo grupos carboxilicos, tais como alginato,
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pectina, carboximetilcelulose, dextrana, heparina, acido hialurénico e carragena, assim
como algumas proteinas e polimeros sintéticos (Berger et al., 2004b; Dumitriu e Chornet,
1998). A Tabela 2.3 apresenta os tipos de complexos formados quando a quitosana é

colocada em contato com variados polianios.

Tabela 2.3: Polieletrélitos que podem formar complexos com a quitosana (adaptada de
Berger et al., 2004b).

Classe Quimica Polieletrélito  Grupo Tipo de complexo

Polissacarideos Alginato -COO Hidrogel, microparticulas com Ca**
Carragena -OSOs Precipitado, hidrogel com NaCl
Carboximetil- -COO Precipitado, hidrogel com Al**
celulose
Dextrana -OSOs Precipitado, hidrogel com NaCl
Heparina -OSO5 Precipitado
Acido -COO Precipitado
hialurénico
Pectina -COO Hidrogel, filme, microparticulas com

Ca2+

Xantana -COO Hidrogel

Proteinas Colageno -COO Precipitado, filmes

Polimeros Acido poli- -COO" Precipitado

Sintéticos acrilico
Acido -OPOy Microparticulas
polifosférico
Polifosfato -OPO3 Microparticulas
Poli(L-lactato) -OPOj Matrizes porosas

Alguns complexos polieletrélitos foram estudados para aplicacbes médicas e
farmacéuticas, em diversas formas de apresentacdo (como hidrogéis, capsulas, tabletes,
filmes e particulas) com o intuito de avaliar sua aplicabilidade. Sdo discutidos a seguir
alguns estudos realizados com polidnions empregados no desenvolvimento deste

trabalho.

Chellat et al. (2000) avaliaram a biocompatibilidade in vitro e in vivo de tabletes

de quitosana-xantana e verificaram que in vitro ndo houve efeito citotdxico significante,
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mas in vivo (implantagao subcutanea em ratos), o0 material apresentou reagao inflamatéria
significativa, mas ndo reagao necrética. Os autores observaram também que os produtos
da degradacdo das amostras ndo mostraram citotoxicidade. A Figura 2.7 ilustra a
interagdo entre quitosana e xantana na formagdo do hidrogel. Ndo foram localizados
outros estudos especificos sobre biocampatibilidade do complexo (quitosana-xantana).
Entretanto, Uekama et al. (1995) estudaram o uso de supositérios compostos de a-
ciclodextrina em combinacdo com xantana para liberagdo controlada de morfina,

observando consideravel reducéao de irritagdo da mucosa retal.
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Figura 2.7: Representagdo esquematica da interagdo de quitosana e xantana para
formacao do hidrogel (Chellat et al., 2000).

Magnin et al. (2003) utilizaram um hidrogel composto de quitosana e xantana
para imobilizacdo de trés enzimas (endopeptidase, serinoprotease e lipase), no qual as
proteinas mantiveram sua atividade catalitica. Mais recentemente, as condi¢cbes de
complexagdo xantana-quitosana foram estudadas por Argin-Soysal et al. (2009), que
avaliaram o efeito da concentragdo dos polimeros e do pH da solucdo de quitosana no
grau de entumecimento de capsulas. Nao houve formagdo de hidrogel estavel em
solugbes de xantana com concentragdo menor que 0,5% (m/v) e o aumento das
concentragcdes de ambas as solugdes ocasionou diminuigdo no grau de entumecimento
das capsulas. Os melhores resultados ocorreram em pH 5,5 e concentragdo de 0,7%

(m/v).

Ghaffari et al. (2007) estudaram o potencial uso de filmes contendo quitosana e
pectina como sistemas de liberagdo controlada de teofilina. A razao massica 6tima entre
os polimeros para formacao do complexo foi de 2:1 pectina:quitosana (m/m). O material
obtido apresentou capacidade de entumecimento prematura quando em contato com o
meio intestinal simulado. Macleod et al. (1999) avaliaram o potencial de filmes de pectina,
quitosana e hidroxipropil metilcelulose como sistema de revestimento para comprimidos,
observando um comportamento bimodal na liberacdo de medicamentos. Uma formulagao
adequada do filme é capaz de produzir sistemas que liberam o farmaco a diferentes
taxas, dependendo da forma de dosagem no trato gastrointestinal.
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Tomida et al. (1994) sugerem que dispositivos de k-carragena/quitosana, na
forma de capsulas, podem liberar teofilina de forma controlada. Os autores observaram
que o pH e a forga i6nica do meio influem na taxa de liberagdo do farmaco, assim como a
espessura e a composicao da capsula. Tapia et al. (2004) compararam a possibilidade do
uso de misturas de quitosana/carragena e quitosana/alginato na forma de comprimidos
como sistemas de liberacdo controlada de farmacos, usando hidrocloreto de diltiazem
como modelo de farmaco. Neste estudo, o sistema quitosana/alginato alcangou melhores
resultados quando em baixas concentracdes de polimeros, visto que nestas condigcbes o
farmaco permeou mais facilmente a matriz polimérica. No caso do sistema
quitosana/carragena, a liberacao do farmaco foi controlada pela capacidade da carragena
de promover a entrada de agua na matriz. Piyakulawat et al. (2007) observaram que
particulas de gel compostas de quitosana e k-carragena sao capazes de liberar, de
maneira controlada, diclofenaco de sbédio em condigbes simuladas do trato
gastrointestinal. A taxa de liberagdo do farmaco foi controlada pelo mecanismo de
dissolucéo do diclofenaco de sddio no meio e da difusao deste através do hidrogel.

Martinez-Ruvalcaba et al. (2007) avaliaram o comportamento reologico do
hidrogel composto de quitosana e xantana utilizando modelos matematicos aplicaveis
para géis fracos. Os resultados mostraram que a estrutura e as propriedades finais destes
hidrogéis sado afetados por variados fatores (tais como a concentragdo e a natureza do
meio de dispersdo do hidrogel), e que as interagcdes entre estes fatores devem ser
consideradas para a preparagao de complexos com propriedades pré-estabelecidas.

Frente a estes estudos, considerou-se a aplicagdo de pectina, carragena e
xantana como polianions para a producdo de membranas coacervadas de quitosana, com
base no protocolo experimental proposto por Rodrigues (2008), a fim de se obter curativos
adequados, que apresentassem alta capacidade de drenagem e absorcdo de fluidos,

além de caracteristicas adequadas quanto a resisténcia mecanica.

As membranas quitosana-alginato produzidas por Rodrigues (2008) apresentam
valores de resisténcia a tracdo (maximo de 31 MPa) adequados para o uso em curativos,
ja que segundo Wang et al. (2002), a resisténcia a tracao da pele normal varia de 2,5 a 16
MPa. Entretanto, o alongamento maximo na ruptura destas membranas (de 8,4%) é baixo
em comparagdo com a elasticidade da pele normal, que é de aproximadamente 70%
(Hansen e Jemec, 2002). Por haver inadequacdo quanto a esse aspecto, deve-se
idealmente melhorar esta propriedade em novos procedimentos, dispondo-se das
estratégias discutidas a seguir.
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2.3.3.Métodos de reforco mecanico das membranas

O uso de agentes plastificantes nas membranas poliméricas € uma alternativa
para aumentar a adequagdo mecanica das membranas, sendo geralmente empregado
para superar a fragilidade dos filmes poliméricos. Esta caracteristica é inerente a estrutura
primaria e as forgas intermoleculares que ocorrem em polimeros naturais. Plastificantes
agem através da reducao das forgcas intermoleculares, suavizando a rigidez da estrutura
do filme e aumentando a mobilidade das cadeias biopoliméricas, melhorando assim as
propriedades mecanicas. O agentes plastificantes mais utilizados séo glicerol, sorbitol,
eritrol, &cido latico e polietilenoglicol. O glicerol é indicado para melhorar a flexibilidade e
elasticidade dos filmes. Entretanto, em membranas de quitosana, a adi¢cao de glicerol nao
melhorou as propriedades mecanicas do material, possivelmente porque este composto
foi solubilizado durante as etapas de imersdao em agua incluidas no procedimento
experimental (Dallan et al., 2007). Polietilenoglicol aplicado em filmes de quitosana em
concentracoes entre 0,25% e 0,5% resulta na reducao da resisténcia a tracao do filme,
mas aumenta o alongamento na ruptura (Srinivasa et al., 2007).

A melhoria das propriedades mecéanicas pode ser também obtida pela reticulagcao
covalente das membranas, utilizando, por exemplo, glutaraldeido, que liga entre si grupos
amino presentes na quitosana. Entretanto, este método tem a desvantagem de que
residuos de glutaraldeido ndo envolvidos na reticulagcdo devem ser removidos, pois
apresentam atividade citotoxica (Adekogbe e Ghanem, 2005).

Outra alternativa para melhoria das caracteristicas mecéanicas é a reticulagéao
térmica, aplicada em substituicdo a reticulagao idnica. Esta técnica foi empregada por
Bernabé et al. (2005), que reticularam membranas de quitosana e pectina, expondo-as a
temperatura de 120°C em atmosfera de nitrogénio. Este tratamento converte as ligacoes
ibnicas formadas entre os grupamentos amino da quitosana e carboxila da pectina em
ligacdes amidicas. Apesar dos autores ndo terem caracterizado as membranas quanto a
resisténcia mecanica, hipoteticamente esta propriedade seria melhorada em decorréncia
da formacado de ligacdes covalentes com maior energia de ligagdo que as ligacbes
ibnicas, sem a desvantagem da presenca de glutaraldeido residual. Esta abordagem
pode, a principio, ser usada no processamento de membranas de quitosana-xantana,

dada a similaridade das ligagdes efetuadas entre a quitosana e a pectina.
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2.4. Consideracoes finais

Com base na revisdo da literatura realizada, e com o propoésito de obter
membranas a serem utilizadas em processos de regeneragdo de pele lesada por
gueimaduras, propbs-se o trabalho em questao, utilizando-se a xantana e outros polianios
como substituintes do alginato em membranas compostas a base de quitosana. Tal
escolha é fundamentada nos fatores descritos a seguir.

Os PECs formados por quitosana e alginato sao geralmente redes
biocompativeis que exibem caracteristicas de intumescimento particulares, caracterizados
como um micro ambiente hidrofilico com alta quantidade de agua e alta densidade de
cargas elétricas. Como ja mencionado anteriormente, a formacado destes complexos
ocorre devido a natureza catidénica da quitosana em solug¢édo, que permite a produgéo de
complexos ibnicos com espécies anidnicas como o alginato, a xantana, a pectina e a
carragena (Paul e Sharma, 2004; Martinez-Ruvalcaba et al., 2007; Yan et al., 2000).
Devido a compatibilidade destes polissacarideos com os tecidos animais, as membranas
produzidas potencialmente apresentariam caracteristicas cicatrizantes, podendo ser
utilizadas em substituicao a gaze e ao algodao.

Neste contexto, foi proposta a substituicdo do alginato por outro polianion, a fim
de se obter membranas de quitosana coacervadas adequadas ao tratamento de lesées,
sem diminuir as vantagens alcangadas com o uso do alginato. Para tanto, foram avaliados
trés polissacarideos, pectina, carragena e xantana. As condi¢cdes de preparacdo das
membranas foram estabelecidas visando a possibilidade de ampliagdo de escala
produtiva.

A xantana foi mais detalhadamente avaliada, visto que, por ser um produto obtido
por processo fermentativo, apresenta caracteristicas potencialmente menos variaveis que

a pectina e a carragena, obtidas por extracao de frutos citricos e algas, respectivamente.

Visto que as membranas contendo alginato mostraram resisténcia mecanica
inferior a recomendavel para curativos, a reticulacao térmica foi proposta. Este tratamento
converte as ligacoes ibnicas formadas entre os grupamentos amino da quitosana e
carboxila da xantana em ligacdes amidicas, melhorando hipoteticamente a resisténcia

mecanica em decorréncia da formagao de ligacdes covalentes.
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Para a obtengdo das membranas foram utilizados os seguintes reagentes, de

qualidade analitica certificada: quitosana no minimo 85% desacetilada e alginato de sédio

de baixa viscosidade da Sigma Chemical Co.; acido acético glacial e acetona da Synth;

cloreto de célcio di-hidratado, sulfato de aménio e hidroxido de sddio da Merck. Xantana
tipo Keltrol® F, pectina GENU® tipo 121 67% esterificada e k-carragena GENULACTA®
tipo LF-120, todas de grau alimenticio, doadas pela CPKelco Brasil S/A (certificados de

andlise no Anexo |). As propriedades dos polimeros utilizados, de acordo com analise de

literatura pertinente, estdo apresentadas na Tabela 3.1. A agua utilizada nos ensaios foi

destilada e deionizada em sistema Milli-Q da Millipore.

Tabela 3.1: Propriedades dos polimeros utilizados na producdo de membranas segundo

dados da literatura.

Polimero  Massa Molar (Da) pKa N° grupos substituidos
3.10° - 10° 6,5-6,8
Quitosana  (Madihally e Matthew, (Madihally e Matthew, >85% desacetilada
1999) 1999)
1-60.10* 3.38-3.65
Alginato -
(Xu et al., 2007) (Xu et al., 2007)
2-50.10°
2,87
Xantana (Rosalam e England, -
(Rodd et al., 2001)
2006)
5-15.10* 3.55-4.10
Pectina 67% esterificada
(CPKelco) (Ghaffari et al., 2007)
1-5.10° 4,2
Carragena -

(Tapia et al., 2004)

(Tapia et al., 2004)
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3.2.Métodos

3.2.1.Preparacao das membranas

Foram preparadas membranas de quitosana associada a pectina, carragena e
xantana, visando a selegcdo do melhor polidnion para substituir o alginato. Amostras
produzidas a partir de quitosana e alginato foram também obtidas para comparacao.

3.2.1.1. Membranas constituidas de quitosana e alginato

As membranas contendo quitosana e alginato foram preparadas de acordo com o
procedimento proposto por Rodrigues (2008), empregando-se o sistema descrito na
Figura 3.1. Uma aliquota de 90 mL de solugdo acida de quitosana e acetona (45 mL de
solugdo de quitosana a 1% m/v em solucdo aquosa de &cido acético a 2% v/v misturada
com 45 mL de acetona) foi colocada em uma seringa de vidro Arti-glass e gotejada com
uma bomba de infusdo Samtronic modelo 670 T a uma vazdo de 40 mL/h, em 90 mL de
solugcdo aquosa de alginato a 0,5% (m/v) disposta em um reator de vidro Pyrex
encamisado com diametro interno de 6 cm e capacidade de 200 mL. A temperatura foi
mantida, durante todo o processo, a 25°C utilizando-se um banho termostatico Quimis
modelo 214 M2. O sistema foi mantido sob agitagdo constante de 100 rpm através de
agitador mecanico Quimis modelo 251 D com hélice do tipo péas inclinadas com raio de
2,1 cm durante o gotejamento. A mistura obtida foi agitada por 10 minutos a 1000 rpm.
Em seguida, adicionou-se 8,4 mL de NaOH a 1 M sob agitacao de 1000 rpm por 10
minutos, visando ajustar o pH para o valor de 5,28 (pH no qual a quitosana apresenta-se
protonada e o alginato, desprotonado). Por fim, 1,8 mL de CaCl, a 2% foi adicionado ao
sistema sob agitacao de 1000 rpm por 10 minutos, para formar um complexo termoestavel
resistente com os ions Ca™. Todas as etapas foram realizadas em sequéncia, sem

intervalos uma apés a outra.

A mistura polimérica obtida foi desaerada em bomba de vacuo Quimis modelo Q-
355B por 90 minutos. Apds a desaeracao, a amostra foi transferida para uma placa de
Petri de poliestireno de 15 cm e seca a 37°C em estufa com circulagdo de ar Nova Etica
modelo 410 por 20 h, sendo que nas primeiras duas horas de secagem a placa foi girada
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em sentido horario de 30 em 30 minutos em um angulo de 90° para favorecer a obtencao
de membranas homogéneas. Retirou-se a membrana da placa para remocao das
rebarbas formadas durante a secagem. Posteriormente foi feita sua imersdo em 150 mL
de CaCl, a 2% por 1 h para reticular as cadeias de alginato que ainda se encontravam
livres. Para retirada do CaCl, em excesso foram feitas mais duas imersdes em 200 mL de
agua deionizada por 1 h cada. A secagem final foi realizada em temperatura ambiente por

24 h e as amostras foram armazenadas em temperatura ambiente.

Figura 3.1: Sistema utilizado na preparagdao das membranas.

As membranas obtidas ao final do processo foram esterilizadas com 6xido de
etileno (Oxyfume-30) na empresa Acecil Central de Esterilizagdo Comércio e Industria
Ltda (Campinas, SP) sob as seguintes condi¢des: vacuo de 400 mmHg, tempo de
exposicao das amostras ao gas de 8 horas, pressao de 0,5 kgf/cm2, umidade entre 40 e
50%, temperatura de 40°C e aeragdo de trés trocas com nitrogénio. Antes de sua
utilizacdo, as amostras esterilizadas foram armazenadas por um periodo minimo de 72
horas, conforme recomendagédo da empresa. Previamente a esterilizacdo, as amostras
foram colocadas em embalagens apropriadas constituidas por uma face plastica e outra
de papel, fornecidas pela propria empresa de esterilizagdo, sendo tais embalagens
seladas a quente.
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3.2.1.2. Membranas constituidas de quitosana e pectina

As membranas contendo quitosana e pectina foram preparadas de acordo com o
procedimento proposto por Bernabé et al. (2005) adaptado baseando-se no trabalho de
Rodrigues (2008). Neste procedimento utilizaram-se diferentes concentragbes de
quitosana (com ou sem acetona na solugcao) e de pectina em substituicao ao alginato. Na
Tabela 3.2 sdo apresentadas as concentragdes das solugdes dos polimeros utilizadas
para a preparag¢ao das membranas. O volume de cada solugdo empregada foi de 90 mL.

Tabela 3.2: Concentracdes das solugdes de quitosana (Q) e pectina (P) para preparacao

das membranas.

Ensaio Solugao de quitosana Solucéo de pectina Rel. massica Q:P

A Quitosana a 1% em &cido acético Pectina a 0,5% m/v em »

a 2% e acetona 1:1 v/v agua deionizada
oA Quitosana a 2% em acido acético Pectina a 2% m/v em 10
a 2% e acetona 1:1 v/v agua deionizada '
3A Quitosana a 1% em acido acético Pectina a 1% m/v em 10
a 2% e acetona 1:1 v/v agua deionizada '
A Quitosana a 0,5% em &cido Pectina a 1% m/v em 1o
acético a 2% agua deionizada '

Durante a neutralizagao da mistura, o pH foi ajustado para 5,5 que, conforme
Bernabé et al. (2005), € o pH em que ocorre a complexagao dos polimeros. Apds a etapa
de mistura, o complexo foi entdo desaerado, seco e tratado com CaCl, e 4gua nas
condi¢cdes ja mencionadas, sendo as membranas produzidas também esterilizadas com

6xido de etileno.
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3.2.1.3. Membranas constituidas de quitosana e carragena

As membranas contendo quitosana e carragena foram preparadas de acordo
com o procedimento proposto por Tapia et al. (2004) e adaptado baseando-se no trabalho
de Rodrigues (2008). Neste procedimento, 90 mL de solugcdo &acida de quitosana
(quitosana 1% m/v em solugdo aquosa de acido acético a 2% v/v) e 90 mL de solucéo
aquosa de carragena a 1% foram aquecidos em banho termostatico a 75°C. Ambas as
solugdes foram misturadas sob agitacdo constante de 200 rpm em agitador mecanico até
que atingissem a temperatura ambiente. A mistura ficou sob descanso por 2 h para
formacdo do complexo e, em seguida, foi transferida para uma placa de Petri de
poliestireno de 15 cm e seca conforme as condigdes ja estabelecidas. Esta membrana foi
tratada apenas com imersGes de agua para retirada do acido acético residual e seca
posteriormente em estufa a 37°C. A esterilizacao foi feita com éxido de etileno.

3.2.1.4. Membranas constituidas de quitosana e xantana

3.2.1.4.1. Ensaios para o estabelecimento de condicées experimentais adequadas de

preparacdo das membranas de quitosana e xantana

As membranas contendo quitosana e xantana foram preparadas inicialmente com
base na metodologia proposta por Martinez-Ruvalcaba et al. (2007) e também adaptada
com base no trabalho de Rodrigues (2008). Neste procedimento, 90 mL de solugéo acida
de quitosana (quitosana a 1% m/v em solu¢do aquosa de acido acético a 2% v/v) foram
adicionados manualmente em 90 mL de solucdo aquosa de xantana a 1% m/v sob
agitacao constante de 1000 rpm em agitador mecénico em reator de vidro Pyrex a
temperatura de 25°C. O procedimento proposto por Martinez-Ruvalcaba et al. (2007) nao
utiliza solventes orgénicos na reac¢ao, em vista disto, ndo utilizou-se acetona nos ensaios

preliminares.

A mistura polimérica obtida foi desaerada em bomba de vacuo por 90 minutos.
Em seguida, foi transferida para uma placa de Petri de poliestireno de 15 cm e seca a
37°C em estufa com circulagéo de ar, por 20 h, sendo que nas primeiras duas horas de
secagem a placa foi girada em sentido horario de 1 em 1 h em um angulo de 90° para
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obtengdo de membranas homogéneas. Apds a secagem, as membranas foram imersas

em agua destilada para retirada do acido acético residual e secas novamente em estufa a

37°C por 24h. Posteriormente, as membranas foram esterilizadas com 6xido de etileno.

Com o intuito de se determinar as condi¢gbes de processo mais apropriados para

a preparacdo das membranas contendo quitosana e xantana, Vvarios ensaios

suplementares foram realizados, conforme descrito na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Modificagbes no procedimento de obtencdo das membranas quitosana-

xantana.

Ensaio Modificacdo do procedimento

Objetivo

1B  Desaeragao a vacuo em kitassato por 2 h

2B  Adicao de 1,8 mL de CaCl, a 2% m/v sob
agitagdo de 1000 rpm por 10 minutos
apds a homogeneizagao

3B Adlgéo de 1,8 mL de (NH4)QSO4 a 2%
m/v sob agitagdo de 1000 rpm por 10

minutos apds a homogeneizagao

4B Adicdo de acetona na solugdo de
quitosana (solucdo de quitosana 1% e
acetona 1:1)

Diminuir a formagao de bolhas de ar
durante a secagem

Reticular as  carboxilas livres
residuais das cadeias de xantana

Reticular as aminas livres
remanescentes das cadeias de

quitosana

Reduzir a taxa de reagdo entre os
polieletrdlitos para a obtencdo de

coacervados mais homogéneos

Nestes ensaios foram utilizados 90 mL das solugdes de quitosana a 0,5% m/v

(em &cido acético 2% v/v) e xantana a 0,5%, agitagéo constante de 1000 rpm e adi¢ao

manual da solugao de quitosana a de xantana. Apds, a mistura foi desaerada a vacuo em

kitassato por 90 minutos e seca a 37 °C. Em seguida as membranas foram tratadas com

imersdes de agua destilada e esterilizadas com éxido de etileno.
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3.2.1.4.2. Avaliacio do efeito da vazdo de adicao da solucio de quitosana na solucéo de

xantana nas caracteristicas das membranas

Apéds a avaliagdo dos resultados obtidos nos ensaios preliminares anteriormente
descritos, este experimento foi realizado controlando-se a vazéo de adicdo da solugao de
quitosana na solugdo de xantana em diferentes valores, avaliando-se o efeito desta
variavel nas propriedades das membranas. Os ensaios deste experimento foram
baseados nas condigdes experimentais propostas no ensaio preliminar 1B. As vazdes de
adicao da solugao de quitosana estao listadas na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Condicbes experimentais utilizadas nos ensaios de avaliacao do efeito da
vazao de adi¢do da solugéo de quitosana na de xantana.

Ensaio Vazéo (mL/h) Tempo total de adigao (min)
1C 40 135
2C 80 67,5
3C 120 45
4C 200 827
5C 300 0,3

3.2.1.4.3. Anadlise do efeito da variacao das relacbes massicas quitosana/xantana nas

caracteristicas das membranas

Os ensaios deste experimento foram baseados nas condicées experimentais
propostas no ensaio 5C, variando-se as relagbes massicas dos polimeros e suas
concentracdes de 0,25% a 0,75% (m/v), mantendo-se o volume utilizado nos ensaios
anteriores (de 90 mL) para cada solucao polimérica. Na Tabela 3.5 estdo apresentadas as
relagdes e concentracdes de quitosana e xantana empregadas neste estudo.
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Tabela 3.5: Relagbes massicas e concentragdes das solugbes de quitosana e xantana

utilizadas nos ensaios.

Ensaio Relagcdo massica Concentracao da solugao Concentracao da solugao
(quitosana:xantana) aquosa de quitosana (% m/v) aquosa de xantana (% m/v)
1D 2:2 0,50 0,50
2D 3:1 0,75 0,25
3D 3:2 0,75 0,50
4D 3:3 0,75 0,75

3.2.1.4.4. Estudo do efeito da reticulacao térmica nas caracteristicas das membranas de

quitosana e xantana

Com o intuito de melhorar as caracteristicas mecanicas das membranas, um
estudo utilizando reticulagao térmica, similarmente ao relatado por Bernabé et al. (2005),
foi realizado.

O procedimento de preparo das membranas foi 0 mesmo descrito anteriormente
para o ensaio 1D. A etapa de reticulagdo térmica foi realizada anteriormente a
esterilizacdao. O processo de reticulacao foi feito em estufa a 120°C em atmosfera de
nitrogénio com tempos de exposicdo de 30 até 120 minutos, variando-se os periodos em
passos de 30 minutos, para a obtencdo de membranas com diferentes graus de

reticulacao.

3.2.2. Caracterizacao das membranas

As membranas de quitosana e xantana foram caracterizadas de acordo com o0s

procedimentos descritos a seguir, com base no trabalho de Rodrigues (2008).
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3.2.2.1. Aspecto das membranas

As membranas foram inspecionadas quanto ao aspecto a olho nu, registrando-se
suas caracteristicas por fotografia digital.

3.222. Morfologia da superficie e sec¢do transversal das membranas

A morfologia das membranas foi avaliada através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) em microscépio modelo LEO 440, Leica. As membranas foram cortadas
nas dimensdes de 2 x 1 cm? com auxilio de um molde de vidro. As amostras foram
liofilizadas, criofraturadas com nitrogénio liquido, fixadas em um suporte adequado e
metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620) através da deposicao de uma fina camada de
ouro (espessura de 92 A) em suas superficies.

3.2.2.3. Espessura das membranas

A espessura das membranas foi determinada pela utilizagdo de micrémetro
(Digimess), através de medi¢cdes em sete diferentes pontos ao longo da extensdo da
membrana. Os valores médios das espessuras foram calculados.

3.2.2.4. Perfil de hidratacdo das membranas

O perfil de hidratagdo foi determinado através do grau de intumescimento
paulatino das membranas secas em agua. As membranas foram cortadas em corpos de
prova retangulares de 2 x 1 cm? Estes foram pesados em balanca analitica Quimis
(massa seca) e, posteriormente, hidratados com 5 mL de &gua deionizada em tubos
fechados por periodos variando de 1 minuto a 24 h em estufa Nova Etica modelo 410, a
37°C. Apbs a hidratagcao, o excesso de agua foi removido com a ajuda de papel de filtro, e
os corpos de prova foram novamente pesados em balancga analitica para a determinacao
da massa umida. Para cada periodo, o grau de intumescimento, C;, foi determinado em

triplicata através da Equacao 1.
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C,' — (Mui_Ms)
M

N

(Equacéo 1)

onde M, refere-se a massa umida no tempo i e M, refere-se a massa seca.

3.2.2.5. Capacidade maxima de absorgéo de solugdes aquosas

A capacidade maxima das membranas secas de absorver agua, fluido corpéreo
simulado (FCS), soro fetal bovino (SFB) e solugdo salina 0,9% (SS) foi determinada
empregando-se corpos de prova retangulares de 6 x 1 cm? em triplicata. Estes foram
pesados em balanga analitica Quimis para determinagcao da massa seca e posteriormente
hidratados com 5 mL das solu¢gbes aquosas acima descritas por 24 h em estufa com
circulagao de ar a 37°C. Apos este periodo, o0 excesso de solvente foi removido com a
ajuda de papel de filtro e os corpos de prova foram novamente pesados em balangca
analitica para a determinacdo da massa Uumida. A capacidade maxima de absorcdo de
agua, C,, foi determinada através da Equagao 2:

_(MU _Ms)

C
w M,

(Equacao 2)
onde M, refere-se a massa umida final e M, refere-se a massa seca das membranas.

A composicao do fluido corpéreo simulado encontra-se descrita na Tabela 3.6.

Tabela 3.6: Composicao do fluido corpéreo simulado (FCS) em solugao tampao TRIS-HCI

(Kokubo et al., 1990). O pH da solucgao final foi ajustado para 7,4.

lons Concentragao (mM)
Na* 142,0
K* 5,0
Ca** 2,5
Mg?* 1,5
Cr 148,8
HCO3 4,2
HPO,* 1,0

S0,% 0,5
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3.2.2.6. Perda de massa durante exposicdo a solucées aquosas

Neste ensaio, as membranas foram cortadas em corpos de prova retangulares de
6 x 1 cm? em ftriplicata. As amostras foram pesadas em balanca analitica (massa seca
inicial) e posteriormente expostas a 5 mL de agua deionizada, fluido corpéreo simulado
(FCS), soro fetal bovino (SFB) ou solucao salina 0,9% (SS) por 24 h a 37°C e por 40 dias
a 4°C. Apos este periodo, os corpos de prova foram retirados e secos por 24 h a 37°C em
estufa com circulagdo de ar, e novamente pesados em balanga analitica para a
determinagdo da massa seca final. A perda de massa em agua, M, foi determinada
através da Equacao 3:

_ Mipicial = Mina1)

M
P M

x 100 (Equacéo 3)
inicial
onde M. refere-se a massa seca inicial e Mg, refere-se a massa seca final apds o

periodo de estocagem.

3.2.2.7. Avaliagao da capacidade de drenagem de agua através das membranas

As membranas foram hidratadas em agua deionizada a 37°C por 2 h, e cortadas
em amostras circulares de cerca de 2,0 cm de diametro. As amostras foram dispostas no
interior de tampas plasticas de 2,0 cm de didmetro com vao circular na parte superior de
1,2 cm de diametro. Sobre as membranas foram colocados anéis de vedacao para evitar
vazamentos e, em seguida as tampas com as membranas foram acopladas a tubos
plasticos de centrifuga (TPP) contendo 7 mL de agua deionizada. Em um suporte de
metal, os tubos foram colocados invertidos para que a agua ficasse diretamente em
contato com as membranas e os seus fundos conicos foram perfurados com agulhas para
equaliza¢do da pressao, conforme indicado na Figura 3.2. As amostras foram incubadas
por 72 h a 37°C em um dessecador contendo silica-gel ativada por 2 h a 120°C. Os tubos
foram pesados em periodos pré-estabelecidos para avaliar a quantidade de agua drenada

pelas membranas.

A determinagédo da capacidade de drenagem das membranas foi realizada para

verificar o seu potencial uso como curativos em lesées com alta liberacdo de exsudato.
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Para esta aplicacdo em particular, seriam esperados valores de 3.400 a 5.200 g/m®.dia
(Behar et al., 1985).

A taxa de drenagem foi determinada através da Equacao 4. Todos os ensaios

foram realizados em triplicata.

(Minicial B Mfinal)

A-t

TD = (Equagéo 4)

onde Miyiia refere-se a massa inicial de todo o aparato, My, refere-se a massa final apés
o periodo de drenagem, A é a area de contato da membrana com a agua e t o tempo

decorrido em dias.

Agulha de perfuragdo ——

«~—Agua

<« Tampa de fixacdo
Anel de vedacdo —

!

Membrana

Figura 3.2: Dispositivo empregado para a avaliagao da capacidade de drenagem de agua

das membranas.

3.2.2.8. Avaliacdo das propriedades mecéanicas

As propriedades mecanicas das membranas referentes a resisténcia a tragéo e
alongamento na ruptura foram determinadas com base em adapta¢des da norma ASTM
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D882. Estes ensaios foram realizados com as membranas secas, cortadas em corpos de

prova de dimensées de 10,0 x 1,0 cm?.

Os corpos de prova foram fixados nas garras pneumaticas com mordentes de
borracha do equipamento Tinius Olsen modelo H5K-S, e alongados a uma taxa de
deformagéao constante de 10 mm/min, com distancia entre garras de 4,5 cm, utilizando-se
uma célula de carga de 200 N. A Figura 3.3 ilustra a parte Gtil dos corpos de prova
utilizados neste ensaio, apos a fixagdo nos cabegotes do equipamento. Os ensaios foram
realizados com oito a dez corpos de prova para cada tipo de membrana, utilizando-se
apenas 0s cinco resultados mais préximos entre si, visto que ocorrem muitas rupturas
prematuras no material em decorréncia da presenca de bolhas nao detectaveis a olho nu
e a eventuais problemas de dispersao pouco homogénea dos coacervados nas amostras.

Parte (til para

0 ensaio \‘ =
.5.

A5 it Garras do equipamento

Figura 3.3: Parte util dos corpos de apéds a fixagdo nos cabegotes do equipamento.

3.2.3. Anadlise estatistica

Para a analise dos dados referentes as propriedades das membranas produzidas
foi utilizada a andlise de varidncia seguida do teste de Tukey para comparacao das
médias. O nivel de significancia utilizado foi de 5%. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata, com exce¢ao dos ensaios mecanicos que tiveram cinco repeticdes.

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa Statistica 7.0.
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4. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho, enfocando
a selecao e preparagdao de membranas de quitosana-polianions, principalmente xantana,

e sua caracterizagao.

4.1. Selecao do polianion para a substituicao do alginato

Conforme mencionado anteriormente, foram preparadas membranas com
quitosana associada a trés polianions diferentes (pectina, carragena e xantana) com o
intuito de substituir o alginato. Os resultados estdo apresentados a seguir.

4.1.1. Membranas compostas por quitosana e pectina

As membranas contendo quitosana e pectina foram preparadas com base no
procedimento proposto por Bernabé et al. (2005), como ja mencionado anteriormente. Em
vista do pouco detalhamento do procedimento e do protocolo estabelecido pelos autores,
uma metodologia alternativa foi necessaria para a preparagao destas membranas.

Inicialmente, promoveu-se a mistura das solugdes de quitosana e pectina nas
mesmas condi¢cdes experimentais das membranas quitosana-alginato (ensaio 1A -
quitosana a 1% m/v e acetona 1:1 v/v; pectina a 0,5% m/v). Neste ensaio, os coacervados
se formaram no inicio da mistura pectina/quitosana, prendendo-se a hélice do sistema de
agitacao, mas posteriormente estes se desfizeram e deram lugar a flocos em suspenséo.
ApGs a secagem, a membrana se mostrou quebradica e aderida a placa de poliestireno.
Durante as imersdes em agua deionizada, mais de 50% de sua massa inicial se
solubilizou, provavelmente devido a nao complexagdo dos polimeros, havendo
supostamente solubilizagdo da pectina, mas ndo da quitosana (Figura 4.1a).

No estudo realizado por Bernabé et al. (2005), a concentragdo das solugdes de
quitosana e pectina € maior que a utilizada no ensaio 1A. Assim, realizou-se o0 ensaio 2A,
com o aumento das concentragcdes de quitosana em solugdo acida para 2% (m/v),
adicionando-se acetona 1:1 (v/v), e de pectina em solugdo aquosa para 2% (m/v). A
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mistura obtida apresentou alta viscosidade e aparentemente ocorreu formagdo de
complexo polieletrolitico. Apés a secagem, a membrana ficou heterogénea, com areas
com aglomerados, e espessura final elevada para a aplicacao desejada (Figura 4.1b).

Figura 4.1: Aspecto das membranas obtidas nos ensaios 1A (a) e 2A (b): a) membrana
composta de quitosana a 0,25% e pectina a 0,25% (m/v); b) membrana composta de
quitosana a 0,5% (m/v) e pectina a 1% (m/v).

Macleod et al. (1999) observaram adequada formagédo de complexo polieletrélito
quando a razdo quitosana:pectina esta entre 1:2 e 1:3 (m/m). O ensaio 3A foi realizado
entdo, com as consideragbes anteriores, mantendo a relacdo massica em 1:2
quitosana:pectina, mas reduzindo a concentracao dos polimeros (quitosana 1% m/v e
acetona 1:1 v/v e pectina a 1% m/v). Este ensaio resultou em uma membrana fina e ainda
sofrendo perda de massa durante as imersdes em agua (Figura 4.2a). Assim, o ensaio 4A
foi realizado nas mesmas condicées anteriores, mas sem adicdo de acetona, para
verificar se o solvente estaria dificultando a coacervacao dos polimeros. A membrana
gerada foi muito parecida com a do ensaio 3A, mas durante as lavagens, perdeu menos
massa (Figura 4.2b). Embora a perda de massa tenha sido menor, a membrana
apresentou falhas de continuidade em sua estrutura, de forma que o uso da pectina foi
descontinuado.
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Figura 4.2: Aspecto das membranas obtidas nos ensaios 3A (a) e 4A (b): a) membrana
composta de quitosana 0,25% (m/v) e pectina a 0,5% (m/v); b) membrana composta de

quitosana a 0,25% (m/v) e pectina a 0,5% (m/v) sem presenca de acetona.

4.1.2. Preparacao das membranas compostas por quitosana e carragena

Neste ensaio apenas um procedimento foi testado e a membrana formada néo
apresentou aspecto uniforme. Apds a lavagem, a amostra perdeu massa e tornou-se
quebradica, sugerindo a ndo coacervacao dos polimeros. Nos ensaios subsequientes nao
se adotou o uso de carragena. Na Figura 4.3 pode-se observar 0 aspecto da membrana,

com zonas de separacgao de fase dos polimeros bem distintas.

Figura 4.3: Aspecto da membrana preparada com quitosana a 0,5% (m/v) e carragena a
0,5% (m/v).
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4.1.3. Membranas compostas por quitosana e xantana

Inicialmente, testou-se apenas um procedimento sem adicdo de acetona
conforme o procedimento relatado por Martinez-Ruvalcaba et al. (2007). A membrana
formada mostrou-se uniforme, apenas apresentando muitas bolhas de ar. Observou-se
que os polimeros, nas concentragbes testadas (1% m/v de cada), formaram uma
membrana com espessura elevada, sugerindo que menores concentragdes poderiam ser
empregadas com sucesso (Figuras 4.4). Com base nestes resultados, a xantana foi entéo
selecionada para substituir o alginato e ensaios para o estabelecimento de condicées
experimentais adequadas para a producao das membranas foram realizados e estao
descritos a seguir.

Figura 4.4: Aspecto da membrana preparada com quitosana 0,5% (m/v) e xantana a 0,5%

(m/v).

4.1.4. Estabelecimento de condicoes experimentais apropriadas de preparacao das

membranas de quitosana e xantana

Primeiramente foram reduzidas as concentragdes dos polimeros, como sugerido
no item anterior, e aumentou-se o tempo de desaeracdo para 2 h (ensaio 1B). A
membrana formada, mostrada na Figura 4.5a, apresentou menor quantidade de bolhas e
espessura no valor desejavel (70 um).

Frente a esse resultado, verificou-se o comportamento do complexo quando
empregado um sal reticulante como CaCl, ou (NH,),SO, (ensaios 2B e 3B,

respectivamente). No ensaio 2B as membranas se romperam durante a imersdo em agua,
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e aderiram a placa de poliestireno durante a secagem final, provavelmente devido a
menor complexagédo dos polimeros quando em contato com os ions fornecidos pelo CaCl;
(Figura 4.5 b). Ja no ensaio 3B a membrana teve redugéo de tamanho e absorveu pouca
agua durante as imersdes, levando a crer que o (NH,).SO, provavelmente promoveu a
interacao das cadeias de quitosana ou até mesmo a precipitacdo destas. Com isso ha
diminuicdo da disponibilidade de grupos poliméricos para hidratacdo, tornando a
membrana menos apropriada para seu objetivo (Figura 4.5 c).

Figura 4.5: Aspecto das membranas preparada com quitosana a 0,25% (m/v) e xantana a

0,25% (m/v): a) ensaio 1B - amostra desaerada a vacuo por 2h; b) ensaio 2B — reticulagao
pela adigdo de CaCly; ¢) ensaio 3B — reticulagédo pela adigao de (NH,;).SO.,.

Para verificar se a taxa de reagcdo entre os polieletrélitos poderia ser diminuida
para que a membrana se tornasse mais homogénea, foi misturada acetona a solugéo de
quitosana na proporcao 1:1. As membranas formadas com esse procedimento ficaram
semelhantes as membranas que nao continham acetona, mas ao serem feitas as
imersGes em agua, houve perda de massa e rompimento ao manusea-las. As amostras
adquiriram consisténcia de gel e nao foi possivel seca-las novamente. Este
comportamento deu-se, provavelmente, pela redugéo excessiva da taxa de reagao entre
os polieletrélitos, o que era esperado, mas ndo a ponto de prejudicar a formacdo da
membrana. Com isto, as préximas membranas produzidas nao tiveram acetona em sua

formulacao.
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4.1.5. Efeito da vazao de adicao da solugcdo de quitosana na solucao de xantana
nas caracteristicas das membranas

Nestes ensaios foi variada a vazado de adigdo da solugdo de quitosana na
solugdo de xantana de 40 a 300 mL/h, avaliando-se os efeitos nas caracteristicas das
membranas. Os resultados obtidos sdo apresentados nos itens que se seguem, exceto
para o ensaio 1C, que resultou em membranas frageis, que se dissolveram durante as

imersdes e nao puderam ser entao caracterizadas.

4.1.5.1. Espessura das membranas no estado seco

Os valores referentes a espessura das membranas secas encontram-se listados
na Tabela 4.1. As espessuras médias variaram de cerca de 99 a 165 um, sendo
considerada uma variagdo apreciavel para este processo. Em cada ensaio, todo o
complexo obtido foi transferido para uma Unica placa de Petri para a secagem e, como as
mesmas massas de todos os polimeros forem empregadas nos ensaios, variagoes tao
elevadas na espessura das membranas ndao eram esperadas, devendo ser decorrentes
do tamanho e da forma dos coacervados formados e de seu empacotamento e
distribuicao durante a secagem.

Tabela 4.1: Valores das espessuras das membranas obtidos com diferentes taxas de
adicao da solugéo de quitosana a solugcao de xantana.

Ensaio Vazao (mL/h) Espessura média (um)
1C 40 ]
2C 80 164,29 + 35,24 °
3C 120 165,00 + 33,22 @
4C 200 122,86 + 30,99 °
5C 300 99,29 + 19,79 °

Letras iguais indicam que os ensaios ndo diferiram estatisticamente

entre si a 95% de confianca.
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4.1.5.2. Efeito no aspecto e na morfologia das membranas

Inicialmente, analisou-se 0 aspecto dos coacervados (apresentados na Figura
4.6) antes da secagem para uma melhor compreensao dos resultados obtidos. Observa-
se que com o aumento da vazao de adigdo ocorre a formagdo de um hidrogel mais
viscoso, provavelmente por uma maior distensao das cadeias dos polimeros. Conforme a
vazao é diminuida, os coacervados tendem a ficar mais compactos, parecendo, inclusive,

qgue ha menor concentra¢do polimérica.

Figura 4.6: Aspecto dos coacervados poliméricos de quitosana-xantana antes da
secagem: (a) ensaio 2C — 80 mL/h; (b) ensaio 3C — 120 mL/h; (c) ensaio 4C — 200 mL/h e
(d) ensaio 5C — 300 mL/h.

A analise por MEV da morfologia da superficie e da secgdo transversal das
membranas foi avaliada visando auxiliar na compreensao das possiveis razdes para o seu

comportamento. Os resultados sdo mostrados nas Figuras 4.7 e 4.8.

Através das micrografias observou-se que as membranas apresentaram
superficies onduladas, com elevagbes distribuidas uniformemente ao longo de sua
extensdo, ndao sendo observada a presenca de poros perpendiculares as amostras. Menor
rugosidade foi observada para as membranas preparadas na condicdo de menor vazao,

provavelmente em funcdo da maior compactacdao das fibras poliméricas. Ja a maior
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rugosidade foi encontrada no ensaio 3C, onde observa-se com detalhe a formacao de
fibras poliméricas superficiais.

Figura 4.7: Morfologia de superficie (aumento de 1000X) das membranas preparadas em
diferentes vazoes: (a) ensaio 2C — 80 mL/h; (b) ensaio 3C — 120 mL/h; (c) ensaio 4C —
200 mL/h e (d) ensaio 5C — 300 mL/h.

As secgbes transversais apresentadas na Figura 4.8 mostraram diferencas
expressivas na compactacdo dos polimeros ao longo da espessura das membranas,
sendo que a amostra menos compactada (referente ao ensaio 4C) apresentou multiplas
lamelas. Os coacervados obtidos nos ensaios 3C e 5C apresentaram organizagao
semelhante, mostrando que mesmo em diferentes taxas de adicdo da quitosana, a
conformacgédo dos polimeros atinge uma distribuicdo maior de lamelas (ensaio 4C, 200
mL/h) e volta a diminuir. A amostra do ensaio 2C apresentou uma estrutura mais
compacta que as outras amostras, provavelmente por ter uma coacervagdo mais lenta
devido a menor vazao, formando fibras mais longas e conseqientemente, membranas
mais compactadas. Os resultados obtidos na espessura destas membranas diferem dos
observados nas microscopias, provavelmente por estas serem feitas em uma pequena

amostra da membrana (2 cm?) ndo sendo necessariamente representativo de toda a
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extensao, enquanto a espessura é mensurada em diversos pontos da membrana integra
(176,7 cm?).

Figura 4.8: Seccao transversal (aumento de 2000X) das membranas preparadas em
diferentes vazdes: (a) ensaio 2C — 80 mL/h; (b) ensaio 3C — 120 mL/h; (c) ensaio 4C —
200 mL/h e (d) ensaio 5C — 300 mL/h.

4.1.5.3. Perfil de hidratacdo das membranas

A hidratacao das membranas de quitosana e xantana ao longo de 24 h a 37°C foi
monitorada em diferentes periodos, e os valores de absorcdo de agua obtidos sao
apresentados na Figura 4.9.

Os resultados mostram que as membranas absorveram quantidades crescentes
de agua durante boa parte do ensaio, sendo as taxas de absor¢cdo mais significativas nas
primeiras horas de contato. Ap6s 12h, observou-se um aumento apreciavel na absorgao
das amostras com vazao de 80 e 300 mL/h.
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Figura 4.9: Comportamento observado para o perfil de hidratagdo das membranas de
quitosana-xantana: (a) nas primeiras 2 h de hidratagéo e (b) durante 24 h.
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4.1.5.4. Capacidade maxima de absorcdo de solugcdes aquosas

Os valores obtidos para a capacidade maxima de absorcao de agua, soro fetal
bovino, fluido corpéreo simulado e solugdo de NaCl a 0,9% dos corpos de prova com
dimensées de 6 x 1 cm? preparados em distintas condicdes de vazdo de mistura de
solucao de quitosana a de xantana a 37°C por 24 h estao listados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Valores obtidos para a capacidade maxima média (Cy) em 24 h de absorcao
de solugbes aquosas.

Ensaio Vazao (mL/h) CW agua (g/g) CW ss (g/g) CW FCS (g/g) CW SFB (g/g)

1C 40 - - - -

2C 80 3521+097°% 6,24+0,55° 4,82+052° 54+0,22'

3C 120 15,95+0,26° 528+155° 563+1,929 507+0,13"
4C 200 21,26+0,87° 1251+095" 7,59+253°9 7,87+0,32"
5C 300 38,27 0,07 14,99+164" 1234+121" 10,36 + 1,94

SS - Solugéo salina; FCS - Fluido corpéreo simulado; SFB - Soro fetal bovino.
Resultados com letras iguais indicam que os ensaios nao diferiram estatisticamente entre si a 95%

de confianga quando usada a mesma solugao aquosa.

Todas as membranas preparadas apresentaram capacidades elevadas de
absorcdo de agua, variando de 15,95 a 38,27 g H,O/g membrana seca, valores estes
superiores aos encontrados por Rodrigues (2008), que variaram de 11,1 a 19,2 g H.O/g

membrana seca para amostras de quitosana-alginato.

Em solugdo salina, solvente que seria potencialmente empregado para a
hidratagdo das membranas antes de seu uso in vivo, novamente as membranas obtidas
no ensaio 5C apresentaram absor¢do quase duas vezes maior que as membranas dos

ensaios 2C e 3C.

Os resultados obtidos para a solucdo de FCS mostraram que a amostra
produzida com vazéo de 300 mL/h absorveu 12,34 g de FCS/g de membrana seca, muito

superior as outras amostras. A solucao de fluido corp6reo simulado é composta de
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diversos sais, assim como o SFB, e pode-se verificar que ocorre concordancia entre os
resultados obtidos com estes meios aquosos.

Nos ensaios realizados em presenga de SFB, as membranas obtidas nos ensaios
3C e 2C (5,07 e 5,4 g SFB/g membrana seca, respectivamente) apresentaram absorgdes
muito semelhantes, enquanto que as amostras 5C apresentaram absor¢cao quase duas
vezes maior que as das amostras restantes (10,36 g SFB/g membrana seca). Estes
ensaios mostraram que as membranas de quitosana e xantana preparadas com vazao de
adicdo de solugcédo de quitosana de 300 mL/h possuem grande capacidade de absorgéo
de solventes, destacando-se dos demais ensaios, podendo esta variar cerca de 10 a 38 g

solvente/g membrana seca.

4.1.5.5. Perda de massa durante exposicdo a solugcbées aquosas

Os resultados obtidos para a perda de massa das membranas em diferentes

solugdes aquosas estao listados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Valores obtidos para a perda de massa das membranas em agua por 40 dias
a4°C.

Ensaio Vazao (mL/h) Agua (%) SS (%) FCS (%) SFB (%)
1C 40 - - - -
2C 80 9,92+0,40% 4,21+0,94% 332+0,55° 4,74+1,269"
3C 120 2,69+1,02° 356+154% 3,10+0,30° 1,90 +0,12¢
4C 200 5,25+1,00°° 3,65+0,18¢ 1293+1,91" 8,86+0,58'
5C 300 6,63+ 1,012° 3,04+0,36° 4,09+2,18° 7,63+0,87"

SS - Solugéo salina; FCS - Fluido corpéreo simulado; SFB - Soro fetal bovino.
Resultados com letras iguais indicam que os ensaios nao diferiram estatisticamente entre si a 95%

de confianga quando usada a mesma solugao aquosa.

As amostras do ensaio 2C resultaram na maior perda de massa em agua, o que
pode ser devido a sua conformagdo menos complexada que das membranas dos demais
ensaios. O ensaio 4C teve disparidade dos demais nos fluidos FCS e SFB, provavelmente
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pela presencga de ions mais complexos no caso do FCS e do SFB e proteinas somente no
caso de SFB que podem ter desestabilizado mais o PEC destas amostras que as demais.

4.1.5.6. Capacidade de drenagem de agua das membranas

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade das membranas de quitosana e
xantana no tratamento de lesdes que liberam exsudato, estas foram colocadas em
contato direto com a agua em uma das faces, para simular as condi¢des do leito da lesao,
enquanto a outra face estava voltada para um ambiente com baixa umidade. Os valores
referentes a capacidade de drenagem das membranas podem ser visualizados na Tabela
4.4.

Tabela 4.4: Valores obtidos para a capacidade média de drenagem de agua das

membranas preparadas em diferentes vazdes.

Ensaio Vazao (mL/h) Taxa de drenagem (g/m®.dia)
1C 40 -
2C 80 3.354,63 + 189,75 2°
3C 120 3.180,00 + 208,85 ©
4C 200 3.482,84 + 158,11 °
5C 300 3.967,23 + 134,30 ¢

Letras iguais indicam que os ensaios néo diferiram estatisticamente entre

si a 95% de confianga.

Avaliando-se o0s resultados encontrados, observa-se que a capacidade de
drenagem aumenta gradativamente nos ensaios 3C, 4C e 5C e, conseqientemente, com
0 aumento da vazao ocorrido. O ensaio 2C nao se enquadra nesse comportamento,
possuindo uma taxa de permeacdao maior que o ensaio 3C, o que pode ser uma
consequéncia da reestruturagdo da membrana apds absorcao de agua e possivel perda
de moléculas poliméricas livres durante o experimento, tornando a membrana mais

permeavel.
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4.1.5.7. Propriedades mecéanicas das membranas

Os resultados referentes a resisténcia a tragdo e ao alongamento na ruptura das
membranas secas estdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Valores obtidos para a resisténcia a tragéo e para o alongamento na ruptura

das membranas produzidas com diferentes vazoes.

Ensaio Vazao (mL/h) Resisténcia a tragdao (MPa) Alongamento na ruptura (%)
1C 40 - -
2C 80 2,24+1,14° 2,54 +0,93°
3C 120 4,74 +0,95° 1,60 % 0,60 °°
4C 200 5,11 +1,33° 1,20 £ 0,71 ¢
5C 300 5,39 +1,35° 1,30 + 0,58 °¢

Letras iguais indicam que os ensaios nao diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianga.

Média de cinco repeticdes.

Foram obtidos neste experimento valores de resisténcia a tragdo entre 2,24 e
5,39 MPa e de alongamento na ruptura entre 1,20 e 2,54%, sendo que as membranas
obtidas no ensaio 5C apresentaram os melhores resultados para resisténcia a tracao e as
membranas do ensaio 2C os menores valores de resisténcia a tragcdo, porém melhor

comportamento quanto ao alongamento na ruptura.

4.1.6. Efeito da variacdo das relacoes massicas quitosana/xantana nas

caracteristicas das membranas

Nestes ensaios variou-se a relagdo massica e a concentracdo das solucdes
poliméricas, conforme indicado na Tabela 3.4. Nestes ensaios utilizou-se uma vazéo de
adicao da solugdo de quitosana na de xantana de 300 mL/h, visto ser a que conduziu a
membranas mais adequadas para a finalidade proposta.

O ensaio 2D resultou em membranas frageis, que se fragmentaram e/ou

dissolveram durante os procedimentos de caracterizagao. Argin-Soysal et al. (2009),
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utilizando solug¢des de quitosana de concentracdo 0,7% e 1% e solugdo de xantana
abaixo de 0,5% nao obtiveram um hidrogel estavel, confirmando o resultado encontrado
no ensaio 2D.

4.1.6.1. Espessura das membranas no estado seco

Os valores encontrados para a espessura das membranas secas encontram-se
listados na Tabela 4.6. A média das espessuras variou de 137 a 200 um, correspondendo

as diferentes massas de polimeros contidas em cada membrana.

Tabela 4.6: Valores de espessura das membranas preparadas com diferentes relagées

massicas.
3 _ Massa total de o
_ Concentracdao de  Concentragao de ] Espessura média
Ensaio _ polimeros nas
quitosana (% m/v)  xantana (% m/v) (um)
membranas (g)
1D 0,25 0,25 0,90 137,29 £ 15,67 @
2D 0,375 0,125 0,90 -
3D 0,375 0,25 1,125 159,00 + 47,76 2°
4D 0,375 0,375 1,35 200,14 + 45,23 °

Letras iguais indicam que os ensaios ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianca.

4.1.6.2. Efeito na morfologia das membranas

Os resultados da analise por MEV da morfologia da superficie e da seccao
transversal das membranas sao apresentados nas Figuras 4.10 e 4.11.
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Figura 4.10: Morfologia de superficie (aumento de 1000X) das membranas preparadas em
diferentes relagdes massicas quitosana:xantana: (a) ensaio 1D — 0,25Q:0,25X; (b) ensaio
3D - 0,375Q:0,25X e (c) ensaio 4D — 0,375Q:0,375X.

Através das micrografias observou-se que as membranas apresentaram
superficies onduladas, com elevagdes distribuidas uniformemente ao longo de sua
extensdo, nao sendo observada a presenca de poros perpendiculares as amostras. As
membranas nao apresentaram diferencas visualmente perceptiveis em suas superficies.

As seccles transversais ndo mostraram diferencas significativas na compactagao
dos polimeros ao longo da espessura das membranas, observando-se a presenca de
multiplas lamelas em todas as amostras analisadas. Portanto as diferentes concentragdes
de polimeros aparentemente ndo causaram uma modificagdo na conformagdo do PEC
obtido.
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Figura 4.11: Seccao transversal (aumento de 2000X) das membranas preparadas em
diferentes relagbes massicas quitosana:xantana: (a) ensaio 1D — 0,25Q:0,25X; (b) ensaio
3D - 0,375Q:0,25X e (c) ensaio 4D — 0,375Q:0,375X.

4.1.6.3. Perfil de hidratagdo das membranas

A hidratac&o gradativa das membranas de quitosana e xantana ao longo de 24 h
a 37°C foi avaliada e os resultados estdo apresentados na Figura 4.12.

Verifica-se que as membranas absorveram grandes quantidades de agua durante
as primeiras e as ultimas horas de contato (exceto para a preparagdo 3D). As amostras
do ensaio 3D, que continham mais quitosana que xantana, estabilizaram sua hidratagéo
por volta de 4 h, tendo variagdes discretas no periodo restante, e enquanto que as demais
amostras preparadas com diferentes concentragdes poliméricas entre si, mas com as

mesmas relagdes massicas apresentaram comportamento semelhante.
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quitosana-xantana com variadas massas totais e razdo Q:X: (a) nas primeiras 2 h de
hidratacdo e (b) durante 24 h.
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4.1.6.4. Capacidade maxima de absorcdo de solugcdes aquosas

Os valores obtidos para a capacidade maxima de absor¢ao de agua, solucao de
NaCl a 0,9%, fluido corpoéreo simulado e soro fetal bovino das amostras com dimensdes
de 6 x 1 cm? preparadas com diferentes concentragées de polimeros, mantidas a 37°C
por 24 h estao listados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7: Valores obtidos para a capacidade maxima média (Cy) de absorcado de

solugdes aquosas em 24 h.

Concentracao dos

Ensaio Cw qua (9/ C / C /i C /i
polimeros Q:X (%:%) w agua (9/9) w ss (9/9) w rcs (9/9) w srs (9/9)

1D 0,25:0,25 40,16 £2,37° 7,97+1,13° 3,50+1,02° 3,48+0,59'
2D 0,375:0,125 - - - -

3D 0,375:0,25 24,22 +1,73% 8,68+2,45% 3,59+0,78° 3,50+0,66'
4D 0,375:0,375 61,23 +12,24° 13,08 +1,83¢ 520+0,86° 4,55+ 1,17

SS - Solugéo salina; FCS - Fluido corpéreo simulado; SFB - Soro fetal bovino.
Resultados com letras iguais indicam que os ensaios nao diferiram estatisticamente entre si a 95%

de confianga quando usada a mesma solugao aquosa.

As membranas apresentaram capacidades elevadas de absorcdo de agua,
variando de 24,22 a 61,23 g H,O/g membrana seca. Observou-se que ao elevar somente
a concentracao de quitosana na membrana, a capacidade de absorgao diminui. O mesmo
foi observado por Algin-Soysal et al. (2009) em géis de quitosana-xantana.

Em solugdo salina a capacidade de absorcdo aumentou conforme a
concentragdo polimérica total foi elevada. As membranas do ensaio 4D apresentaram
capacidade duas vezes maior que as do ensaio 1D, em que a diferenga na concentragéo
de polimeros € 50% maior.

Os resultados obtidos para a solugdo de FCS mostraram que as amostras nao
tiveram diferenga significativa em suas médias, mas observa-se um ligeiro aumento na

absorcdo conforme aumenta a concentragdo de polimero, e maior ainda quando se
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aumenta apenas a concentracdo de xantana. O mesmo foi observado nos ensaios
realizados em presenga de SFB, que assim como o FCS, é composto de diversos sais,
além de proteinas.

4.1.6.5. Perda de massa durante exposicdo a solucées aquosas

Os valores médios de perda de massa das membranas, preparadas com distintas
concentragdes poliméricas, em diferentes solu¢cdes aquosas estao listados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Valores obtidos para a perda de massa em solugdes aquosas das membranas
por 40 dias a 4°C.

Concentracao dos

Ensaio polimeros Q:X Agua (%) SS (%) FCS (%) SFB (%)
(%:%)
1D 0,25:0,25 12,63+1,572 3,98 +1,00° 6,16+1,40° 9,15+3,17¢
2D 0,375:0,125 - - - -
3D 0,375:0,25 11,36 £ 0,56 * 4,83+2,27° 6,40+1,46° 7,39+ 1,15¢%¢
4D 0,375:0,375 12,56 +1,742 3,45+0,21° 523+1,15° 512+0,98°

SS - Solugéo salina; FCS - Fluido corpéreo simulado; SFB - Soro fetal bovino.
Resultados com letras iguais indicam que os ensaios nao diferiram estatisticamente entre si a 95%

de confianga quando usada a mesma solugao aquosa.

As amostras estocadas em agua apresentaram perda em torno de 12% e nao foi
observada diferenga significativa entre elas. O mesmo ocorreu com as membranas
estocadas em solugéo salina e fluido corpéreo simulado, que tiveram perda de massa
muito proximas. Ja as amostras estocadas em soro fetal bovino apresentaram uma
diminuicdo da perda de massa conforme a concentracao total de polimero da membrana
foi elevada, indicando que membranas mais espessas permitem menor premeagéo dos
sais e das proteinas do meio e, portanto, sofrem menos os efeitos de desestabilizacao
associados a sua presenca.
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4.1.6.6. Capacidade de drenagem de agua das membranas

Os valores referentes a capacidade de drenagem das membranas com diferentes
concentragdes poliméricas podem ser visualizados na Tabela 4.9. Os ensaios foram
realizados durante 3 dias para a obtengdo de resultados representativos de um maior
periodo da lesdo com o potencial curativo.

Tabela 4.9: Valores obtidos para a capacidade média de drenagem de agua das

membranas preparadas em diferentes relacées massicas.

Concentracao dos polimeros

Ensaio Taxa de drenagem (g/m?.dia)
Q:X (%:%)

1D 0,25:0,25 6374,16 £ 218,06 °
oD 0,375:0,125 ]

3D 0,375:0,25 5901,11 + 469,41 2
4D 0,375:0,375 3433,62 + 315,23 °

Letras iguais indicam que os ensaios ndo diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianca.

Observa-se que a capacidade de drenagem nao difere significativamente quando
se aumenta apenas a concentragdo de quitosana, mas diminui quando se aumenta a
concentragdao de xantana nas membranas. Isto se deve, provavelmente, ao aumento da
espessura das membranas, que dificultaria a permeagao da agua, diminuindo a taxa de

drenagem.

4.1.6.7. Propriedades mecénicas das membranas

Os resultados referentes a resisténcia a tragdo e ao alongamento na ruptura das
membranas secas estdo apresentados na Tabela 4.10.
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Tabela 4.10: Valores obtidos para a resisténcia a tracao e para o alongamento na ruptura

das membranas produzidas com diferentes rela¢cdes massicas.

Concentracao dos

Ensaio polimeros Q:X (%:%)

Resisténcia a tragcdo (MPa) Alongamento na ruptura (%)

1D 0,25:0,25 5,08 + 0,85 2,33+0,62°
oD 0,375:0,125 i .

3D 0,375:0,25 2,48 +0,98° 2,44+0,97°
4D 0,375:0,375 2,65+ 0,26 ° 2,22+0,61°

Letras iguais indicam que os ensaios nao diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianga.

Média de cinco repeticdes.

Observou-se que os valores obtidos para o alongamento na ruptura néo diferiram
significativamente com a modificagdo das concentracdes dos polimeros. A resisténcia a
tracao diminuiu conforme se aumentou a concentracdo de quitosana e manteve-se igual

ao se aumentar somente a concentragdo de xantana.

4.1.7. Efeito da reticulacdo térmica nas caracteristicas das membranas de
quitosana e xantana

Nestes ensaios foi realizada uma etapa adicional de preparagéo, consistindo na
reticulacao térmica a 120°C em atmosfera de oxigénio com periodos de exposi¢cao de 30
a 120 min, avaliando-se seu efeito nas caracteristicas das membranas, efeitos estes
discutidos a seguir. O ensaio 1E nao passou pela etapa de tratamento térmico e foi

utilizado como um controle para comparagcdo com os demais.

4.1.7.1. Espessura das membranas no estado seco

Os valores referentes a espessura das membranas secas encontram-se listados
na Tabela 4.11. Observou-se que as amostras com tempos menores de tratamento
térmico tiveram um aumento na espessura em comparagdo com as amostras controle e

com exposi¢ao por maiores periodos.
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Tabela 4.11: Valores das espessuras das membranas com diferentes periodos de

tratamento térmico.

Ensaio Tempo de Tratamento (min) Espessura média (um)
1E - 124,80 + 7,50 *°
2E 30 140,40 + 5,50 ®°
3E 60 144,80 + 11,73 ¢
4E 90 127,00 + 8,37 "¢
5E 120 119,40 + 12,46 °

Letras iguais indicam que os ensaios nado diferiram estatisticamente entre si a

95% de confianca.

4.1.7.2. Efeito no aspecto e na morfologia das membranas

As amostras termicamente tratadas apresentaram uma coloragdo amarelada,
diferindo-se das amostras controle, que sao levemente esbranquicadas. Nao foi
observada diferenga nesta coloracdo ao longo dos periodos utilizados (30 a 120 min) e

aparentemente esta foi a Unica alteracao visivel.

A andlise por MEV da morfologia da superficie e da secgédo transversal das
membranas foi avaliada visando auxiliar na compreensdo das possiveis razdes para o
comportamento destas nos testes subseqlientes. Os resultados sdao mostrados nas
Figuras 4.13 e 4.14.

As micrografias de superficie apresentaram superficies onduladas, com
elevagdes distribuidas uniformemente ao longo de sua extensado. Nao se observa intensa
diferenca entre as amostras tratadas, mas comparando-se com a amostra que nao sofreu
tratamento térmico, verifica-se a presenca de regides mais escuras e ondulacbes mais

marcantes que provavelmente se formaram por agao do calor.
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Figura 4.13: Morfologia de superficie (aumento de 1000X) das membranas tratadas
termicamente: (a) ensaio 1E — sem tratamento; (b) ensaio 2E — 30 min; (c) ensaio 3E — 60
min; (d) ensaio 4E — 90 min e (e) ensaio 5E — 120 min.

As seccgoes transversais nao mostraram diferencas expressivas na compactagcao
dos polimeros ao longo da espessura das membranas, mas observa-se que as lamelas
nas membranas que nao sofreram tratamento térmico estdo mais visivelmente distintas.
Ja as amostras expostas ao calor, talvez pela dificuldade de realizar a fratura em
nitrogénio liquido (a amostra teve que ser dobrada algumas vezes até que a ruptura
ocorresse, diferentemente das amostras anteriores), apresentaram lamelas nao tao
distintas e suas bordas levemente dobradas para o interior da membrana. A Figura 4.15e
apresenta a membrana que sofreu o maior tempo de tratamento e pode-se observar que
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sua estrutura estd mais compactada que as demais, provavelmente devido ao maior

periodo de exposigao ao calor

Figura 4.14: Secgdo transversal (aumento de 2000X) das membranas tratadas
termicamente: (a) ensaio 1E — sem tratamento; (b) ensaio 2E — 30 min; (c) ensaio 3E — 60
min; (d) ensaio 4E — 90 min e (e) ensaio 5E — 120 min.

4.1.7.3. Perfil de hidratacdo das membranas

Os resultados da hidratagdo gradativa das membranas de quitosana e xantana
ao longo de 24 h a 37°C sao apresentados na Figura 4.15. A amostra controle teve seus
resultados divididos por 5 para uma comparagao grafica mais efetiva.
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Figura 4.15: Comportamento observado para o perfil de hidratacdo das membranas de
quitosana-xantana sem e com tratamento térmico: (a) nas primeiras 2 h de hidratagéao e
(b) durante 24 h.

Observa-se que as membranas que foram reticuladas termicamente absorveram
quantidades menores de agua (até 10 vezes menores) que as amostras nao tratadas e os
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diferentes tempos de reticulagdo n&o interferiram significativamente nos perfis das

membranas apos as 4 horas iniciais.

4.1.7.4. Capacidade maxima de absorcdo de solucdes aquosas

Os valores obtidos para a capacidade maxima de absorcdao de agua, soro fetal
bovino, fluido corpéreo simulado e solugédo de NaCl a 0,9% das membranas estao listados
na Tabela 4.12.

Tabela 4.12: Valores obtidos para a capacidade maxima média (Cy) de absorcdo de
solugbes aquosas por 24 h a 37°C por amostras tratadas termicamente por diferentes

periodos.
Ensaio Tempo de _ Cwagua (9/9)  Cwss (9/9)  Cwrcs (9/9) Cw sre (9/9)
Tratamento (min)
1E - 39,54 +2,19° 11,52+ 0,49° 574 +0,74° 578 +0,57 ¢
2E 30 3,66 +059° 2,93+0,10¢ 3,40+046" 2,79+0,35"
3E 60 3,02+0,22° 3,42+024¢ 3,48+0,33" 2,88+0,14"
4E 90 3,07+0,48° 3,04+0,18¢ 3,48+0,31" 290+0,23"
5E 120 3,47 +0,62° 2,95+0,06% 3,43+0,17" 2,91+0,32"

SS - Solugéo salina; FCS - Fluido corpéreo simulado; SFB - Soro fetal bovino.
Resultados com letras iguais indicam que os ensaios néo diferiram estatisticamente entre si a 95%
de confianga quando usada a mesma solugao aquosa.

Como observado anteriormente no perfil de hidratacdo, as membranas que nao
sofreram tratamento térmico tiverem sua capacidade de absorcdo bem elevadas em
comparagao as de amostras reticuladas. O mesmo foi observado para as demais
solugdes empregadas, nas quais nao houve diferencga significativa de comportamento em
funcao dos diferentes tempos de exposicao ao calor, apenas em relagdo as amostras nao
reticuladas. Observou-se também que, diferentemente de todas as membranas testadas
anteriormente, as membranas tratadas apresentaram capacidade maxima de absorcao

muito préximas nas diferentes solugdes, o que indica que o0 aumento da forga ibnica e da



67

osmolalidade, assim como a presenga de proteinas nestas solu¢gdes nao interferiu na

capacidade de absor¢ao.

Frente a isso, considera-se que as membranas tratadas termicamente nao teriam

uso indicado como curativos para lesdes apresentando grande liberagdo de exsudato.

4.1.7.5. Perda de massa durante exposigdo a solugdes aquosas

Os valores obtidos para a variavel-resposta perda de massa das membranas em
diferentes solucdes de base aquosa estéo listados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13: Valores obtidos para a perda de massa em agua a 4°C por 40 dias das

membranas tratadas termicamente.

_ Tempo de .
Ensaio _ Agua (%) SS (%) FCS (%) SFB (%)
Tratamento (min)
1E - 9,76 +1,22% 369+0,75° 6,97+1,04° 6,76 +1,139
2E 30 11,62+0,872° 796+0,47°% 11,66+0,21" 9,69+ 1,46 9"
3E 60 13,07 +0,26° 7,169+ 0,93¢ 10,16 +1,76" 8,72 + 0,96 9"
4E 90 9,75+0,88% 836+1,78% 11,13+0,79" 10,64 +0,49 "
5E 120 10,51 +0,34% 834+1,84% 959+1,35°% 880+1,199"

SS - Solugéo salina; FCS - Fluido corpéreo simulado; SFB - Soro fetal bovino.
Resultados com letras iguais indicam que os ensaios néo diferiram estatisticamente entre si a 95%
de confianga quando usada a mesma solugao aquosa.

As perdas de massa em agua das amostras tratadas termicamente por distintos
periodos foram semelhantes entre si e também similares a da amostra n&o tratada.
Assim, a exposicdo térmico empregada ndo causou efeito positivo ou negativo nesta

caracteristica.

Em solugédo salina e FCS, a perda de massa das membranas reticuladas foi
maior que a das membranas sem reticulacdo. Esse aumento na perda de massa também

foi observado em soro fetal bovino, porém mais discreto que nas solugbes anteriores.



68

4.1.7.6. Capacidade de drenagem de agua das membranas

Os valores referentes a capacidade de drenagem das membranas podem ser
visualizados na Tabela 4.14.

Tabela 4.14: Valores obtidos para a capacidade maxima média de drenagem de agua das

membranas com diferentes periodos de tratamento térmico.

Ensaio Tempo de Tratamento (min) Taxa de drenagem (g/m?.dia)
1E - 4.589,11 + 264,10 ®
2E 30 2.426,89 + 293,35 °
3E 60 2.343,70 + 325,50 °
4E 90 2.203,19 + 240,00 °
5E 120 1.443,00 + 385,55 °

Letras iguais indicam que os ensaios nao diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianga.

Avaliando-se os resultados encontrados, observa-se que a capacidade de
drenagem diminui gradativamente conforme aumenta o tempo de reticulagdo das
membranas. Um fator que pode ter ocasionado esta diminuicdo € a menor capacidade
das membranas reticuladas termicamente de se hidratarem, dificultando assim a
passagem de agua de uma face a outra. Através das microscopias apresentadas
anteriormente observou-se que a compactacdo das membranas do ensaio 5E era maior
do que nos demais ensaios, 0 que pode ter ocasionado a diminuicdo da taxa de

drenagem neste caso quando comparado com as demais membranas.

O ideal para um curativo é que sua taxa de drenagem esteja entre 3.400 a 5.200
g/m?.dia dependendo do tipo da lesdo (Behar et al, 1985), e neste contexto, as
membranas reticuladas ndo sao indicadas para feridas com produgdo de grandes
quantidades de exsudato.
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4.1.7.7. Propriedades mecéanicas das membranas

Os resultados referentes a resisténcia a tragdo e ao alongamento na ruptura das
membranas secas estdo apresentados na Tabela 4.15.
Tabela 4.15: Valores obtidos para a resisténcia a tracao e para o alongamento na ruptura

das membranas com diferentes periodos de tratamento térmico.

_ Tempo de Tratamento o _ Alongamento na ruptura
Ensaio _ Resisténcia a tracdo (MPa)
(min) (%)
1E - 532+1,11° 2,18+0,43°
2E 30 6,08 £ 0,68 ® 2,52+0,34°
3E 60 3,52+0,43° 2,57 +0,54°
4E 90 5,68 +0,81°2 2,76 £0,71°
5E 120 3,46 £0,83° 2,57 +0,69°

Letras iguais indicam que os ensaios nao diferiram estatisticamente entre si a 95% de confianga.

Média de cinco repeticdes.

Foram obtidos neste experimento valores de resisténcia a tragdo entre 3,46 e
6,08 MPa e de alongamento na ruptura entre 2,18 e 2,76%, sendo que as membranas,
reticuladas ou ndo, ndo apresentaram diferenga significativa no alongamento durante a
ruptura, e em alguns casos, na resisténcia a tracdo. As amostras dos ensaios com 60 e
120 min de reticulagcado apresentaram as menores resisténcias a tracdo, enquanto que as
amostras com reticulagdo de 30 e 90 min mostraram resisténcia semelhante as

membranas nao reticuladas.
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5. DISCUSSAO

As membranas preparadas empregando quitosana e xantana apresentaram, em
geral, propriedades adequadas para uso como curativos dérmicos. Nas Figuras 5.1 a 5.3
sdo apresentados, de forma comparativa, os resultados obtidos nos estudos enfocando a
influéncia da vazao de mistura dos polimeros, das concentracbes poliméricas e do

tratamento térmico nas caracteristicas das membranas preparadas.

Segundo Ma et al. (2001), os substitutos poliméricos da derme devem ser
idealmente mais finos que a pele humana normal, cuja espessura varia entre 0,5 e 2 mm,
dependendo da idade, sexo e regido do corpo. Assim, filmes poliméricos destinados a
recuperacao de lesdes cutaneas com espessuras secas entre 100 e 200 ym podem ser
considerados adequados para tal utilizagdo. Neste contexto, todas as membranas obtidas

neste trabalho apresentaram potencial para serem utilizadas como curativos.

20
B 02C - 80 mUh
- ©3C - 120 mL/h
15 4| B B e S mAC - 200 mL/h -
= m 5C - 300 mL/h
-
s 10 4 - HI---(--- -l T e
o
2
=
5 4 - S| T SRS | EEE | EESE | R
s
=
=
ﬂ L] L]
D@ @ @ W@ D D D D D D W
\3& \._q‘}'q \Héq @q é\&q’ @@D %ﬂ‘ f:{‘ll ébjl‘ m&b @Q .n{\n
S PP P LY E X 5 N
& SOOI VO R us-“’@o &
of nb & o & » L o §
& P & &L & Q¥ & o &F o
& S L o Q ? T @ ¢
aﬂ ?-9 & Wﬁ {f‘ﬁ @{‘
W ¥ &°
q.

Figura 5.1: Valores das propriedades das membranas produzidas com diferentes vazdes
de adicdo da solugéo de quitosana.
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Figura 5.2: Valores das propriedades das membranas produzidas com diferentes rela¢des

massicas e concentracées dos polimeros (quitosana:xantana).
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Figura 5.3: Valores das propriedades das membranas submetidas a diferentes periodos

de tratamento térmico.
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Como nao ha dados de membranas compostas de quitosana e xantana publicados
na literatura, ndao é possivel comparar diretamente os resultados obtidos com os de
membranas semelhantes. No entanto, pode-se comparar com membranas de quitosana e
outros polianions, como de quitosana e alginato, cujas espessuras variaram de 65,71 a
80,00 um (Rodrigues, 2008). Deve-se considerar, entretanto, que ha diferengas nas
condi¢cdes de preparo das membranas e no polidnion empregado em sua preparagao. Ja
qgue as massas de polimeros utilizadas neste trabalho sdo semelhantes as empregadas
por Rodrigues (2008), supde-se que a diferenca nas espessuras deva-se ao tipo de
coacervacao e ao empacotamento dos agregados obtidos quando usa-se xantana em
substituicdo ao alginato e a auséncia de acetona como cosolvente durante a coacervagao,
0 que pode ter provocado a expansdo da estrutura. Observou-se que a espessura
aumentou ao elevar-se a concentragdo das solugdes poliméricas, o que era esperado,

visto que as membranas possuem a mesma area, mas maior massa.

As amostras que foram tratadas termicamente por periodos de tempo menores
tiveram um aumento na espessura em comparagdo com as amostras sem reticulagéo e
com exposi¢ao por maiores periodos. Segundo Dallan (2005), a faixa de temperatura de
60 a 125°C proporciona perda de agua ainda contida na estrutura de membranas de
quitosana e, o mesmo é descrito para xantana pura (Soares et al, 2005). Este
comportamento quanto a espessura pode ser atribuido a expansdo das cadeias dos
polimeros por a¢ao do calor e vaporizagéo da agua e, apés um tempo maior de exposi¢ao
a altas temperaturas, as cadeias sofrem um novo arranjo devido a evaporagao,

aproximando-se e diminuindo assim, sua espessura.

Uma importante caracteristica de curativos € a capacidade de absorver o exsudato
liberado pela lesdo sem causar ressecamento no leito da ferida. Em virtude deste
requerimento, estudos sobre perfil de hidratacdo, capacidade maxima de absorcdo de
solugdes aquosas e capacidade de drenagem de agua sao de grande relevancia para a
selecédo de metodologias de produgcdo de membranas destinadas a lesbes de pele.

Na andlise do perfil de hidratacdo das membranas em 24 h verificou-se que a
absorcao de agua ocorre durante todo o periodo de exposi¢cao, sendo a taxa de absorgcao
maior nas primeiras horas de contato. Observou-se também que a absorgdo de agua
aumentou conforme se elevou as vazdes de mistura das solugdes poliméricas, com
excegdo das amostras do ensaio com 80 mL/h. Esse aumento na absorgdo deve-se a
estruturacdo da matriz polimérica, que apresentando uma coacervagdo maior Sao

capazes de absorver maiores quantidades de agua do que matrizes menos coacervadas.
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Verificou-se que as amostras referentes a 80 e 300 mL/h de vazao de adi¢cao da solugéo
de quitosana tiveram aumento apreciavel de hidratacao a partir de 12 h de exposigéo a
agua. Tal comportamento pode ser possivelmente atribuido a expansdo das cadeias
poliméricas da membrana, ou ainda, a dissolugéo parcial das mesmas. Segundo Bernabé
et al. (2005), a integridade da estrutura dos complexos polieletrdlitos durante a absorgao
de agua é mantida pela reticulacdo das cadeias. Entretanto, em valores de pH &acidos
(como o pH da agua deionizada utilizada no ensaio, proximo de 5,1 ou basicos, estas
ligacbes podem ser rompidas, resultando na desintegracdo dos complexos e na
dissolugao parcial das membranas. A verificagdo de que a membrana obtida na vazao de
40 mL/h voltou ao formato de hidrogel durante o tratamento com agua imediatamente
apos a primeira etapa de secagem, impossibilitando sua caracterizacao, e o fato de que
as condicoes de preparacdo das membranas do ensaio, utilizando vazdo de 80 mL/h, ndo
diferirem demasiadamente das empregadas neste ensaio, permitindo supor que o
comportamento de absorcao observado deve-se a provavel dissolucado de suas cadeias.

Rodrigues (2008) verificou um comportamento similar de aumento de absorg¢ao
em 12 h e atribuiu-o a discreta protonagdo das aminas em meio acido, a repulsdo dos
grupos amino residuais nos PECs, causando a expansdo da estrutura polimérica, que
facilita a penetracdo e a absor¢cdo de agua. Assim, a presengca de grupos amino
protonados nos filmes aumenta a capacidade de absor¢do de agua. Todos estes fatores
podem atuar contribuindo para que maiores valores de absor¢cdo do solvente sejam
obtidos. Observou-se, também, que membranas contendo maiores concentragbes de
quitosana em relagdo a xantana apresentaram uma hidratagéo linear apés 4 h de ensaio.
Este fato esta relacionado a uma menor disponibilidade das cadeias de xantana na
estrutura por presenca de cadeia de quitosana em maior quantidade, diminuindo a
capacidade de absor¢cédo de agua.

O comportamento das membranas de mesma relagdo massica, mas com
diferentes concentracdes de polimeros, foi semelhante no decorrer do ensaio, verificando
que o PEC nao sofre modificacdes nestas condigdes. O tratamento térmico causou uma
modificagdo no perfil de hidratacdo das membranas, diminuindo significativamente a
quantidade de agua absorvida durante o ensaio. Este resultado era esperado, visto que
as ligacoes ibnicas seriam, teoricamente, substituidas total ou parcialmente por ligacoes
amidicas, tornando a membrana insoluvel e com menos capacidade de absorgcao de
agua. Bernabé et al. (2005), observaram relacao inversa entre o tempo de exposi¢ao ao
calor e 0 grau de entumecimento maximo das membranas, o mesmo nao foi observado

nas membranas quitosana-xantana, na qual o perfil das membranas tratadas com
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diferentes tempos foi muito préximo, mas em comparagdo com membranas sem
reticulacdo, a hidratagéo foi até 10 vezes menor. Uma hipdtese é que a amidagéo ocorre
nos primeiros minutos de exposicao ao calor, ndo diferindo nas demais amostras mesmo

com periodos maiores de tratamento térmico.

Nas analises de capacidade maxima de absorcdo de solugdes aquosas em 24h
observou-se que as membranas de quitosana-xantana apresentaram alta absorcdo de
agua, em torno de 39 g de agua/g membrana, muito superior a descrita por Rodrigues
(2008) para membranas de quitosana-alginato (19 g 4&gua/g membrana seca).
Aumentando-se a concentragdo dos polimeros (de 0,25% para 0,375% para ambos)
houve aumento da absorcdo de agua, sugerindo relacdo direta e linear entre a
concentracao polimérica e a capacidade de absorcdo de agua, como era esperado. Em
solugcdo salina a absorcdo € menor em comparagao a agua, devido a presenca de ions
em solucdo, que competem com esta pelas hidroxilas da cadeia polimérica. As amostras
produzidas com 300 mL/h foram as que apresentaram maior absor¢ao desta solugéo e
esta absor¢cdo aumentou conforme a concentracdo polimérica total foi elevada. As
membranas com 50% a mais de polimeros em sua estrutura absorveram até duas vezes
mais que as demais. As capacidades de absor¢éo de SFB e FCS foram semelhantes (5 a
14 g solvente/g membrana seca), aumentando conforme se elevou a vaz&do de mistura
das solugbes poliméricas e, mesmo discretamente, a concentracdo de polimeros,
principalmente em relagdo ao aumento de xantana. Verifica-se que na presenca de
solventes apresentando alta forga idnica, como o fluido corpdéreo simulado, ou alta
osmolalidade e elevada concentragdo de proteinas, como o soro fetal bovino, a
capacidade de absor¢cdo das membranas diminuiu em relagdo a da agua, provavelmente
pela competitividade dos ions e proteinas pelas hidroxilas presentes nas cadeias
poliméricas, diminuindo sua disponibilidade para hidratagdo. Rodrigues (2008) verificou
capacidades de absorcdo destas solugbes em 24 h semelhantes nas membranas
quitosana-alginato. Martinez-Ruvalcaba et al. (2007) reportou comportamento
semelhantes de hidrogéis de quitosana-xantana em tampao PBS pH 7,0 e solugao salina
por 90 min, relacionando-o a interagcdes entre os ions e as cargas presentes na cadeia

dos polimeros.

As membranas que passaram pelo tratamento térmico apresentaram capacidade
de absorcdo de solugdes aquosas inferior quando comparadas as membranas dos
ensaios anteriores. As membranas tratadas com diferentes periodos de reticulagdo néo
diferiram estatisticamente entre si. Isto pode ser devido a reducdo da mobilidade das
cadeias pela formacao de ligagbes amidicas, ou pela perda de agua na estrutura (a
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presenga de agua pode causar efeito plastificante, diminuindo a rigidez das cadeias)
durante a exposigéo a altas temperaturas. Estes fatores podem dificultar a entrada de
agua, ions e outros compostos no interior do PEC. Conforme ja menciona, Bernabé et al.
(2005) observaram que membranas reticuladas apresentavam menores capacidades de
absorcao de 4gua, quando comparadas as que nao sofreram reticulagcao térmica, e que
esta diminuicdo esta diretamente relacionada ao periodo de exposi¢cdo. Nas membranas
deste trabalho nao foi verificada nenhuma relacdo entre a capacidade maxima de
absorcéo de solugdes aquosas e o tempo de reticulagdo das amostras, sugerindo que as
alteragbes ocorridas durante o tratamento térmico ocorram nos primeiros minutos de
exposicao. Estas caracteristicas permitem concluir que o tratamento térmico torna as
membranas ndo adequadas para uso em curativos para lesées com liberacéo elevada de

exsudato.

Segundo Behar et al. (1985), a média diaria de perda natural de liquido pelo
corpo através da pele saudavel é de 240 g/m?.dia, sendo que as superficies lesadas tém
fluxo muito superior a esta média, podendo atingir de 3.400 a 5.200 g/m®.dia dependendo
do tipo da lesdo. Neste contexto, a avaliagdo da capacidade de drenagem das
membranas de quitosana e xantana é necessdria, principalmente para verificar seu
potencial como curativo em lesdes que apresentem alta liberacdo de exsudato. No
presente trabalho observou-se que o aumento na vazdo de mistura das solugdes causou
elevagao na capacidade de drenagem, devendo-se, provavelmente, a organizagao interna
da estrutura das membranas, em lamelas com espagcamentos diferentes entre si (Figura
4.7), que facilita a permeacédo das moléculas de agua até a outra face da membrana.
Outro fator importante para esse aumento é a absor¢cao de agua pelas membranas, que
causa um espagamento maior entre as lamelas, observando-se, em geral, que as

capacidades de absorcéo e de drenagem apresentam uma relacao direta.

Membranas que receberam tratamento térmico absorveram menos agua que as
demais e tiveram um decréscimo significativo na permeacgao. Para esta propriedade foi
possivel estabelecer uma relagdo com o aumento do tempo de exposicao ao calor e a
capacidade de drenagem, que pode ser consequiiéncia da compactacdo aumentada,
verificada nas microscopias, diminuindo os espacos livres para a passagem da agua.
Verificou-se também que o aumento da espessura, quando ha aumento da concentracao
polimérica, resulta em diminuicdo da capacidade de drenagem devido a dificuldade de
difusdo da agua na matriz polimeérica.
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Rodrigues (2008) encontrou, para membranas de quitosana-alginato, capacidade
de drenagem de 13.599 g/m?.dia, bem superior aos valores encontrados para membranas
de quitosana-xantana. Entretanto uma capacidade de drenagem muito maior que a
requerida pode ocasionar desidratacdo excessiva no leito da lesdo, uma desvantagem
gue as membranas de quitosana-xantana ndo possuem, estando sua capacidade (3.500 a
5.900 Kg/m?.dia) dentro da faixa esperada para curativos.

A perda de massa das membranas quando estocadas em solugcao é medida para
avaliar a estabilidade do complexo formado e prever perdas que podem ocorrer quando
de seu contato com o leito da lesdo. Foi utilizado um periodo de 40 dias, muito superior ao
tempo de uso de um curativo (24 a 48 h) devido a temperatura escolhida (4°C) ser menor
que 37°C. Em contato com solugbes aquosas, as membranas, compostas de coacervados
interligados de quitosana e xantana, podem apresentar dissolucao paulatina de moléculas
poliméricas ndo complexadas entre si. Os coacervados, na forma de fibras sdo pouco
soluveis nos solventes aquosos, e assim, a perda de massa verificada neste ensaio deva-
se principalmente a dissolugdo da xantana n&o ligada aos coacervados, visto que a
quitosana € pouco soluvel nos meios aquosos testados. Supde-se também que a perda
massica seja relacionada a facilidade com que a dgua é capaz de se deslocar atravées da
membrana, estando, desta forma, relacionada com a capacidade de absorg¢éo e formacao
estavel de PEC. Esta hipotese é verificada nas membranas com diferentes vazdes de
mistura, nas quais se observou que quanto maior a capacidade de absorgédo, maior é a
perda de massa (3 a 6%). Observou-se que nas membranas preparadas na vazao de 80
mL/h, a perda de massa foi maior que nas demais (9%), 0 que pode ser resultado da
instabilidade do complexo, causando um aparecimento de espagos vazios maiores e
consequentemente maior absor¢cdo de solvente. Verificou-se que o aumento da
concentracdo de polimeros na membrana nao ocasionou diferengas na perda de massa
em agua, SS e FCS. Ja em SFB houve uma diminuicdo da perda de massa quando se
aumentou a concentracao polimérica. Esta diferenca pode estar relacionada a presenca
de proteinas e a alta osmolalidade deste meio aquoso, que pode desestabilizar mais

facilmente o complexo polieletrélito menos concentrado.

O emprego de tratamento térmico ndo afetou de maneira significativa a perda de
massa em agua, mas aumentou esta variavel resposta nas demais solugdes. Tal efeito
nao era esperado, uma vez que as membranas absorveram menores quantidades de
solugdo, como verificado anteriormente, e que as ligagdes entre os polimeros deveriam
estar mais estaveis, dificultando assim a solubilizacdo das cadeias de xantana. Bernabé
et al. (2005) demonstram que apo6s o tratamento térmico, a formacdo de ligagdes
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amidicas torna as membranas de quitosana-pectina mais estaveis, ndo havendo
solubilizagdo destas em solugdes acidas e basicas. Entretanto, este comportamento néo
ocorreu com as membranas de quitosana-xantana, mesmo havendo similaridade entre os
polidnions xantana e pectina, ja que as amostras avaliadas apresentaram perda em
condigdes nao extremas de pH. Era esperado que, com a modificagdo das ligagcées no
PEC e a menor capacidade de hidratacdo destas membranas, a perda de massa fosse
menor em relacdo as amostras nao reticuladas. Supbe-se que as cadeias que possuem
propensdo de se soltar da estrutura da membrana ndo sofrem modificacdo durante o
tratamento térmico ou ainda que ocorra a desestabilizacdo do complexo, proporcionando

maior perda.

Os valores obtidos foram, em geral, menores que os descritos por Rodrigues
(2008) para membranas de quitosana e alginato, que relata perdas de massa em agua
entre 20,1 e 25,5% e perdas semelhantes a este trabalho nos demais meios aquosos,

durante o processo de imersdo das mesmas nas diferentes solugoes.

Uma das desvantagens do uso de polimeros naturais é a menor resisténcia
mecanica quando comparados a polimeros sintéticos. Segundo Wang et al. (2002), a
resisténcia a tragdo da pele normal varia de 2,5 a 16 MPa. Por este motivo a
caracterizacao quanto a este aspecto é fundamental para avaliar complexos naturais para

uso como componentes de curativos.

Nas andlises das propriedades mecanicas das membranas de quitosana-xantana
observou-se que a quanto maior a vazdo de mistura das solu¢des poliméricas, maior era
a resisténcia a tracao (2,2 a 5,4 MPa), nao havendo modificagdes significativas quanto ao
alongamento na ruptura. Estes resultados podem ser potencialmente atribuidos as
diferentes formas de empacotamento dos coacervados poliméricos decorrentes das
distintas condi¢bes de preparacdo empregadas, resultando, provavelmente, no ensaio de
menor vazao em fibras mais compactadas e densas e no ensaio de maior vazao, em
fiboras mais distendidas e melhor distribuidas como observado na Figura 4.6. Outra
hipdtese é que, ao diminuirmos a vazao de adicdo, o tempo de reagdo aumenta, e
consequentemente o tempo de exposicdo a alta agitacdo (1000 rpm). Isto pode causar
uma fragmentacao das fibras do complexo polimérico, causando o aspecto observado nas

imagens dos coacervados.

Verificou-se que a resisténcia a tragdo diminui conforme se aumenta a
concentracao de quitosana, e mantém-se igual ao se aumentar somente a concentragéo

de xantana. Isto pode decorrer do fato que o aumento da concentragdo de cadeias em
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solugdo (ja que o volume final da mistura € o mesmo) pode diminuir o numero de ligagdes
ordenadas entre os polimeros e a organizagdo das zonas cristalinas, aumentando a
formagédo de zonas amorfas e diminuindo a resisténcia do material a tracao. Membranas
reticuladas termicamente ndo apresentaram diferenca significativa das nao reticuladas
quanto as caracteristicas mecanicas. Uma hipotese para este fato € a possivel hidrélise
das ligacbes amidicas, reacao esta favorecida por altas temperaturas (Morrison e Boyd,
1974).

Os valores de resisténcia a tracdo e de alongamento na ruptura obtidos neste
trabalho foram muito inferiores aos valores encontrados por Rodrigues (2008), de 6,86 a
31,14 MPa e 3,97 a 8,42%, respectivamente. Esta comparacdo € dificultada pelas
diferencas nas condi¢cdes de preparo das membranas e na composicdo das mesmas,
entretanto indica que a xantana, neste aspecto, € um biopolimero menos apropriado que

o alginato para a confeccao de membranas coacervadas a base de quitosana.

Verificou-se entdo, que as membranas produzidas com vazao de mistura de 300
mL/h, utilizando as mesmas concentra¢coes dos dois polissacarideos (0,25:0,25%) foram
as mais adequadas para uso como curativos dérmicos. A reticula¢do térmica n&o resultou
em melhora significativa nas propriedades mecanicas destas membranas, reduzindo,
entretanto, sua capacidade de absorgédo de fluidos e aumentando sua perda de massa.
Estas caracteristicas podem tornar estas membranas uma alternativa para implantes

biodegradaveis.

A producdo de membranas contendo quitosana e pectina resultou em
membranas com caracteristicas pouco adequadas para 0 uso em curativos, 0 que pode
ser atribuido as caracteristicas da pectina empregada, que possuia grau de esterificagéo
de cerca de 67%. Segundo Marudova et al. (2004), que realizaram um estudo sobre a
formacgao do gel quitosana-pectina, este polidnion com grau de esterificagcdo em torno de
70% nao forma gel, mesmo na concentragdo de 5% de pectina, por ndo possuir uma
quantidade significativa de grupos negativamente carregados para a coacervagao do
PEC.

As membranas a base de carragena e quitosana apresentaram resultados nao
adequados para este trabalho, uma vez que nao houve coacervacao efetiva entre as
cadeias de carragena e as de quitosana. Este fato pode ter ocorrido pelo tipo de
carragena utilizada (kappa), que apresentava poucos grupos negativamente carregados.
Outro fator determinante é foi o pH utilizado durante o processo de produgao (em torno de
3,5), que nao considerou a condicdo mais apropriada (acima de 4,2) para a
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desprotonagdo dos grupos sulfonados da k-carragena de forma que estes pudessem

interagir eletrostaticamente de forma mais efetiva com os grupos amino da quitosana.

Supostamente, o uso tanto de pectina quanto de carragena com propriedades
distintas dos materiais empregados no desenvolvimento deste trabalho poderia resultar
em membranas com caracteristicas que viessem mais ao encontro da finalidade

almejada.



80

6. CONCLUSOES

A substituicdo de alginato por xantana em membranas coacervadas de quitosana
foi alcancada, possibilitando o uso de um polianion com qualidade independente de
condi¢cdes climaticas para uso em curativos.

Os resultados obtidos para as membranas de quitosana-xantana indicaram que
membranas com capacidade de absorcao de agua de até 40 g de H,O, 12 g de solugao
salina, 5 g de fluido corpéreo simulado e 5 g de soro sanguineo por grama de membrana
seca, com perda de massa maxima nas mesmas solucoes de até 12%, capacidade de
drenagem de até 6 Kg/m?.dia, resisténcia & tracdo até 6 MPa e alongamento na ruptura
em torno de 2,5% podem ser obtidas. Dentre as membranas produzidas, as que
apresentaram propriedades mais adequadas a seu objetivo foram as preparadas com
relagdo massica entre os polimeros de 2:2 (quitosana:xantana) na concentragao de 0,25%
(m/v), adicionando a solu¢ao de quitosana a vazéo de 300 mL/h para formagéao do PEC.

A comparagdo das caracteristicas determinadas para estas membranas e as
compostas por quitosana e alginato indicou que a utilizagdo de xantana promoveu um
aumento na capacidade de absorcdo de solventes e permeacdo de agua pelas
membranas. Porém, observou-se que as membranas quitosana-xantana apresentaram
uma diminuigdo no desempenho referente as propriedades mecanicas.

A etapa adicional de reticulacdo térmica ndo resultou em melhoria nas
propriedades mecanicas, mas reduziu a capacidade maxima de absor¢cao e aumentou a
perda de massa em meios aquosos, podendo ser de interesse em dispositivos para outras
aplicagdes.

Nas condi¢cbes testadas, as membranas produzidas pela complexacdo de
quitosana-pectina e quitosana-carragena nao resultaram em amostras com caracteristicas
apropriadas para uso como curativos. No caso da pectina, observou-se fragmentacédo das
membranas, enquanto que as amostras contendo carragena nao apresentaram

coacervacao adequada.
6.1. Sugestoes para trabalhos futuros
Sugere-se a continuag¢ao do presente estudo enfocando os seguintes aspectos:

1. Avaliacdo de estratégias alternativas, como o uso de plastificantes ou outros

polimeros em conjunto, para o aumento da resisténcia mecéanica das membranas
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quitosana-xantana, a fim de se melhorar essas caracteristicas, buscando um
curativo mais adequado;

Realizacao de ensaios in vitro e in vivo para avaliar a biocompatibilidade das
membranas;

Avaliacdo do uso destas membranas como sistemas de liberagdo controlada de
farmacos.
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A HUBER COMPANY

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Ship to: Date: February 07, 2008

Order Number:

Shipped From:

Customer Order:

Customer Code:

Delivery:

Date Shipped:

Bill Of :
Sold to:(If different from Ship to) b .L“hg

ackaging:
| Pick Quantity: 0.00
Praduct Name: KELTROL F Manufacturing Date: Nov 04, 2007
Product Description: XANTHAN GUM Re-evaluation Date: Nov 02, 2009
Material Number: 10040695 Lot: 7J1238A
Characteristic Test Result  Specification Test Method
Parucle Size, % thru 80 mesh (180 pm) 100 Not less than 100 KTM 146
Particle Size, % thru 200 mesh (75 pm) 100 Not less than 92 KTM 146
Loss on Drying, % 8 6 - 14 KTMO003
Powder Color, % 90 Not less than 82 KTMO006
Viscosity (1% KCI solution).cP 1480 1200 - 1600 KTMO17
pH (1% Solution) 6.0 For Information Only KTMO005
FH (0.25% solution. STW) 5.6 For Information Only KTMO05
sopropyl Alcohol (NMT 500 ppm for EC) 313 Not more than 750 KTM520
Bacterta (Viable Mesophilic). cfu/g < 100 Not more than 2000 KTM800
Yeast, cfu'g < 50 Not more than 100 KTMB803
Mold, cfu/g < 50 Not more than 100 KTMRO03 l
Coliform Negative Negative by MPN KTMS801

|
|
The Company guarantees that, at the time of shipment, the lot of product meers specification # 101-X and i
conforms to the requirement of the current edition of the Food Chemical Codex (FCC) and defined in the current
EC Directives. Where a guaranteed parameter has been tested on this lot, the result is shown below. |
E. coli Absent Absent in 25g KTMR02
Salmonella spp. Absent Absent in 25g KTMB04

Signature: ;D._‘;'r_—"ﬁ___;. Material was produced in:

DANIEL BRONSON - QC LAB MANAGER SAN DIEGO , CALIFORNIA UNITED STATES
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Certificado de Analise da Pectina

CP Kelco Brazil S/IA
‘@PKeICO Avenida Araras, 799
Vila Gléria
A HUBER COMPANY

Brazil
tel: +55 19 3404 4600 fax: +55 19 3451 1948

Certificado de Analise

Destinatario: Data:

Destinatario (caso seja diferente da entrega)

Tipo de Produto: Pectina GENU* 121 SLOW SET 25kg Saco
Nro. Material: 112280 Lote: L74062

Nro. do material do cliente:

Descricio_do_material do_cliente:

Caracterfstica Resultado Especificacao Método de Analise
Data de Manufatura 13 Nov, 2007

Data de Validade 12 Nov, 2008

HM-SAG, grau USA-SAG 150 145 - 1585 0101001
Grau de Esterificagdo,% 67 Tipico 58 0006010

pH em solugdo 1% 3.5 2.9 = 3.6 0006041
Umidade, % 5.3 Nédo mais que 12.0 0006042

A informagdo deste certificado se aplica ao lote mencionado. Observe que digitos adicionais apds o nomero do lote podem estar
incluidos na embalagem. Estes nimeros s3o apenas para uso interno. e

Cada lote estd de acordo com a especificacdo do produto, método de andlise e outras caracteristicas conforme mencionado na
Informacdo do Produto. : = y

o] froduw é garantido por 36 meses de vida Otil para pureza e especificaclo de indentidade. O limite de garantia de
erdutmanl:e do produto esta indicado na data de validade mostrado na embalagem, Certificado de Analise e ou Informagio do
roduto.

Material foi produzido em:
LIMEIRA , BRASIL

Assinatura:
ANTONIO R PAULA - QC MANAGER
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Certificado de Analise da Carragena

EPKelco

A HUBER COMPANY

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Ship to: Date: July 11, 2007

Sold to:(If different from Ship to)

Product Name: GENULACTA® carrageenan type LF-120
Material Number: 121437 Lot: C72852
Customar Material Number:

Customar_Material Description:

Characteristic Test Result Specification Test Method
Date of manufacture Jun 05, 2007

Best Before Jun 04, 2008

Loss on drying, % 4.4 Not more than 12.0 0006048
Yeast and Mould, CFU/g 3 Not more than 200 0800002
Aerobic plate count, CFU/g 40 Not more than 5000 0800001
Chokolate milk viscosity, 100p 31 23 - 33 0303111
pH (1% solution) 10.1 8.0 - 11.0 0006049

The information/data reported on this certificate_applies 1o the lot/batch maentioned. Note that additional digits after the

lot/batch number maybe included on the package. This number is for internal use only,

Sach éut of product complies with product specification, test methods and other characteristics as mentioned in the Product
ata Sheet,

Product gusranteed through 36 months “shelf-life® far purity and idenuty spacifications.

Iélmlled guaranty for product performance as stated by the "Best Before" date shown on the package, CoA, and/or Product Data
LETTS

Signature: v I_A. i Material was produced in:
ROSARIO DANGIN - QC MANAGER 7 ﬁ'" CEBU . PHILIPPINES
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Certificate of Analysis

SIGMA-ALDRICH"

Product Name

Product Number
Product Brand
CAS Number

TEST
APPEARANCE

SOLUBILITY

DEACETYLATION
QC RELEASE DATE

Chitosan from crab shells,
=75% (deacetylated)

C3646
SIGMA
9012-76-4

SPECIFICATION
WHITE TO TAN POWDER AMD FLAKES

LOT 075K0013 RESULTS
LIGHT TAN

HAZY FAINT YELLOW SOLUTION AT 50 MG

PLUS 5 ML OF 1 M ACETIC ACID
MIMIMUM 75%

Ay Gulee]

Rodney Burbach, Manager

Cuality Control
St Louis, Missour LISA

Certificate of Analysis

Product Hame

Product Number
Product Brand
CAS Number

TEST
APPEARANCE

SOLUBILITY
BROOKFIELD VISCOSITY

RECOMMENDED RETEST

QC RELEASE DATE

o7

Fodney Burbach, Manager
Cluality Contral
St Louis, Missoun USA

Certificado de Analise do Alginato

CONFORMS

98%
AUGUST 2005

SIGMA-ALORICH"

Alginic acid sodium salt from brown algae,
Low viscosity

AZ2158
SIGMA
9005-38-3

SPECIFICATION
OFF-WHITE TO LIGHT TAN POWDER

HAZY FAINT YELLOW SOLUTIOM AT 100
MG PLUS 10 ML OF WATER

APPROK. 250 CPS (2% IN WATER AT 25
DEG CENTRIGRADE)

2YEARS

LOT 076K0143 RESULTS
OFF-WHITE POWDER

CONFORMS

281 CPS (SUPPLIER TEST RESULT)

AUGLIST 2010 EXTENDED FROM AUGUS
2008

AUGUST 2008



