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RESUMO

ROSENDO, ROSANA ARAUJO. Desenvolvimento e caracterizagdo de scaffolds de
Quitosana/Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis. (Tese). Programa de Péds-
Graduacao em Ciéncia e Engenharia de Materiais. CCT/UFCG, 2016.

Os sistemas de liberagdo controlada de farmaco apresentam inUmeras vantagens
quando comparados a outros de dosagem convencional e, dentre os polissacarideos
mais empregados no desenvolvimento desses sistemas destaca-se a quitosana que,
por ser biocompativel e biodegradavel, tem despertado o interesse na comunidade
cientifica para sua utilizacdo no desenvolvimento de estruturas onde possam ser
incorporados farmacos. A espécie vegetal Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E.
Jarvis é conhecida popularmente como insulina e, diversos estudos farmacoldgicos
tém indicado a sua agao hipoglicemiante, justificando-se assim sua aplicabilidade na
terapia de pacientes com diabetes. Sendo assim, este trabalho obijetivou
desenvolver e caracterizar scaffolds de quitosana com diferentes concentragdes de
Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, a fim de avaliar sua possivel utilizacao
em pacientes portadores de diabetes melito tipo 2. O método consistiu na
solubilizacdo da quitosana em &cido acético, adicao da droga vegetal, e obtencao
dos scaffods através da técnica de freeze drying. As amostras foram caracterizadas
através das técnicas de Espectroscopia na Regido de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), Microscopia
Otica (MO), Teste de Molhabilidade, Teste de Compressdo, Analise
Termogravimétrica (TG) e de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Grau de
Intumescimento com PBS e saliva artificial e Ensaio de Biodegradacdo Enziméatica.
O estudo quimico realizado através do FTIR identificou todas as bandas
caracteristicas dos materiais estudados e o estudo morfolégico revelou, nos
scaffolds, a formagédo de uma estrutura tridimensional com poros interconectados. A
técnica de EDS indicou a presencga dos elementos quimicos Carbono, Oxigénio e
Nitrogénio, além de Magnésio, Silicio e Calcio presentes na droga vegetal. O grau
de intumescimento demonstrou que as meédias das massas foram
correspondentemente mais elevadas na forma intumescida do que na condicao
seca, sendo esse intumescimento maior quando as amostras foram imersas na
saliva artificial, quando comparado com a solugdo de Phosphate Buffered Saline
(PBS). O teste de molhabilidade demonstrou que os scaffolds tiveram sua
hidrofilicidade aumentada com a incorporagcdo da droga vegetal e, o teste de
compressdo, confirmou uma maior resisténcia a deformacdo dos mesmos. As
analises de TG/DTG demonstraram que a droga vegetal diminuiu a estabilidade
térmica dos scaffolds. A partir do ensaio de biodegradacdo, constatou-se que 0s
scaffolds sofreram uma maior degradagao em contato com a solugao de PBS do que
em PBS/Lisozima; e que, nos periodos de avaliagdo, a saliva artificial ndo promoveu
biodegradacdo as estruturas. A incorporacdo da droga vegetal aos scaffolds foi
confirmada por meio dos resultados obtidos nos ensaios de FTIR, DRX, MEV, MO,
Grau de intumescimento, testes de molhabilidade e de compressao, TG/DTG e DSC.
Desta forma, pode-se concluir que houve a formacéo de scaffolds com propriedades
morfolégicas e fisico-quimicas favoraveis para a obtencdo de um sistema para
liberagéo controlada de farmacos.

Palavras-chave: Biomateriais. Quitosana. Fitoterapia. Diabetes Melito.



ABSTRACT

ROSENDO, ROSANA ARAUJO. Development and characterization of chitosan
scaffolds/Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis. (Thesis). Postgraduation Program in
Materials Science and Engineering. CCT/UFCG, 2016.

The systems of controlled clearance of pharmaco present several advantages when
compared to others of conventional dosages and, among the most used
polysaccharides in the development of these systems can be highlighted the chitosan
which, due to being biocompatible and biodegradable, has aroused the interest of the
scientific community for its use in the development of structures where pharmaco
may be incorporated. The plant species Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis
is popularly known as insulin and, several pharmacological studies have indicated its
hypoglycemic action, thereby justifying its applicability in the care of patients with
diabetes. Thus, this work aimed to develop and characterize chitosan scaffolds with
different concentrations of Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, in order to
access its possible use in patients with type 2 diabetes mellitus. The method
consisted in the solubilization of the chitosan in acetic acid, addition of the vegetal
drug, and obtaining of the scaffolds by means of the freeze drying technique. The
samples were characterized by the analysis of Fourier transformed infrared
spectroscopy (FTIR), X-ray Difractometry (XRD), Scanning Electron Microscopy
(SEM), Energy Dispersive X-ray Spectrometer (EDS), Optical Microscopy (OM),
Wettability Test, Compression Test, Thermogravimetric Analysis (TGA) and the
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Degree of swelling with PBS and artificial
saliva and Enzymatic Biodegradation Test. The chemical study was carried out by
the FTIR identified all the bands characteristic of the studied materials and the
morphological study revealed, in the scaffolds, the formation of a tridimensional
structure with interconnected pores. The EDS technique revealed the presence of the
chemical elements Carbon, Oxygen and Nitrogen, in addition to Magnesium, Silicon
and Calcium present in the vegetable drug. The degree of swelling demonstrated that
the averages of the masses were correspondingly higher in the swollen form than in
the dry condition, being this swelling greater when the samples were immersed in
artificial saliva, when compared to the PBS solution. The wettability test
demonstrated that the scaffolds had their hydrophilicity increased with the
incorporation of the vegetal drug and, the compression test, confirmed their greater
resistance to deformation. The TG/DTG analysis demonstrated that the vegetal drug
reduced the thermal stability of the scaffolds. From the biodegradation test, was
found that the scaffolds suffered a greater degradation in contact with the PBS
solution than in PBS/Lysozyme; and that, in the assessment periods, the artificial
saliva did not promote biodegradation to the structures. The incorporation of the
vegetable drug to the scaffolds was confirmed by means of the results obtained in
the de FTIR, DRX, MEV, OM, Degree of swelling, wettability and compression tests,
TG/DTG and DSC tests. Therefore, it can be concluded that there was the formation
of scaffolds with favorable morphological and physicochemical properties for
obtaining a system of controlled clearance of pharmaco.

Keywords: Biomaterials. Chitosan. Phytotherapy. Diabetes Mellitus.
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1 INTRODUGAO

Historicamente, mesmo sem conhecimento cientifico, 0 homem fez uso da
natureza como fonte de materiais para resolver demandas e problemas associados
ao seu estilo de vida. Com o decorrer do tempo, a partir do desenvolvimento de
processos e dos biomateriais, foi entdo possivel estabelecer relacées entre as
propriedades dos materiais e a aplicacdo dos mesmos em meio biolégico.

Dentre os biomateriais encontra-se a quitosana que € um polimero natural,
renovavel, de grande importancia ambiental e econdmica, apresentando como uma
de suas caracteristicas o baixo custo quando obtido da quitina (Kumar et al., 2004).

Devido as suas diversas aplicagdes e funcionalidades, especialmente em
terapias de liberagao controlada do farmaco, os polimeros estdo entre os excipientes
mais utilizados para a obtencdo de formas farmacéuticas. Modificando as
propriedades do polimero, um sistema de matriz pode ser elaborado para uma
liberacao controlada do farmaco. Materiais poliméricos farmacéuticos com pequena
ou nenhuma toxicidade podem ser utilizados como matrizes, nas quais o ingrediente
ativo é disperso ou dissolvido (Rios, 2005). Assim sendo, a quitosana pode ser
empregada como meio de liberagdo de medicamentos no sistema gastrointestinal,
na mucosa bucal, canais radiculares, dentinas cariadas ou bolsas periodontais (Ravi
Kumar, 2000; Takeuchi et al., 2003).

A terapia através da liberacdo controlada de farmacos se constitui em uma
opcao terapéutica para diversos tipos de enfermidades, como o diabetes melito;
sobretudo por que a maioria dos tratamentos a base de insulina envolvem a multipla
administracdo de inje¢cdes subcutaneas diarias, promovendo um desconforto no
paciente portador de diabetes, especialmente quando se trata de criancas (Khafagy
et al., 2007).

A partir de uma perspectiva historica, as plantas sempre foram usadas como
fontes de medicamentos para a doenca. A espécie vegetal Cissus verticillata (L.)
Nicolson & C.E. Jarvis, pertencente a familia Vitaceae é conhecida popularmente
como anil trepador, cip6-jucd, cortina japonesa, uva brava e insulina. As folhas sao
empregadas externamente contra o reumatismo e na cura de abscessos, e 0 infuso
das folhas e do caule utilizadas por via oral, na inflamacdo muscular, epilepsia,
derrame cerebral, hipertensdo e ativadora da circulagdo sanguinea. Esta espécie
vem sendo muito empregada pela populacao para o tratamento de diabetes, sendo
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por isso conhecida como ‘“insulina” e motivo para estudos botanicos, quimicos e
farmacoldgicos no Brasil e no exterior (Beltrame et al., 2001; Pepato et al., 2003).

O estimulo ao uso dos fitoterapicos tem como objetivo prevenir, curar ou
minimizar os sintomas das doengas, com um custo mais acessivel a populacao e
aos servicos publicos de saude, comparativamente aqueles obtidos por sintese
quimica que sao, em geral, mais caros devido as patentes tecnoldgicas envolvidas
(Toledo et al., 2003).

Dessa forma, busca-se encontrar uma alternativa de administracdo da
insulina de forma menos traumatica, contribuindo para minimizar ou mesmo eliminar
o incbmodo sofrido por inumeros individuos portadores de diabetes que ja se
encontram naturalmente sensibilizados em virtude das limitagdes impostas pela
doenca. Além das condi¢des clinicas, outro relevante aspecto nesta pesquisa é a
possibilidade de obtencdo de um novo biomaterial com tecnologia e materiais
nacionais.

Mediante a aprovacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares, prevendo o tratamento com plantas medicinais e fitoterapicos no
Sistema Unico de Satde — SUS, conforme disposto na Portaria 971 de 3 de Maio de
2006 do Ministério da Saude; e da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos através do Decreto n° 5.813, de 22 de Junho de 2006, este trabalho
propds desenvolver e caracterizar scaffolds de quitosana com diferentes
concentracdes de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, a fim de avaliar sua
possivel utilizacdo em pacientes portadores de diabetes melito tipo 2.

Neste sentido, esta proposta de trabalho encontra efetivo e importante
reconhecimento social junto as agéncias de fomento, regulacédo e fiscalizagdo do

pais.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Diabetes Melito
2.1.1 Conceito e epidemiologia

O diabetes melito (DM) é uma doenga crbnica que ocorre quando o
pancreas nao é capaz de produzir insulina suficiente ou quando esta néo € utilizada
devidamente pelo organismo. A insulina é o hormdnio que regula a glicemia, ou seja,
a concentragdo de glicose na corrente sanguinea. Desta forma, se esse horménio
nao é produzido ou ndo € utilizado devidamente, regista-se um aumento da glicose
sanguinea designada por hiperglicemia (Moore et al., 2004; Rang et al., 2008).

Estima-se que o DM alcancara o montante de 366 milhdes de pessoas em
todo o0 mundo e, de acordo com as estimativas realizadas, este nimero chegara aos
552 milhdes de diabéticos em 2030, devido ao envelhecimento da populagdo, uma
maior prevaléncia da obesidade, mudanca de habitos alimentares com dieta
hipercaldrica e rica em agucares, sedentarismo, entre outras (Whiting et al., 2011).

O Brasil esta em 4° lugar no ranking mundial de ocorréncia da doenca, atras
apenas dos Estados Unidos, China e india. A Federacao Internacional de Diabetes
(FID), estima que o numero de pessoas com diabetes no Brasil pode alcancar 19,2
milhées de pessoas em 2035 (FID, 2016). Estudos revelam que a prevaléncia de
diabetes aumentou com o avang¢o da idade, atingindo aproximadamente 20% da
populacdo das faixas etarias de 65 a 74 anos e de 75 anos ou mais, um contingente
superior a 3,5 milhdes de pessoas (lser et al., 2015).

2.1.2 Classificacao e etiologia

A classificacdo do diabetes melito inclui quatro classes clinicas: diabetes tipo
1, diabetes tipo 2, outros tipos especificos de diabetes e diabetes gestacional. A
classificacao é baseada na etiologia e ndo no tipo de tratamento, portanto, os termos
diabetes melito insulino-dependente e n&o insulino-dependente, amplamente
utiizados no passado, devem ser eliminados, usando-se em substituicdo, a
terminologia diabetes tipo 1 e diabetes tipo 2, respectivamente (Borg e Sherwin,
2000; Chacra e Moises, 2001; Ada, 2003a; Who, 2012).
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O diabetes tipo 1 representa 10% dos diabéticos (Hossain, Katar e El Nahas,
2007). Embora menos comum, esse tipo de diabetes é o mais agressivo. A etiologia
do diabetes tipo 1 esta diretamente relacionada a destruicdo das células beta do
pancreas. Por uma falha nas defesas do organismo, as células do sistema
imunoldgico destroem as células produtoras de insulina, as ilhotas de Langerhans,
encontradas no pancreas, de forma que a falta das inje¢des diarias do horménio
artificial podem levar a morte (Imagawa et al., 2000; Neiva, 2005).

O diabetes tipo 2 € o tipo adulto, isto é, o inicio geralmente ocorre apos os
45 anos, representando 80% dos casos; embora ja se tenha descrito que o diabetes
tipo 2 estd se manifestando mais precocemente, até mesmo na adolescéncia (Ada,
2000). A etiologia do tipo 2 de diabetes ndo esta claramente estabelecida, mas a
destruicdo auto-imune do pancreas nao esta envolvida. A obesidade, sobretudo
aquela cuja distribuicdo da gordura € predominantemente abdominal, é o fator de
risco mais relevante para o desenvolvimento dessa forma de DM. A hereditariedade,
o tabagismo, a idade acima de 40 anos, a sindrome dos ovarios policisticos, por
vezes o0 stress, e prévio diabetes gestacional também estdo associados ao maior
risco de desenvolvimento da doenga (Davidson, 2001; Erberly et al., 2003).

A categoria outros tipos de diabetes melito contém varias formas de DM
decorrentes de defeitos genéticos associados com outras doencas ou com o uso de
farmacos diabetogénicos (Oliveira e Milech, 2004).

O diabetes gestacional é a intolerancia a glicose, em variados graus de
intensidade, diagnosticada pela primeira vez durante a gestacdo, podendo nao
persistir apés o parto (Teixeira e Machado, 2001). Pacientes com diabetes que
engravidam ndo sdo classificadas como pertencentes a esse grupo. O diabetes
gestacional ocorre em 2% a 4% das gestacdes e é associado com aumento de
morbidade e mortalidade perinatal (Chacra e Moises, 2001).

2.1.3 Manifestacoes sistémicas e bucais

Os sinais e sintomas do DM incluem fome e sede, perda de peso, infeccdes
urinarias freqlientes, grandes volumes urinarios, cetoacidose, nauseas, vémitos,
aterosclerose de grandes e pequenos vasos sanguineos, insuficiéncia renal,
diminuicédo brusca da acuidade visual, neuropatia generalizada, impoténcia sexual e

Ulceras em membros inferiores (Lomba e Lomba, 2005).
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Varias altera¢des bucais tém sido observadas em pacientes diabéticos. Nos
diabéticos nao-controlados, as manifestagcoes bucais sao graves e sao as seguintes:
xerostomia e reducao do fluxo salivar, acentuada destruicdo do osso de suporte dos
dentes, mobilidade e perda dos dentes, ardéncia e dor na mucosa bucal, atrofia das
papilas linguais, aumento da incidéncia de lesbes de caries, alteracées na microbiota
da cavidade bucal com predominio de Candida albicans, estreptococos hemoliticos
e estafilococos, halito cetbnico associado a degradagao de gordura para a produgao
de energia e pulpite, podendo o dente afetado estar livre de carie (Carvalho et al.,
2003; Lindhe, Karring e Lang, 2005; Carranza et al., 2007).

A xerostomia (sensacgao subjetiva de boca seca que, geralmente, mas néao
necessariamente, estda associada com a diminuicdo da quantidade de saliva) é
relatada por 10 a 30% dos diabéticos (Neville et al., 2004; Costa et al., 2004; Tofoli
et al., 2005).

Nos pacientes com xerostomia, o tratamento pode consistir no uso de
estimulantes da saliva, mas quando as glandulas salivares ndo produzem saliva,
mesmo estimuladas, o melhor tratamento é o uso/recurso de salivas artificiais
(Chambers et al., 2007; Bartels, 2009).

Diversas salivas artificiais tém sido desenvolvidas com varias formulagdes
que sao comercializadas (Feio e Sapeta, 2005; Momm et al., 2005), entretanto,
ainda s&o escassos os estudos envolvendo saliva artificial. Em seus estudos, Roger
et al. (2011) cultivaram Streptococcus salivarius K12 em saliva artificial sob
condigcdes de pH e temperatura bucal, demonstrando que esses microrganismos

foram capazes de crescer rapidamente em saliva artificial.

2.1.3.1 Saliva

A saliva é uma secrecao exocrina mucoserosa, levemente acida, composta
por 99% de agua e uma grande variedade de substancias organicas (proteinas,
lipideos e carboidratos) e inorganicas (eletrélitos como o sodio, potassio, célcio,
magnésio, bicarbonato e fosfatos). Estdo presentes ainda, imunoglobulinas,
mucinas, produtos nitrogenados como uréia e amoénia e enzimas (Sonesson,
Eliasson e Matsson, 2003; Preetha e Banerjee, 2005; Chambers et al., 2007;
Bongaerts, Rosseti e Stokes, 2007).
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Estes componentes reagem tendo sua funcdo relacionada nas seguintes
areas: (1) bicarbonatos, fosfatos e uréia modulam o pH e a capacidade tampéao da
saliva; (2) macromoléculas de proteinas e mucinas servem para limpar, agregar,
e/ou unir 0s microrganismos orais e contribuir para o metabolismo da placa dental;
(3) célcio, fosfato e proteinas trabalham juntos como um fator de antisolubilidade e
modulam a desmineralizagdo e remineralizacdo dos tecidos dentais; e (4) as
imunoglobulinas, proteinas e enzimas como a lisozima, a lactoperoxidase e a
amilase favorecem a acao bactericida (Humphrey e Williamson, 2001; Almeida et al.,
2008).

O pH da saliva oscila entre os 6,5 e 7,4 (aproximadamente neutro) e possui
sistemas tampéao (bicarbonato, fosfatos e algumas proteinas), que contribuem para a
manutenc¢ao do pH fisiolégico (Feio e Sapeta, 2005; Cruz et al., 2013).

Varias funcbes sao atribuidas a saliva, dentre elas: funcao digestiva,
lubrificante, solvente para substancias com propriedade de sabor, defesa contra
microrganismos virulentos que invadem a cavidade bucal, limpeza bucal (diluindo
substancias introduzidas na cavidade bucal), além de protecdo da cavidade bucal
contra danos causados por alteracées do pH devido a sua capacidade tampéao
(Thylstrup e Fejerskov, 2001).

O fluxo salivar adequado é reconhecidamente um componente essencial
para a mastigacdo normal, paladar e degluticdo. A saliva é fundamental para a
lubrificacdo e protecdo da mucosa bucal, neutralizagdo de &cidos nocivos que
podem provocar o0 desenvolvimento de lesbes cariosas e destruicdo de
microrganismos. A diminuigdo do fluxo salivar pode aumentar a suscetibilidade as
ulceras bucais, infec¢coes bacterianas, virais, fungicas e lesdo de carie dentaria
(Silverman, Eversole e Truelove, 2004).

Diariamente, um individuo produz, em média, cerca de 0,5 a 1,0 litro de
saliva (Porter, Scully e Hegarty, 2004; Fejerskov e Kidd, 2007). As menores taxas de
fluxo salivar sdo encontradas no inicio da manha quando comparadas aquelas do
final da tarde. Estudos mostram que esse aumento se da nas primeiras horas do dia,
em torno de 25 a 50% ou cerca de 0,1mL/minuto (Flink, Tegelberg e Lagerlof, 2005).

A saliva desempenha um papel vital na absorcéo e dissolucao de farmacos
por via oral. Contudo, as propriedades reoldgicas e quimicas desse fluido podem
afetar fortemente a aderéncia das formulagées bioadesivas (Madsen et al., 2013).
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2.1.4 Diagnostico

O diagnostico correto e precoce do diabetes melito e das alteragdes da
tolerancia a glicose é extremamente importante porque permite que sejam adotadas
medidas terapéuticas que podem evitar o aparecimento de diabetes nos individuos
com tolerancia diminuida e retardar o aparecimento das complicagdes crénicas nos
pacientes diagnosticados com diabetes (Gross et al., 2002).

Uma anamnese bem conduzida, além de exames laboratoriais
complementares, podem levar ao diagndstico do diabetes melito (Ress e Hallmon,
2001).

Em individuos normais, a concentragéo plasmatica de glicose situa-se entre
70 e 99 mg/dL. Niveis superiores indicam graus variados de tolerancia a glicose
(pré-diabetes) ou diabetes (Tabela 1), cujos critérios diagnosticos foram atualizados
pela American Diabetes Association (ADA) (Alves et al., 2006).

Tabela 1 — Critérios para o diagnéstico do Diabetes.

Categoria Glicemia (mg/dl)
Jejum Ao acaso 2h (TTOG)
Glicemia normal <99 _ <140
Glicemia de
jejum alterada 100-125 _ _
Pré-diabetes Ao & - - 140 e < 200
glicose
Diabetes tipo 1 ou 2 > 126 =200 =200
Diabetes gestacional =110 =200 =140

Fonte: American Diabetes Association (2004).

Notas:- Glicemia de jejum: auséncia de ingestao cal6rica por pelo menos 8 horas.

- Glicemia ao acaso: glicemia realizada em qualquer hora do dia sem levar em consideracdo o tempo
desde a ultima refei¢cdo. O diagnéstico deve ser confirmado medindo a glicemia em jejum ou 2 h ap6s
0 TTOG (Teste de Tolerancia Oral a Glicose).

- TTOG: é a medida da glicemia basal e 2 horas ap6s a ingestao de 1,75 g/kg de glicose (max. 75 g).
- Um resultado positivo em qualquer dos testes acima devera ser confirmado nos dias subseqlentes
medindo a glicemia em jejum ou 2 h apos o TTOG.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) manteve a recomendacdo do

emprego do teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) como método ideal para o
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diagnéstico do diabetes, tanto em bases individuais como em estudos
epidemioldgicos. A ADA também considera o TTOG como o teste de referéncia para
o diagnéstico de diabetes, pois € mais sensivel para identificar individuos com
diabetes e alteragdes da tolerancia a glicose (Gerstein, 2001).

2.1.5 Complicacoes e tratamento

Ha relatos indicando que os pacientes diabéticos sdo suscetiveis a
complicacdes que causam morbidade e mortalidade prematura. O paciente pode
experimentar diversos problemas simultaneamente ou um Unico pode predominar no
quadro clinico. S&o complicagdes: retinopatia, nefropatia, doenga macrovascular,
doenca periodontal e dificuldade na cicatrizacdo de feridas (Silverman, Eversole e
Truelove, 2004; Patel et al., 2012).

Sensacao de desmaio, fraqueza, irritabilidade, palidez, nervosismo, tontura,
ansiedade, perda de concentragdo, sonoléncia, dor de cabeca, palpitagdes, falta de
coordenacgdo motora, convulsées e coma sdo outras complicacées que podem ser
destacadas (Lauda, Silveira e Guimaraes, 1998; Gregori, Costa e Campos, 1999).

A insulinoterapia constitui o item principal no tratamento do diabetes melito
tipo 1, sendo essencial para a vida desses pacientes, mas pode vir a ser necessaria,
também, para o tratamento do diabetes melito tipo 2 (Dib e Calliari, 2001; Matheus,
Ahmed e Villar, 2001).

No entanto, a administragdo de insulina além de promover desconforto aos
pacientes em decorréncia das injecoes diarias, também pode provocar complicacdes
e reacOGes cutdneas, como lipodistrofia insulinica (les6es lipoatroficas, que
evidenciam uma reagao antigeno - anticorpo, sugerindo um mecanismo imunoldgico
na patologia destas lesdes), lipohipertrofia, ndédulos endurecidos, equimose,
ardéncia, prurido e também alergia a insulina, a qual pode incidir no local da
aplicacéo ou se caracterizar por uma reacao sistémica (Davidson, 2001).

Os sinais e sintomas de alergia localizada podem surgir de uma reacao
imediata com urticaria, enduracado e prurido; de uma reacao intermediaria, com
lesbes pruriginosas, endurecidas e dolorosas ou de uma reacdo tardia,
apresentando lesdes pruriginosas, endurecidas, eritematosas, com queimacao local,
justificando-se assim o emprego de outros métodos de administracdo de farmacos
(Silva, 2001).
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Quanto ao tratamento do diabetes melito tipo 2, a prevengao primaria, no
que se refere aos fatores de risco, se faz com um regime alimentar saudavel e
atividade fisica regular. Essas acOes preventivas reduzem ou adiam as
necessidades de atencdo a doenga. A prevencado secundaria inclui diagndstico
precoce e tratamento apropriado. O controle da hipertensdo, do colesterol e dos
niveis de glicemia, assim como o uso de hipoglicemiantes orais pode reduzir
substancialmente o risco de complicacdes e desacelerar sua progressao (Opas,
2003).

2.1.6 Custos globais com o diabetes

O diabetes traz um grande impacto econémico para as nagdes. A FID
estimou que em 2010 os custos globais com a doenca foram de US$ 376,0 bilhdes
(FID, 2015). Sé nos Estados Unidos e na América Latina, por exemplo, 0s custos
diretos e indiretos com a doenca totalizaram 132 bilhées de dblares e 94,3 bilhdes,
respectivamente (ADA, 2003b). Andlises de custo do tratamento para o diabetes em
paises latino-americanos demonstraram a significante carga econdmica da doenca
para os sistemas de saude e sociedade (Arredondo, Zuniga e Parada, 2005;
Caporale, Calvo e Gagliardino, 2006).

Os custos do DM afetam o individuo, a familia e a sociedade, porém nao séo
apenas econdmicos. Os custos intangiveis (p. ex., dor, ansiedade, inconveniéncia, e
perda de qualidade de vida) também apresentam grande impacto na vida das
pessoas com diabetes e seus familiares, o que e dificil de quantificar (SBD, 2015).

Os custos diretos com DM variam entre 2,5 e 15% do orcamento anual da
saude de um pais, dependendo de sua prevaléncia e do grau de complexidade do
tratamento disponivel. Estimativas do custo direto para o Brasil oscilam em torno de
3,9 bilhées de ddlares americanos, em comparacao com 0,8 bilhdo para a Argentina
e 2 bilhdes para o México (ADA, 2013).

Estimativas recentes dos custos do tratamento ambulatorial dos pacientes
com diabetes pelo Sistema Unico de Saude brasileiro sdo da ordem de US$
2.108,00 por paciente, dos quais US$ 1.335,00 sao relativos a custos diretos (Bahia
et al., 2011).

A OMS reconhece a importancia da fitoterapia, sugerindo ser uma opcao
terapéutica viavel e importante também as populagbes dos paises em
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desenvolvimento, ja@ que seu custo é diminuido quando comparado aos
medicamentos obtidos por sintese quimica (Rezende e Cocco, 2002).

O uso de terapias menos onerosas para o tratamento de enfermidades
cronico-degenerativas representa ganho importante nos investimentos humanos e
financeiros empregados na area de saude no Brasil. Assim, os fitoterdpicos podem
atuar como forma opcional de terapéutica levando em consideracao o menor custo,
e cujos beneficios adicionam-se aos da terapia convencional. Para tanto, séo
necessarios maiores investimentos para estudos cientificos nessa area de maneira a
levar a comprovacao da eficacia dessas espécies como hipoglicemiantes garantindo
a seguranca e eficacia na aplicagdo por parte dos profissionais de saude (Borges,
Bautista e Guilera, 2008).

2.2 Fitoterapia

As plantas sdo uma fonte de medicamentos para os seres humanos desde
tempos imemoriais (Bhusan et al., 2010; Rizvi e Mishra, 2013). Ao longo dos
milénios, o homem, empiricamente, aprofundou seus conhecimentos para a melhoria
nas condi¢coes de alimentagcdo e cura de suas enfermidades, demonstrando uma
estreita relacdo entre o uso de plantas e sua propria evolucado (Devienne, Raddi e
Pozetti, 2004).

De etimologia grega, a palavra Fitoterapia decompbe-se em Phyton e
Therapeia que significam planta e tratamento, respectivamente (Newall, Anderson e
Phillipson, 2002; Rosa, Barcelos e Bampi, 2012). Apés um periodo de laténcia,
devido a descoberta dos farmacos modernos e sintéticos, a fitoterapia tem registado
nas ultimas décadas um aumentado exponencial, principalmente nos paises
industrializados (Barata, 2008; Spiteri et al., 2013).

A fitoterapia é uma éarea ampla, sendo necessario para a melhor
compreensao conhecer algumas definicbes importantes que a envolvem.
Primeiramente, é importante diferenciar planta medicinal de fitoterapico. Para Veiga
Junior et al. (2005), a planta medicinal é "todo e qualquer vegetal que possui, em um
ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que
sejam precursores de farmacos semi-sintéticos". O fitoterapico, por sua vez, € um
medicamento tecnicamente obtido, com formulacdo especifica, empregando-se

apenas matéria prima de fonte vegetal, cujo efeito tenha sido comprovado
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cientificamente (Kalluf, 2008), sendo caracterizado pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade (Brasil, 2004).

A garantia de qualidade do material vegetal a ser processado é fundamental
na preparagdo de fitoterapicos, devendo considerar-se aspectos botanicos,
quimicos, farmacolégicos e de pureza. Por esse motivo, além do teor de substancia
ativa e intensidade das atividades farmacoldgica e toxicoldgica, outros aspectos de
qualidade a serem avaliados sdo a carga microbiana, contaminagdo quimica por
metais pesados, pesticidas e outros defensivos agricolas, além da presenca de
matéria estranha como terra, areia, partes vegetais, insetos e pequenos vertebrados
ou de produtos oriundos destes (Brasil, 2004).

Também €& necessario, neste interim, destacar a droga vegetal, que é a
planta inteira, ou as partes, que apdés a coleta, secagem, estabilizacdo e
conservagao, passam a ser utilizadas na preparagdo de medicamentos,
considerando que o principio ativo € o responsavel pelos efeitos terapéuticos, tanto
das plantas in natura, na forma de droga vegetal ou nas diferentes formas
farmacéuticas (Kalluf, 2008; Brasil, 2010).

A natureza nao fornece seus produtos com uma composicdo definida e
padronizada. Os constituintes das plantas medicinais podem variar grandemente em
razdo de fatores genéticos, clima, qualidade do solo e outros fatores externos. O
material obtido das plantas medicinais cultivadas apresenta variagbes menores do
que o material conseguido de plantas que crescem livremente. Outra vantagem do
cultivo € que o aumento dos constituintes pode ser monitorado durante o
crescimento da planta, tornando possivel determinar o momento ideal para a
colheita (Schulz, Hansel e Tyler, 2002).

A transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a
preservacao da integridade quimica e farmacol6gica do vegetal, garantindo a
constancia de sua acao bioldgica e a sua seguranga de utilizagcao, além de valorizar
seu potencial terapéutico (Miguel e Miguel, 1999).

A OMS estima que 80% da populacdo mundial utiliza medicamentos a base
de plantas. Como tal, o interesse nos sistemas terapéuticos indigenas que usam
medicamentos a base de plantas, tem sido crescente. Esta preocupacao foca-se
num desenvolvimento e aperfeicoamento destes sistemas que posteriormente se

traduzem em melhores cuidados de saude (Bhusan et al., 2010).
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O consumo de medicamentos de origem vegetal decorre, basicamente, do
fato desses produtos representarem terapias de menor custo em relacao aquelas
normalmente oferecidas pela industria farmacéutica. Estudos demonstram que
apenas 30% dos medicamentos comercializados sao originados direta ou
indiretamente de plantas (Devienne, Raddi e Pozetti, 2004).

Os meédicos e a populagdo em geral carecem de informagbes objetivas e
seguras sobre os recursos fitoterapicos para o diabetes melito. Enquanto isso,
inumeros pacientes persistem no uso de chas de plantas para “tratar” a doenca,
baseando-se na chamada sabedoria popular, aguardando quem as queira, possa
estudar, e conhecé-las cientificamente, separando em definitivo o mito da realidade

quanto aos seus riscos e beneficios (Braganca, 1996).

2.2.1 Plantas utilizadas no tratamento do diabetes melito

Muitas espécies de plantas tém sido usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para tratar os sintomas do diabetes melito. O mecanismo de
acao pelos quais as plantas reduzem a glicemia podem ser atribuidos aos seguintes
fatores: aumento da liberacdo de insulina através da estimulacao das células beta
pancredticas; resisténcia aos horménios que aumentam a glicemia; aumento do
namero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina; diminuicdo da perda de
glicogénio; aumento do consumo de glicose nos tecidos e 6rgaos; eliminacao de
radicais livres; resisténcia a peroxidacdo dos lipideos; correcdo da desordem
metabdlica causada em lipideos e proteinas e estimulo ao aumento da micro-
circulagdo do sangue no organismo (Negri, 2005).

Ainda segundo o mesmo autor, as plantas medicinais usadas
tradicionalmente no tratamento do diabetes melito demonstraram que, em sua
maioria, estas possuem caracteristica hipoglicemiante, confirmando a utilizacao das
mesmas como antidiabéticas na medicina popular.

No Quadro 1, encontram-se as principais plantas utilizadas para o diabetes
melito no Brasil (Braganca, 1996), e em Jodo Pessoa - PB (Carvalho, Diniz e
Mukherjee, 2005).
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Quadro 1 — Principais plantas utilizadas para o Diabetes Melito no Brasil e em Jodo Pessoa -

PB.
Nome Cientifico Nome Parte Estudos in Autores - Ano
Popular Usada vivo
Chrysobalanus iaco L Abagiru Folhas Clinicos Presta, 1986
Allium sativum L Alho Bulbo Pré-clinicos; | Grover et al., 2002; Braganga,
pré-clinicos 1996
e clinicos
Aloe sp Babosa Folhas Pré-clinicos Rajasekaran et al., 2004;
Grover e Vats, 2001
Chataranthus roseus L G | Boa noite Folhas Pré-clinicos Nammi et al., 2003
Don
Anacardium occidentale L | Cajueiro Cascas Barbosa, 1988
Baccharis genistelloides P | Carqueja Planta Clinicos Bragancga, 1996
inteira
Allium cepa L Cebola Bulbo Pré-clinicos | Augusti, 1973; Kumari et al.,
1995; Grover et al., 2002
Eucaliptus globulus Labill | Eucalipto Folhas Pré-clinicos Gray e Flatt, 1998
Annona muricata L Graviola Folhas, Bragancga, 1996
fruto -
Cissus verticillata L Insulina Folhas Pré-clinicos; | Beltrame, 2001 Pepato et al.,
vegetal clinicos 2003; Vasconcelos, 2004;
Lima, 2007; Rosendo, 2009
Mormodica charantia L Melao-de- Fruto Pré-clinicos | Day et al., 1990; Grover et al.,
séo- 2002
caetano
Bauhinia forticata L Pata de Folhas Pré-clinicos | Modesto-Filho, 1989; Lino et
vaca al., 2004; Silva et al., 2002
Phillanthus sp Quebra- Pré-clinicos | Raphael et al., 2002; Grover et
pedra al., 2001
Bumelia sartorum Mart Quixaba | Cascade | Pré-clinicos | Almeida et al., 1985; Naik et
raiz al., 1991; Modesto-Filho, 1989
Punica granatum L Roma | Raiz, caule | Pré-clinicos Jafri et al., 2000
e folhas
Bowdichia virgiloides Kunth | Sucupira | Cascado | Pré-clinicos Braganca, 1996
caule

Fonte: Adaptado de Braganca, 1996; Carvalho, Diniz e Mukherjee, 2005.

Ao analisar a prevaléncia do uso de plantas medicinais consideradas

hipoglicemiantes por pacientes diabéticos no municipio de Vitéria de Santo Antéo -

PE e comparar este conhecimento etnofarmacolégico com estudos descritos na

literatura cientifica, Santos, Nunes e Martins (2012) observaram que 36% dos

entrevistados relataram o uso de plantas medicinais consideradas hipoglicemiantes,

e a Cissus verticillata (L.) estava entre as cinco mais empregadas com essa

finalidade.
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2.2.2 Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis

Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis € uma planta origindria da
Republica Dominicana (Cano e Volpato, 2004). O género Cissus € o maior da familia
Vitaceae, sendo constituido de cerca de 350 a 400 espécies de trepadeiras, com
uma distribuicdo pantropical (Beltrame et al., 2001).

A classificagdo botanica da espécie Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E.

Jarvis, encontra-se discriminada no Quadro 2.

Quadro 2 — Classificagao da espécie Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis.

Classificacao da Espécie Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Rosidae
Ordem Rhamnales
Familia Vitaceae
Género Cissus
Espécie Cissus verticillata (L.)
Nome vernacular “Insulina”

Fonte: Vasconcelos, 2004.

Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis apresenta como sindénimo
Cissus sicyoides (Mikich e Silva, 2001). De acordo com Lorenzi e Matos (2002), sao
sinbnimos da espécie Cissus verticillata (L.): Cissus canescens Lam., Cissus
compressicaulis Ruiz & Pav., Cissus ovata Lam., Cissus smilacina Kunth, Cissus
tamoides Cambess., Cissus umbrosa Kunth, Phoradendron verticillatum (L.) Ducke,
Spondylantha aphylla C. Presl, Viscum vertticillatum (L.), Vitis sicyoides (L.) Baker.

Estudos quimicos realizados com Cissus verticillata (L.) mostraram a
presenca de alcaldides, flavondides, saponinas, taninos e sais de magnésio,
manganés, silicio, calcio, fésforo e potassio (Silva, 1996).

Beltrame et al. (2002) isolaram das partes aéreas de Cissus verticillata (L.)
Nicolson & C.E. Jarvis um novo glicosideo cumarinico: 5,6,7,8-tetrahidroxicumarina-
Sbeta-xilopiranosideo, obtendo também a cumarina sabandin; dois flavonodides,
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campferol 3-rhamnosideo e quercetina 3-rhamnosideo; dois esterdides, o sitosterol e
o 3beta-O-beta-D-glicopiranosilsitosterol.

Na fracdo acetato de etila, do extrato aquoso das folhas, foram isolados os
flavonodides kaempherol (3,5,7-tri-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4h-1-benzopiran-4-ona),
luteolina (2-(3,4-Di-hidroxifenil)-5,7-dihidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona) e sulfato de
3’luteolina (Barbosa et al., 2002), estando as estruturas quimicas de alguns destes

compostos representadas na Figura 1.

i, _OH OH
HO. =~ _O ( J ~OH
T T P
\Il,\(r ]: Ht—j o _a_-_‘J-"'-""'-\._ .,,CJ._._ _",.-LE\. _.|-T
T oA LI
OH o T” H’ ™ OH
OoH )
Kaempherol Quercetina Luteolina

Figura 1 — Estruturas quimicas de alguns compostos presentes nas partes aéreas de Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis (Beltrame et al., 2002; Barbosa et al., 2002).

A presenca de compostos fendlicos e de flavondides na espécie de plantas
Cissus verticillata (L.), também foi confirmada por Barbosa et al. (2013),
demonstrando a atividade hipoglicemiante da mesma.

Na medicina popular, o cha das partes aéreas do Cissus verticillata (L.)
Nicolson & C.E. Jarvis € utilizado como antiinflamatoério, antiepiléptico,
antihipertensivo, antitérmico, antireumatico e antidiabético (Silva, Akisue e Oga,
1996).

Varios estudos farmacoldgicos de agédo hipoglicemiante e antilipémico tém
sido realizados com extratos fluidos, decocto, infuso e extrato aquoso de Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, em ratos normais e diabéticos, tanto de forma
aguda como cronica, verificando-se a diminuicdo da glicemia e dos triglicerideos nos
mesmos. Observou-se, nesses estudos, que a composi¢cao quimica das folhas e dos
talos ndo se alterou, nem mesmo qualitativamente durante a secagem, de maneira
que os autores concluiram que os resultados justificam o uso popular de Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis e o potencial beneficio dessa planta na
medicina alternativa e no tratamento do diabetes melito tipo 2 (Braganca, 1996;
Lizama, Martinez e Perez, 2000; Pepato et al., 2003; Viana et al., 2004).
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Pepato et al. (1998) realizaram estudos com Cissus verticillata (L.) Nicolson
& C.E. Jarvis para avaliar o pressuposto efeito “antidiabetogénico”. Os ensaios
farmacoldgicos foram realizados para observar o efeito da administracdo oral
prolongada do decocto das folhas (150 mL/L de agua) de Cissus verticillata (L.)
Nicolson & C.E. Jarvis a ratos diabéticos (50 mg/kg de peso de estreptozotocina por
via endovenosa), sobre 0o metabolismo dos carboidratos durante 30 dias. Também
investigaram o efeito da administracao prévia do decocto quando o grupo escolhido
aleatoriamente como experimental recebeu, por cinco dias, o decocto como
substituto da agua e, em seguida, os animais foram tornados diabéticos. Nesses
experimentos, semanalmente, durante 30 dias, determinou-se a glicemia e a
glicosuria e, quando do sacrificio dos animais, o glicogénio hepético. O tratamento
cronico com Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis melhorou a glicemia, o que
se refletiu na reducédo da glicosuria, porém o mecanismo de acdo nao ocorre por
uma reducéao da glicogendlise e/ou aumento na sintese de glicogénio.

No norte do Parana, a Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis é
conhecida como insulina e o cha das partes aéreas é utilizado no tratamento do
diabetes melito tipo 2, cuja prevaléncia alcanca 7% da populacédo acima de 40 anos.
O wuso popular da Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis ocorre
concomitantemente ou em substituicdo ao tratamento médico convencional
(Beltrame et al., 2001).

Vasconcelos et al. (2002) realizaram estudo etnofarmacoldgico de Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis e constataram que as folhas sao utilizadas, sob
as formas de infusdo e decoccado, para o tratamento de diabetes melito. Nesse
mesmo estudo, a ingestédo do infuso, preparado com 1,0 grama de p6 das folhas (3
folhas secas) em 150 mL de agua, uma vez ao dia, corresponderia a posologia mais
utilizada da planta. Sendo assim, os autores realizaram preparacoes semelhantes as
utilizadas pelo grupo de estudo, determinaram o0 peso seco de varias amostras de
1,0 mL, e o material obtido pesou em média 1,8 mg de sélidos. Como o ser humano
(peso médio dos voluntarios do estudo era de 60 kg) ingere cerca de uma xicara
(150 mL) do infuso/dia, concluiram que a dose de uso popular era de 4,5mg/kg/dia.

Ainda de acordo com os estudos de Santos (2007), em ensaios clinicos de
fase Il com as folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis em individuos
intolerantes a glicose e diabéticos tipo 2, constatou-se que a Cissus verticillata (L.)
Nicolson & C.E. Jarvis ndo causou alteragdes clinicas, hematologicas, bioquimicas
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gerais e eletrocardiograficas, confirmando a seguranca da utilizacdo da mesma,
como alimento, pela populagao.

Em ensaios realizados para determinar o grau de toxicidade — investigagéao
da dose letal 50% (DL s0), apresentado pela fracdo aquosa das folhas (FAF) de
Cissus verticillata (L.), observou-se que ndo houve mortes dos camundongos Swiss
em nenhuma das duas vias de administracdo utilizadas — oral e intraperitoneal,
demonstrando assim que o produto avaliado possui toxicidade aguda relativamente
baixa (Vasconcelos et al., 2007).

Almeida et al. (2007), realizaram estudos com as partes aéreas de Cissus
verticillata (L.) avaliando o efeito do extrato hidroalcodlico em ratas gravidas e suas
crias, utilizando os seguintes parametros: duracdo da gestacdo, numero de crias
para incubar, ganho de peso materno, reflexo postural, dia de abertura de olhos e
dia de passagem para a fase adulta. Os resultados mostraram que Cissus verticillata
(L.) ndo exerce nenhum efeito no indice de fertilidade. Porém, todas as doses (300,
600 e 1000 mg/kg) haviam promovido alteracdo no reflexo postural, mas ndo no
parametro “abertura dos olhos”, nem na passagem a fase adulta, que é uma
importante fase de desenvolvimento neuroldgico para a cria. A Cissus verticillata (L.)
ndao modificou a temperatura corpérea, nem a deambulacdo do animal em todos os
periodos.

Rosendo (2009), analisando a eficacia da planta Cissus verticillata (L.)
Nicolson & C.E. Jarvis, em pacientes com diagnostico de diabetes melito tipo 2,
através da concentracao de glicose na saliva e no sangue, constatou que o infuso da
Cissus verticillata (L.), foi capaz de produzir um efeito hipoglicemiante quando

administrado por um periodo de oito semanas.

2.3 Sistemas de liberacao controlada de farmaco

A utilizacao dos sistemas de liberacao de farmacos (Drug-delivery systems)
surgiu desde a década de 1980. Mas tem-se evidenciado uma significativa busca no
mercado por novos sistemas farmacéuticos para o transporte de farmacos. Sistemas
estes que atuem como alternativas terapéuticas mais eficientes e que possibilitem o
aumento da biodisponibilidade dos farmacos, com o consequente aumento da
eficiéncia do efeito farmacoldégico e de uma possivel diminuicdo dos efeitos
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colaterais, sendo assim administrados com mais segurangca (Baumgartner et al.,
2000).

Formas farmacéuticas ndo convencionais ou de liberacdo modificada,
também conhecida como Novos Sistemas Transportadores de Farmacos (NSTF)
diferenciam-se por apresentarem modificacdo da taxa de liberacdo ou do local onde
a substancia ativa é liberada, quando comparada as formas farmacéuticas
convencionais (Manadas, Pina e Veiga, 2002).

A industria farmoquimica tem-se destacado pelo uso e aproveitamento de
matérias primas de baixo custo e facil acesso, como por exemplo, os materiais
poliméricos. Esses estdo sendo utilizados na liberacdo controlada de farmacos
(Trindade, 2006).

A escolha de um polimero para um sistema de liberacdo de farmacos
depende de varios fatores que correlacionam as propriedades do principio ativo dos
polimeros e demais excipientes que irdo fazer parte da formulacdo. Além disso, o
mecanismo pretendido de liberacdo do farmaco também interfere nessa escolha.
Para se chegar ao mecanismo desejado de liberagcdo do farmaco, os polimeros
(sintéticos) podem ter suas propriedades moldadas ou pode-se trabalhar com uma
mistura de polimeros que apresentam propriedades diversas e, com a modificacao
da proporcao destes na formulacdo, pode-se chegar ao sistema de liberacdo que
satisfaca as necessidades do formulador (Oliveira e Lima, 2006).

Assim sendo, os sistemas de liberagdo controlada de farmacos utilizando
polimeros tém sido uma alternativa eficiente na administracdo de farmacos, pois
esses sistemas combinam um material polimérico, que pode ser chamado de
carreador, ao farmaco que se deseja administrar (Rodrigues, 2006).

Dentre esses materiais encontram-se as membranas poliméricas. Polimeros
biodegradaveis naturais e/ou sintéticos estdo sendo utilizados na fabricagdo destas
membranas, mas apenas alguns tém demonstrado biocompatibilidade. Entre os
polimeros que se destacam pela excelente biocompatibilidade estdo os
polissacarideos e, como exemplo, tem-se a quitina e a quitosana (Dodane e
Vilivalam, 1998; Freire et al., 2006).
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2.4 Biomateriais como carreadores

2.4.1 Quitina

A quitina é um polimero constituido por uma sequéncia linear de agucares
monomericos  -(1-4) 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose  possuindo  estrutura
semelhante a das fibras de celulose (Figura 2). A diferenca estrutural entre estas
duas fibras se deve aos grupos hidroxila, localizados na posi¢cao dois, que na quitina
foram substituidos por grupos acetamido (-NHCOCHs), sendo a mais abundante

fibra de ocorréncia natural depois da celulose (Gil e Ferreira, 2006).

a CH,OH CH>OH

= —

b CH,OH CH,OH

OH OH
- -1

Figura 2 — Estrutura quimica da quitina (a) e da celulose (b) (Santos, 2004).

A quitina é encontrada em abundancia na natureza e tem como principais
fontes naturais as carapacgas de crustdceos (notadamente caranguejo, camarao e
lagosta), sendo também encontrada em insetos, moluscos e na parede celular de
fungos (Dallan, 2005).

Uma grande variedade de aplicagdes médicas para a quitina ja foi proposta,
constituindo-se como um material biocompativel e biodegradavel pela agdo da
lisozima produzida no intestino dos animais. A quitina tem apresentado bons



50

resultados como material para suturas, sendo resistente ao ataque da bile, da urina
e do suco pancreatico; como material para curativos e em aplicacdes de liberagéao
controlada de farmacos. A desacetilagdo da quitina resulta na produgcdo da

quitosana (Fernandes, 2009).

2.4.2 Quitosana

A quitosana é um biopolimero hidrofilico, de baixo custo, renovavel e
biodegradavel, de grande importancia econémica e ambiental (Spin-Neto et al.,
2008). Trata-se de um polissacarideo natural, derivado do processo de
desacetilagdo da quitina, composta de unidades B-(1—4) D-glicosamina e 3-(1—4)
N-acetil-D-glicosamina, conforme esquematizado na Figura 3. Onde  corresponde a
estrutura cristalina, 1 e 4 sdo as posicoes enumeradas assim, devido aos grupos
funcionais presentes nessas posicoes e D significa dextrogeno, termo da isometria
Optica em que a luz polarizada € desviada para direita, em um carbono assimétrico
(Bruce, 2006).

NH,

Figura 3 — Estrutura quimica da quitosana (Santos, 2004).

Na quitosana ha a predominancia dos grupos amino caracterizados por
ligacdes covalentes (N-H), onde a eletronegatividade das ligacdes gera sitios de alta
polaridade tornando assim favoravel o rearranjo de moléculas e agua em torno
desses sitios. Essa caracteristica estrutural, associada aos grupos acetamido, que
também sdo polares e estdo presentes na cadeia polimérica, caracterizam um
material com alto grau de afinidade e retencdo de agua (Signini e Campana-Filho,
2001; Assis et al., 2003). Essa habilidade de absorcao e retencao de agua € um fator
importante para materiais implantaveis biodegradaveis, pois ela permite a absorgéao
de fluidos corpéreos e a transferéncia de nutrientes e metabdlitos (Thein-Han e
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Kitiyanant, 2007).

A quitosana é insoluvel em agua, em solventes organicos e em bases, mas é
soluvel na maioria das solucbes de acidos organicos com pH inferior a 6 (Damian et
al., 2005).

No estado sélido, a quitosana € um polimero semicristalino. Através de
experimentos de difragdo de raios X, foram encontradas quatro polimorfas do
polimero, sendo trés formas hidratadas e uma anidra (Vinsova e Vavrikova, 2008).
Essa polimorfa hidratada € a mais comumente encontrada e apresenta a mesma
estrutura que a quitosana disponivel no mercado (Okuyama et al., 2000).

O perfil semicristalino da quitosana € devido as fortes interacdes intra e
intermoleculares, caracterizadas pelas pontes de hidrogénio formadas entre os
grupos amina, alcool, amida e outros grupos funcionais presentes na molécula de
quitosana. Essas fortes interagcbes fornecem certa organizagdo a estrutura
cristalina da quitosana (Uragami e Tokura, 2006).

A quitosana também apresenta como uma de suas caracteristicas mais
promissoras, a sua excelente habilidade para ser processada em estruturas com
poros interconectados para formacao de scaffolds, que podem ser moldadas em
diversas formas tais como membranas, blocos, fibras e microesferas (Nwe, Furuike e
Tamura, 2009). Dentre as técnicas utilizadas para a fabricacdo, matrizes de
quitosana podem ser obtidas pelo processo de liofilizagao ou freeze drying, através
do qual € possivel obter scaffolds com diferentes densidades, formas e distribuicao
de tamanho dos poros, a depender das variaveis de processamento determinadas
(Uragami e Tokura, 2006; Correlo et al., 2007).

Os scaffolds sao suportes biolégicos ou sintéticos (matrizes tridimensionais,
arcaboucos, estruturas, etc), desenvolvidos com a finalidade de serem inseridos em
organismos vivos (Griffith e Naughton, 2002); permitindo a penetracao de nutrientes
e fatores osteoindutivos, bem como a fixacdo, migracao, diferenciacao, proliferacao
e crescimento das células (Salgado, Coutinho e Reis, 2004).

Além disso, os scaffolds apresentam como propriedades essenciais:
biocompatibilidade para evitar resposta imune e infeccao; interconectividade dos
poros para permitir a difusdo dos nutrientes e gases, a remog¢ao dos metabdlicos,
bem como, a vascularizagéo tecidual; resisténcia mecanica para suportar a pressao

hidrostatica; e biodegradabilidade adequada para que a taxa de degradacéo esteja
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ajustada a taxa de crescimento do novo tecido (Salgado, Coutinho e Reis, 2004;
Barbanti e Zavaglia, 2005).

2.4.2.1 Propriedades bioldgicas da quitosana

A quitosana tem propriedades interessantes para aplicacdo em engenharia
de tecido tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, acelera a recuperagéo
de lesbes, tem acdo analgésica, reduz o nivel do colesterol sanguineo auxiliando na
redugdo do peso, estimula os efeitos do sistema imunologico, além de ter se
mostrado um composto bacteriostatico e fungistatico. Além disso, os resultados de
sua degradacao em organismos vivos que sao as glicosaminas, sdo substancias nao
toxicas (Berger et al., 2004).

Entretanto, as aplicagbes e caracteristicas da quitosana dependem
fundamentalmente do grau de desacetilagdo e do tamanho da cadeia polimérica. O
grau de desacetilacao estd usualmente na faixa de 60% a 100% e influencia nao sé
as propriedades fisico-quimicas, incluindo a conformacéao da molécula de quitosana,
a deformacdo e a tensao de ruptura, como também a sua biodegradabilidade e
atividade imunolégica (Hsu et al., 2004).

Maiores proliferacdo celular e resisténcia mecénica sao observadas para
quitosana com maior grau de desacetilacao (Thein-Ham, Kitiyanant e Misra, 2008).
Por outro lado, a taxa de degradacgéao in vivo é inversamente proporcional ao grau de
desacetilagdo, podendo a quitosana permanecer inalterada por muitos meses depois
de implantada (Di Martino, Sittinger e Risbud, 2005).

A taxa de degradacao da quitosana € um importante fator a ser considerado
para sua aplicacdo biomédica e farmacéutica. E importante que polimeros como a
quitosana possam ser eliminados do organismo apds o cumprimento de sua fungéo,
e para isso, € necessario que o polimero seja reduzido a fragmentos menores
passiveis de sofrer, por exemplo, clearance renal (Kean e Thanou, 2010; Villanova
et al., 2010).

Grande destague tem-se dado a atividade antimicrobiana da quitosana,
apresentando ainda grande potencial para aplicagbes na agricultura, medicina,
odontologia e industria farmacéutica (Khor e Lim, 2003).

A atividade antimicrobiana esta relacionada a presenca de grupos

aminicos que, uma vez em contato com os fluidos fisioldégicos, provavelmente sédo
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protonados e se ligam a grupos anibnicos dos microrganismos, resultando na
aglutinacdo das células microbianas e inibicdo do crescimento (Cleasen, Whilhelms
e Kulicke, 2006).

Outros estudos revelam que o mecanismo da atividade antimicrobiana da
quitosana estd intimamente relacionado as propriedades fisico-quimicas do
polimero e as caracteristicas da membrana do microrganismo. Ja foi comprovado
que a atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas aumenta, quanto
maior for a massa molar do polimero, enquanto que, para bactérias gram-
negativas, quanto menor for a massa molar da quitosana, maior a atividade
antimicrobiana. Deste modo, os efeitos da quitosana parecem ser distintos nos
dois tipos de bactérias: no caso das bactérias gram-positivas, a hipdétese € que a
quitosana de alta massa molar forma peliculas ao redor da célula que acabam
por inibir a absorgdo de nutrientes. Por outro lado, a quitosana de baixa massa
molar penetra mais facilmente em bactérias gram-negativas, causando disturbios
no metabolismo desses microrganismos (Silva, Santos e Ferreira, 2006).

Ainda de acordo com 0os mesmos autores, tanto a quitina como a quitosana
reduzem o tempo de coagulacdo sanguinea de forma dose-dependente, sendo a
quitosana mais eficaz do que a quitina. Esse fato se deve a capacidade da
quitosana em agregar tanto as plaquetas como os eritrdcitos, pela interacao entre
as cargas positivas dos grupos aminicos livres com as cargas negativas dos
receptores das hemacias. A acao da quitosana sobre as plaquetas produz mais um
efeito benéfico, que é a liberacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas
AB e fator de transformacdo do crescimento (1, que desempenham papel
importante na cicatrizagao.

Sendo assim, a quitina e a quitosana podem ser empregadas no tratamento
de ferimentos ou queimaduras, sob a forma de filmes de recobrimento (membranas),
solucdes coloidais ou esponjas (Craveiro e Craveiro, 2000).

Além disso, a quitosana possui propriedade imunomoduladora, o que se
deve a sua capacidade de ativar quase que exclusivamente os macréfagos. Isto
explica ndo s6 o papel da quitosana na aceleracdo da cicatrizagdo de lesdes, mas
também a degradacéo desse polimero no organismo (Fernades, 2009).

Sendo assim, varios estudos sobre a quitosana com aplicacao em implantes,
reconstituicdo de tecidos e liberacdo controlada de farmacos demonstraram o uso

promissor desse material (Khor e Lim, 2003; Lima, 2010).
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2.4.2.2 Emprego da quitosana em sistemas de liberacao controlada de

farmacos

O desenvolvimento de formulagdes que tenham como via de administragdo a
pele se tornou uma estratégia interessante para farmacos cujo sitio de acao € a
propria pele ou algum outro alvo no organismo, sendo uma alternativa para superar
aspectos indesejados relacionados a farmacocinética e farmacodinamica (Silva et
al., 2010).

A quitosana possui propriedades bioadesivas, o que estende sua utilizagao
ndao s6 na pele, mas também em mucosas, que também faz parte da via de
administragdo tépica. A bioadesdo é a propriedade que um material natural ou
sintético possui de aderir a um tecido bioldgico, sendo que, se este tecido for uma
mucosa, se emprega o termo mucoadesédo (Chiappetta et al., 2006).

Sistemas mucoadevisos apresentam diversas vantagens. Entre elas
podemos destacar: 0 aumento do tempo de permanéncia em uma determinada
regido, podem ser formulados como sistemas de liberacdo prolongada ou
controlada, melhoria substancial do contato do farmaco dissolvido com a mucosa
melhorando sua absorcéo, possibilidade de administracao de substancias facilmente
degradaveis minimizando sua alteracdo pelo meio biolégico ao entorno devido ao
intimo contato com a mucosa (Rodriguez et al., 2000).

As membranas de quitosana possuem uma adequada resisténcia mecéanica
aliada a uma permeabilidade molecular seletiva. Por ser um material seletivamente
permedavel, a quitosana surgiu como bom candidato a meio de liberacao controlada
de medicamentos no meio gastrintestinal e na mucosa bucal, tendo sido proposto
utiliza-la como material para a liberacdo de antibidticos para a reducao bacteriana
local em aplicagcbes orais (Ravi Kumar, 2000; Ikinci et al., 2002; Takeuchi et al.,
2003).

Varios estudos tém sido desenvolvidos associando-se a quitosana a
farmacos, com finalidades diversas. Lima (2010) desenvolveu biofilmes de
quitosana/insulina, verificando ao final que os mesmos apresentaram potencial para
aplicacao em sistema de liberacao controlada de farmacos.

Holanda (2011) desenvolveu e avaliou membranas de quitosana reticuladas
com TPP, concluindo que as mesmas apresentaram viabilidade para serem
utilizadas como biomaterial em sistema de liberacao controlada de insulina.
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Furtado (2014), desenvolveu a avaliou membranas de quitosana para uso
em sistema de liberacao controlada da curcumina para o tratamento do melanoma,
verificando ao final que o sistema desenvolvido apresentou potencial para
aplicagbes em liberagdo controlada de farmaco, e as membranas de
quitosana/curcumina mostraram-se eficaz para o tratamento do cancer.

Nascimento (2014), desenvolveu e avaliou comparativamente membranas
de quitosana/piperina ndo reticuladas e reticuladas para aplicagdo como sistema
transdérmico para liberagcado controlada de farmacos, chegando a conclusao que o
sistema desenvolvido apresentou-se como promissor.

Cruz (2015) avaliando a liberacao controlada de farmacos antineoplasicos
em scaffolds tridimensionais de quitosana constatou que os scaffolds formados
apresentaram propriedades morfologicas e fisico-quimicas que podem contribuir
para carrear farmacos antineoplasicos, e cuja taxa de degradacao pode ser
controlada pela reticulacao dos mesmos.

Baseado em todos esses estudos e devido as caracteristicas apresentadas
pela quitosana, membranas de quitosana além de serem empregadas em sistemas
de liberagdo de farmacos, sdo amplamente utilizadas em outras aplicagdes, como:
empacotamento de alimentos, pele artificial e cicatrizagdo de ferimentos (Chen et
al., 2002).



56



57

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

e (Quitosana de baixa massa molecular - Grau de desacetilacao entre 75-
85%, Sigma Aldrich® (Lote MKBD 3830).

e Acido Acético Glacial P.A., Sigma Aldrich® (Lote SZBB1470V).

e Hidréxido de sédio em micro pérola P.A. - Massa molar 40,00 g/mol,
nuamero de referéncia 01564, Neon (CAS N° 1310-73-2).

e Hidréxido de aménio 28-30% P.A. - Massa molar 35,05 g/mol, numero de
referéncia 4108, Neon (CAS N 1336-21-6).

e Tripolifosfato de sédio - Sigma Aldrich® (Lote 16529COV).

e Phosphate Buffered Saline (PBS) - Sigma Aldrich®, pH = 7,4, sob nimero
de referéncia P4417 — 50TAB.

e Lisozima - Sigma Aldrich® (Lote BCBG4804V).

e Saliva artificial - Produzida segundo o Formulario Nacional da
Farmacopeia Brasileira, 22 edicdo Rev. 02 140, na Farmacia de Manipulagéao
ROVAL.

e Extrato alcodlico de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis.
3.2 Metodologia
3.2.1 Tipo e local da pesquisa

Foi desenvolvida uma pesquisa laboratorial, in vitro e quantitativa no
Laboratorio de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste
(CERTBIO), localizado na Unidade Académica de Engenharia de Materiais, na
Universidade Federal de Campina Grande/ UFCG.

3.3 Material vegetal

Na Figura 4 evidencia-se um fluxograma das etapas de coleta e identificacao
da planta, bem como de obtencao do Extrato Alcodlico Bruto (EAB).
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Figura 4 — Fluxograma das etapas de coleta, identificacdo da planta e obtencdo do EAB

(Autor, 2016).

3.3.1 Coleta e identificacao da planta

As folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis (Figura 5) foram
coletadas no més de Agosto/2014, as 6 horas da manha, no Horto de Plantas
Medicinais do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da

Universidade Federal da Paraiba (UFPB), onde a planta foi cultivada.
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Figura 5 — Apresentacao das folhas e frutos de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis
(Autor, 2016).

Com a finalidade de identificar botanicamente a espécie vegetal utilizada no
estudo, partes aéreas (folhas e frutos) de plantas adultas frescas foram prensadas

(Figura 6), em seguida postas para secagem em estufa artesanal a uma temperatura
de 38°C por 72 horas, para confeccao de exsicatas.

1

17 TR T
TR
LI

(1T TA R T

Figura 6 — Prensa utilizada (a) e imagem da espécie vegetal antes do processo de secagem
na estufa artesanal (b) (Autor, 2016).

A identificacao botanica da planta foi realizada pelo Professor Lombardi, J
(Anexo A). Amostras representativas das exsicatas foram depositadas no Herbario

CSTR, localizado no Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR/UFCG), sob niumero
de tombo — CSTR 5170.
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3.3.2 Obtencao do extrato vegetal

e Processo de secagem

As folhas foram desidratadas em estufa com ar circulante, a 38°C, por 72
horas, e trituradas em moinho tipo Harley, sendo o rendimento médio de 17%

aproximadamente (Figura 7), seguindo a metodologia de Vasconcelos (2004).

Figura 7 — Rendimento médio de 17% das folhas da planta Cissus verticillata (L.) Nicolson &
C.E. Jarvis (Autor, 2016).

e Preparacao do extrato vegetal

O extrato alcodlico (EA) do p6 das folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson &
C.E. Jarvis foi preparado através do método de remaceragédo. O p6 das folhas secas
foi extraido com alcool a 95% a temperatura ambiente (26°C), em um interpolador

de aco inox, e deixado em repouso por 72 horas (Figura 8).

Figura 8 — P6 das folhas de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis com alcool a 95%,
em interpolador de ago inox (Autor, 2016).
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Em seguida, o material foi filtrado e submetido a uma nova extracao por
48horas. Dessa forma, esse procedimento foi repetido para extracao exaustiva do
material vegetal. Mediu-se o pH do filtrado obtido e, em seguida, ele foi colocado em
rota evaporador rotatério R-210 BUCHI (Figura 9), a pressdo de 64 Bar com
temperatura de 40°C, por um periodo de 48h.

Figura 9 — Rota evaporador rotatério R-210 BUCHI (Autor, 2016).

Ao final, foi obtido um material escuro, higroscépico, denominado extrato
alcodlico bruto, com uma quantidade massica de 85,89, como pode ser observado

na Figura 10.

Figura 10 — Extrato alcodlico bruto de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis (Autor,
2016).
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3.3.3 Screening fitoquimico

Para a caracterizagao fitoquimica da planta foram realizados testes classicos
de identificacdo para os principais grupos de principios ativos: alcaléides (reacdes
de Bouchardat, Mayer, Dragendorff e Acido Silico-Tungstico), esteréides (reacédo de
Liebermann-Buchard), taninos (reagdo de gelatina a 0,5% e reagdo com cloreto
férrico a 2%), flavondides (fita-magnésio e fluorescéncia) e saponinas (teste de
espuma), evidenciados no Anexo B.

3.4 Fase Exploratodria

Na fase exploratéria, foram desenvolvidos filmes e scaffolds de quitosana
sem e com a incorporacao da droga vegetal, conforme esquema apresentado na
Figura 11.
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Preparacao da Solucéo de Quitosana

v
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v v
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Estufa bacteriologica a 37 °c por 7 dias

Reticulacao Neutralizacao Neutralizacao
TPP NaOH NH,OH NaOH
Secagem a temperatura Capela para Exaustéo por Congelamento e
ambiente 72h Liofilizacao
Secagem a temperatura
ambiente
Caracterizacao dos Filmes e Scaffolds Caracterizacao dos Scaffolds
Fase Exploratdria Fase Investigativa
FTIR, DRX, MEV, EDS e Grau MO, Teste de molhabilidade, Teste de compressao,
de Intumescimento com PBS TG, DSC, Grau de intumescimento com PBS e
Saliva artificial e Ensaio de Biodegradacgao

Enzimatica

Figura 11 — Fluxograma da producao dos filmes e scaffolds de quitosana sem e com a
incorporacao da droga vegetal (Autor, 2016).

3.4.1 Metodologia da preparacao dos filmes e scaffolds de quitosana sem e
com a incorporacao da droga vegetal

3.4.1.1 Técnica de preparacao dos filmes
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A preparacao dos filmes de quitosana foi conduzida de acordo com a técnica
de evaporacgao de solvente, segundo a metodologia empregada por Holanda (2011),
Sousa (2012). A solugao de quitosana foi preparada pela dissolugdo de 10 g de
quitosana em 1L de uma solugdo a 1% (v/v) de acido acético glacial sob agitacao
mecanica durante 24 h a 430 rpm (Figura 12).

Figura 12 — Solugao de quitosana com acido acético glacial sob agitacdo mecanica (Autor,
2016).

Foram adicionados 20 mL da solugdo, com pH 4.38, em placas de Petri em
acrilico com diametros de 55x13 mm. A quitosana empregada para o preparo da
solucéo foi a quitosana de baixa massa molar, grau de polimerizacdo entre 1186-
1924 e utilizada sem purificacdo. O acido acético glacial P.A. foi empregado como
solvente para a quitosana.

A preparacao dos filmes contendo a droga vegetal foi realizada dissolvendo-
se em 250 mL da solucdo de quitosana, 5%, 10%, 15% e 20% da droga vegetal,
proporcionalmente a concentracdo de quitosana empregada. As concentracdes da
droga vegetal foram selecionadas tomando como base os estudos desenvolvidos
por Santos (2007) e Rosendo (2009) que utilizaram 1,0 grama de pé das folhas de
Cissus verticillata (L.) em pacientes, sendo essa dosagem considerada ideal para

ser empregada pela populagado como terapéutica.

Essa solucéo foi colocada também no agitador mecénico durante 2 h a 550
rpm, até que a droga vegetal dissolvesse de forma homogénea. Apds a dissolugao
da droga vegetal, o pH das solucdes obtidas ficou em torno de 4,54. Da mesma
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forma, foram vertidos 20 mL de cada uma das solucbes obtidas em placas de Petri
em acrilico.

As placas foram entdo acondicionadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por
7 dias para evaporagao do acido e formagao do filme (Figura 13).

Figura 13 — Solugédo de quitosana em placas de Petri, acondicionadas em estufa a 37°C
(Autor, 2016).

ApoGs a secagem dos filmes, os mesmos foram retirados da estufa para a
neutralizagéo.
Na Tabela 2 observam-se as nomenclaturas adotadas neste trabalho para

os diferentes filmes confeccionados.

Tabela 2 — Nomenclatura dos filmes confeccionados.

Filme Nomenclatura
Filme de Quitosana FQ
Filme de Quitosana com 5% da droga vegetal FQ5
Filme de Quitosana com 10% da droga vegetal FQ10
Filme de Quitosana com 15% da droga vegetal FQ15
Filme de Quitosana com 20% da droga vegetal FQ20

Fonte: Autor, 2016.
3.4.1.2 Técnica de preparacao dos scaffolds
Assim como descrito no item 3.4.1.1, a solugdo de quitosana foi preparada e

mantida sob agitacdo mecéanica por um periodo de 24 h sendo, em seguida, vertidas
nas placas de Petri, na mesma concentracdo. A adicdo da droga vegetal a solugcao
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de quitosana também procedeu-se da mesma maneira. A diferenga foi que, a partir
dessa etapa, empregou-se a técnica de freeze drying, segundo a metodologia
empregada por Sampaio et al. (2012) e Cruz (2015). Nessa técnica, as placas de
Petri foram acondicionadas e congeladas no Ultra-freezer 490 L, de ultra baixa
temperatura da AmericanLab, a uma temperatura de -70°C por 24 horas.
Posteriormente, foram transferidas para o liofilizador L 108 fabricado pela LIOTOP

(Figura 14), permanecendo por um periodo de 48 horas.

Figura 14 — Liofilizador L 108 fabricado pela LIOTOP (Autor, 2016).

Apoés a liofilizagado dos scaffolds de quitosana sem e com a incorporagéao da
droga vegetal, nas concentragbes de 5%, 10%, 15% e 20%, os mesmos foram
neutralizados.

Na Tabela 3 observam-se as nomenclaturas adotadas neste trabalho para
os diferentes scaffolds confeccionados.

Tabela 3 — Nomenclaturas dos scaffolds confeccionados.

Scaffold Nomenclatura
Scaffold de Quitosana sSQ
Scaffold de Quitosana com 5% da droga vegetal SQ5
Scaffold de Quitosana com 10% da droga vegetal SQ10
Scaffold de Quitosana com 15% da droga vegetal SQ15
Scaffold de Quitosana com 20% da droga vegetal SQ20

Fonte: Autor, 2016.
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3.4.2 Processo de neutralizacao

Parte das amostras foi neutralizada com hidréxido de sodio (NaOH) e outra
parte foi neutralizada com hidroxido de aménio (NH4OH), por serem estas bases
solaveis. O NH4OH é uma base fraca, enquanto o NaOH é uma base forte.

e Processo de Neutralizacdo com Hidréxido de Amdnio

No preparo da solugéo de hidroxido de amdnio, foi dispensado em um baléao
volumétrico 500 mL de agua destilada, estando a capela para exaustao de gases da
SPLabor ligada, e incorporado 50 mL de aménio; completando-se com mais agua
destilada até ser atingido o volume final de 1000 mL. Filmes e scaffolds foram
neutralizados com a solucédo de hidréxido de amoénio, pH 12,78, permanecendo as
amostras sob atmosfera dessa solu¢do, com a capela de exaustédo ligada, por um
periodo de 72 horas (Figura 15). Em seguida, as amostras foram colocadas para
secar a temperatura ambiente (23°C).

Figura 15 — Processo de neutralizagdo dos filmes e scaffolds de quitosana sem e com a
incorporacao da droga vegetal, na solucao de hidroxido de aménio (Autor, 2016).

Algumas amostras a serem neutralizadas com o hidréxido de aménio foram
separadas em triplicata sendo analisados dados como espessura, didmetro e
massa, antes e apos o processo de neutralizacdo. A espessura e o diametro das
amostras foi verificado com o auxilio de um paquimetro digital DIGIMESS 100-
174BL (Figura 16), enquanto a massa das amostras foi verificada através da balanca
analitica de precisdo da BEL ENGINEERING, sob n® 11.05.03.
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Figura 16 — Espessura (a) e diametro (b) das amostras verificados com o auxilio de
paquimetro digital DIGIMESS 100-174BL (Autor, 2016).

e Processo de Neutralizacao com Hidréxido de Sédio

Nessa etapa de neutralizagédo foi empregado o hidréxido de s6dio em micro
pérola P.A. A solucéo de hidroxido de sodio foi preparada dissolvendo-se 40 gramas
da base em 500 mL de agua destilada, sendo posteriormente adicionado o mesmo
solvente até ser atingido o volume final de 1000 mL.

Filmes e scaffolds foram neutralizados com a solu¢ao de hidroxido de sddio
1 M (pH 14), permanecendo imersos nessa solugao durante 30 minutos (Figura 17),
sendo em seguida realizadas sucessivas lavagens com agua destilada a fim de
atingir o pH entre 6 e 6,5.

Figura 17 — Processo de neutralizagdo dos filmes e scaffolds de quitosana sem e com a
incorporagao da droga vegetal, na solugdo de hidroxido de sodio (Autor, 2016).
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O acompanhamento do pH foi realizado com pHmetro digital T-1000 da
Tekna, previamente calibrado com solugbes padrao. Entretanto, depois de muitas
sessdes tentando a neutralizacdo completa das amostras com o hidréxido de sédio,
o pH da solugédo nao atingiu o valor desejado e, além disso, a cada mudanga de
agua destilada, era evidenciado macroscopicamente (pela coloracdo da agua), que
grande parte da droga vegetal incorporada ia sendo perdida. Foi adicionado 20 mL
de agua destilada aos scaffolds, os quais foram novamente congelados e liofilizados.

Ja os filmes foram colocados para secar a temperatura ambiente (23°C).

3.4.3 Processo de reticulacao

O processo de reticulacdo consiste na ligagcdo cruzada entre cadeias
poliméricas que sdo provocadas por agentes reticulantes que possuam, no minimo,
dois grupos funcionais (Holanda, 2011).

No presente estudo, os filmes foram submetidos ao processo de reticulagéo
empregando-se o tripolifosfato de sddio (NasP3O10) como agente reticulante.

A solugédo de tripolifosfato de sédio foi preparada em trés concentracdes
distintas a fim de se avaliar a agcao desse agente reticulante sobre as amostras.
Assim sendo, uma solucao de 1% (m/v) foi preparada dissolvendo-se 1 grama do sal
em 100 mL de agua destilada; a solu¢do de 0,5% (m/v) foi preparada dissolvendo-se
0,5 grama do sal em 100 mL de agua destilada e, no preparo da solugao de 0,25%,
dissolveu-se 0,25 grama do sal em 100 mL de agua destilada.

Em uma parte das amostras foi incorporada a solucao de tripolifosfato de
sédio (TPP), pH 8,48, na concentracao de 1% por um periodo de 15 minutos. Em
outra parte das amostras, foi incorporada a solugdo de TPP, com mesmo pH e na
concentracao de 0,5% por 30 minutos, e em outras amostras de filmes foi
incorporada a solucao de 0,25% por um periodo de 15 minutos e 30 minutos.
Sequencialmente, as amostras foram lavadas em 4&gua destilada sendo,
posteriormente, colocadas para secar a temperatura ambiente (23°C).

3.5 Caracterizacao

Os filmes e scaffolds de quitosana, sem e com a droga vegetal incorporada

em diferentes concentracées, desenvolvidos na fase exploratéria, foram
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caracterizados pelas técnicas de Espectroscopia na Regidao de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e Grau de
Intumescimento com Phosphate Buffered Saline (PBS). Nessa fase ainda foi
observado o aspecto macroscopico das amostras produzidas, sendo verificados
também os resultados dos processos de neutralizacdo com NH4OH e de reticulagcao
com TPP.

Na fase investigativa, os scaffolds sem e com a incorporacdo da droga
vegetal em diferentes concentracbes, foram caracterizados pelas técnicas de
Microscopia Otica (MO), Teste de Molhabilidade, Teste de Compressdo, Andlise
Termogravimétrica (TG), Andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
Grau de Intumescimento com PBS e saliva artificial e Ensaio de Biodegradacao
Enzimatica. As analises foram realizadas no CERTBIO / UFCG.

3.5.1 Espectroscopia na Regiao de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho permite
caracterizar bandas de absorgédo importantes de qualquer composto, sendo uma das
técnicas mais utilizadas para a caracterizacdo da estrutura de polimeros
(Brugnerotto et al., 2001).

Essa técnica estd baseada nas transicoes de estados vibracionais e pode
monitorar a absor¢édo de todas as ligagées quimicas de uma molécula, que tem uma
vibracdo associada para cada ligacao. A espectroscopia no infravermelho consiste
de uma radiacao na regiao do infravermelho do espectro eletromagnético passando
através da amostra. Parte desta radiacdo € absorvida pela amostra e parte é
transmitida. Desse modo, 0 espectro resultante pode ser expresso em tempos da
absorcdo ou da transmissao, criando uma impressao digital molecular da amostra
(Kawano, 2007).

Todas as amostras foram caracterizadas por Espectroscopia na Regido de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), sendo essa analise realizada
utilizando um espectrdbmetro Spectrum 400 da Perkin Elmer FTIR/FTNIR
Spectrometer com varredura entre 4000 a 400 cm'.
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3.5.2 Difracao de Raios X (DRX)

A Difragdo de raios X € um fenbmeno de espalhamento da radiacao
eletromagnética, provocada pela interacdo entre o feixe de raios X incidente e os
elétrons dos a&tomos componentes de um material. A técnica de Difragdo de Raios X
é frequentemente usada para determinar a cristalinidade em polimeros. A principal
aplicacédo da difracdo de raios X refere-se a identificagdo de compostos cristalinos,
sejam eles organicos ou inorganicos (Kahn, 2015).

No presente estudo, a técnica de DRX foi empregada para determinar o grau
de cristalinidade das amostras, sendo as mesmas submetidas a analise por Difracéo
de Raios X (DRX), através de um Difratdbmetro de Raios X Shimadzu, modelo XRD
7000, a temperatura ambiente, utilizando radiacdo Ka do cobre (1,5418 A), com
varredura angular de 5°<28<45°, tensao de 40kV e corrente 30mA.

Para determinacdo da cristalinidade das amostras foi utilizado comandos
opcionais do software Standard do equipamento Shimadzu, o qual determina a
porcentagem de cristalinidade pela relagcdo das areas de fases cristalina e néo

cristalina, com um ajuste pelo coeficiente de correcédo de Lorentz.
3.5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica analisa o material através da irradiacdo por um fino
feixe de elétrons que interage com a superficie da amostra e origina uma série de
radiacdes fornecendo, dessa forma, informacao morfoldgica e topografica sobre
superficies de soélidos, necessaria para a compreensao do comportamento de
superficies (Fook, 2005; Fidéles, 2010).

A caracterizagao por MEV foi realizada no equipamento modelo Phenom Pro
X, acoplado com sistema para microanalise quimica por Espectroscopia de Energia
Dispersiva — EDS, sendo realizadas imagens usando aumentos de 150x, 500x e
1000x.

3.5.4 Grau de Intumescimento
Esse ensaio teve como objetivo avaliar o comportamento do material quando

imerso em uma solugdo com caracteristicas semelhantes ao meio interno do

organismo. Trata-se de um experimento de grande importancia uma vez que a
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absorcao de liquido pelo material pode ser um fator importante na liberacao do
farmaco (Cruz, 2015).

Para execucado do ensaio, foram cortados, com o auxilio de uma lamina de
bisturi n® 24 da Embramac®, 5 cubos com aresta aproximada de 0,5 cm dos
scaffolds de quitosana e quitosana com a droga vegetal incorporada nas
concentragdes de 5%, 10%, 15% e 20%, tendo suas dimensdes verificadas com o
auxilio do paquimetro digital. Cada cubo ficou com uma area de superficie de 1,5
cm? e com o volume de 0,125 cm?. Os filmes foram cortados com o auxilio de uma
tesoura na dimenséo de 1,0 x 1,0 cm. Apds cortadas, as amostras foram colocadas
na estufa microprocessada para cultura bacteriolégica STERILIFER, a uma
temperatura de 50°C, por um periodo de 30 minutos, a fim de reduzir a umidade das
amostras. Cada amostra foi entdo devidamente pesada, a seco, em balanca
analitica de precisdo da BEL ENGINEERING, sob n? 11.05.03, antes da imersdo em
solucao de PBS.

Na fase exploratoria, foram avaliadas amostras de filmes e scaffolds em
PBS. Apds determinada a metodologia a ser empregada, foram avaliados, na
analise de intumescimento, scaffolds em PBS e em saliva artificial.

O PBS empregado foi o da Sigma Aldrich, sob numero de referéncia P4417
— 50TAB, sendo a solucao preparada dissolvendo-se em 600 mL de agua destilada,
3 tabletes do PBS até a completa homogeneizagdo. Cada amostra foi imersa em 6
mL da solugédo de PBS e de saliva artificial, por um periodo de 24 h. Em sequéncia,
foram removidas das solucdes, secas ligeiramente em papel absorvente para
eliminar o excesso da solucdo, e o peso Uumido de cada fragmento foi medido na
mesma balanca.

A saliva artificial utilizada no presente estudo era composta por cloreto de
potassio, cloreto de sodio, cloreto de magnésio hexaidratado, cloreto de calcio di-
hidratado, fosfato de potassio monobasico, carmelose sédica, solucdo de sorbitol a
70% (p/p), solugcédo conservante de parabenos, flavorizante de menta gs, solucdo de
acido citrico (25% a 50%) gs com pH 6,0 - 7,0 e agua purificada gsp.

O calculo do grau de intumescimento foi realizado segundo a equagéo 1.

Gl = M; = Mo Onde: Gl - Grau de intumescimento (1)
M, M - Massa final (intumescida)
M, - Massa seca
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3.5.5 Microscopia Otica (MO)

A caracterizacao por MO, para avaliacdo morfolégica dos scaffolds, foi
realizada em um Microscépio Optico Digital Hirox Modelo KH-1300, de reflexdo e
transmissdo, com canhao MX(G)2016Z e aumentos de 40x e 80x, acoplado a uma
estacdo de Andlise de Imagens, empregando-se o software 2D Measure. A analise
foi realizada nas superficies em contato com o ar, em contato com a placa e na

superficie transversal das amostras.
3.5.6 Teste de Molhabilidade

O angulo de contato é definido como o angulo entre um plano tangente a
uma gota do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra

depositado, conforme esquematizado na Figura 18.

Superficie hidrofilica Superficie hidrofébica

Y\ 0 <90° ST 6>900

Figura 18 — Definigdo do angulo de contato 6 entre uma gota liquida e uma superficie (Autor,
2016).

A medicdo do angulo de contato € um indicador da acdo de molhamento de
toda substancia testada. Um baixo valor de angulo de contato indica que o liquido
molha bem, considerando que um alto valor indica um pior molhamento. A partir
disto, tem sido relatado (Kontakiotis et al., 2007; Luz, Ribeiro e Pandolfelli, 2008),
que se o valor do angulo de contato é menor de 90° o liquido molha a superficie; se
€ maior que 90° ndo houve molhamento e um &angulo de contato igual a zero
representa completo molhamento.

Luz, Ribeiro e Pandolfelli (2008) relatam que os valores experimentais do
angulo de contato podem ser obtidos a partir das medidas diretas da tangente da
gota liquida com a superficie sélida do substrato.

Para a realizagdo do ensaio, os scaffolds foram cortados em uma dimensao

de aproximadamente 25 x 5 mm, sendo empregado um gonidémetro (Figura 19)
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desenvolvido por alguns pesquisadores do CERTBIO, e que encontra-se instalado
no Laboratério de Ensaios Mecanicos do CERTBIO / UFCG.

Figura 19 — Goniémetro, CERTBIO / UFCG (Autor, 2016).

A técnica aqui empregada consiste no célculo da tensao superficial dos
scaffolds de quitosana, com diferentes concentracdes da droga vegetal incorporada,
baseada na analise do formato da gota, sendo avaliadas tanto a superficie das
amostras em contato com o ar, como a superficie em contato com a placa de Petri.
Inicialmente encheu-se a pipeta com agua destilada esterilizada, conservando-se o
instrumento na posicao vertical através de um suporte (Figura 20). Colocou-se um
volume nao definido de agua destilada na pipeta e deixou-se pingar uma gota no
material ensaiado. Esse procedimento foi repetido em triplicata para cada variavel,
sendo realizadas imagens fotograficas em sequéncia, as quais foram enviadas para
o programa Angle Calculator que calculou o angulo da gota formada, verificando
assim se o material € hidrofilico ou hidrofébico.

Figura 20 — Andlise de molhabilidade dos scaffolds de quitosana: amostra no suporte (a),
gotejamento da agua destilada (b), obtengéo da fotografia da gota (c) (Autor, 2016).
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O éangulo de molhabilidade entre a gota de agua destilada com tensao
superficial conhecida e a superficie sélida depende da relacdo entre as forcas
adesivas, que fazem a gota se espalhar sobre a superficie (Cardoso et al., 2011).

3.5.7 Teste de Compressao

Esse tipo de andlise é caracterizado pelo modo como os scaffolds
respondem as solicitagdbes mecanicas aplicadas, podendo estas ser do tipo de
tensdo ou deformacdo. A natureza desta resposta depende da estrutura quimica,
temperatura, tempo e das condi¢cdes de processamento do polimero. Os scaffolds
podem estar sujeitos a uma variedade de tensdes durante o periodo de uso e sabe-
se que as interagdes entre polimeros podem influenciar e modificar as propriedades
de misturas em relagdo aos polimeros puros (Pinheiro, 2008).

Nesse ensaio, os scaffolds foram previamente medidos com um paquimetro
em altura e diametro (altura média de 6,2 mm e diametro médio de 28,8 mm) sendo,
posteriormente, inseridos no equipamento universal de ensaios mecanicos
INSTRON 3366, empregando-se dois pratos de compressao (um fixo e um movel),
com uma média de carga de 10KN, velocidade do travessao de 1,3 mm/min € uma
deformacao do corpo de prova de 90% (Figura 21).

oAt

|

Figura 21 — Medicdo das amostras (a), Equipamento INSTRON 3366 (b), Teste de
compressao (c) (Autor, 2016).
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3.5.8 Analise Térmica

3.5.8.1 Analise Termogravimétrica (TG)

A termogravimetria € uma das técnicas de analise térmica que permite a
avaliacdo da variagdo de massa de uma substdncia em funcdo do tempo ou
temperatura, enquanto a substancia é submetida a um programa controlado de
temperatura. Possui diversas aplicagdes inclusive na industria farmacéutica na
avaliacao da estabilidade térmica dos farmacos, fases de decomposicdo dos
mesmos entre outras (lonashiro et al., 2008).

A DTG (derivada primeira da curva termogravimétrica, em fungdo da
temperatura ou tempo) € um tratamento matematico da curva termogravimétrica,
auxiliando na interpretacdo da curva ndo s6 nas temperaturas inicial e final de
decomposicdo como também na maior resolucdo do numero de etapas em que a
substancia é decomposta (lonashiro et al., 1988).

As curvas de TG dos scaffolds foram obtidas por meio de Equipamento
PYRIS TGA 01 da PerkinElmer, em atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo de
20 mL/min, sendo a massa das amostras em torno de 4,0 mg, acondicionadas em
cadinho de alumina, com variacdo de temperatura de 25°C a 400°C/min, e razao de

aquecimento de 10°C/min.

3.5.8.2 Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica de analise
térmica bastante utilizada para a obtencao de informagdes sobre as temperaturas de
transicdo dos materiais como a temperatura de transi¢ao vitrea, a temperatura de
cristalizacao e a temperatura de fusao cristalina (Dallan, 2005).

As analises de DSC deste experimento foram realizadas em equipamento
DSC 8500 da PerkinElmer, o qual permitiu o calculo do AH (variagéo da entalpia de
transformacdo da reagdo), ou seja, mediu a quantidade de calor liberada ou
absorvida durante a mudanca de fase das amostras analisadas.

Foi empregada a atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 50

mL/min, usando amostras com massa em torno de 1840 mg, acondicionadas em

cadinho de alumina, com a temperatura variando de 25°C a 400°C/min e razao de
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aquecimento de 10°C/min.

3.5.9 Ensaio de Biodegradacao Enzimatica

Este ensaio foi realizado com base nas normas ASTM F1635-04 Standard
Test Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer
Resins and Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM F2103-071
Standard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting
Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products
Applications (2007).

Para a realizac&o desse ensaio, os scaffolds foram cortados na dimensao de
1,0 cm?, pesados em balanga analitica sendo em seguida isolados em recipientes
plasticos. As amostras foram divididas em trés grupos para avaliacdo da
biodegradacdo. O primeiro grupo contendo uma solu¢do de PBS com pH 7,39, o
segundo contendo uma solugdo de PBS/Lizosima com pH 7,29 e o terceiro grupo
contendo saliva artificial com pH 6,76.

Foram utilizadas seis amostras de cada scaffold de quitosana e quitosana
com diferentes concentracdes de Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, tanto
para o tampao PBS, como para a solugdo de PBS/Lizosima e para a saliva artificial
resultando em 270 amostras, as quais foram imersas em 6 mL (quantidade
suficiente para recobrir a amostra) de cada solugéo e avaliadas nos periodos de 7,
14 e 21 dias (Tabela 4).

Tabela 4 — Grupos de amostras para degradacao enzimatica in vitro.

Scaffolds Periodo
7 Dias 14 Dias 21 Dias
PBS PBS/ Saliva | PBS PBS/ Saliva | PBS PBS/ Saliva
Lizosima | artificial Lizosima | artificial Lizosima | artificial

SQ 06* 06 06 06 06 06 06 06 06
SQ5 06 06 06 06 06 06 06 06 06
SQ10 06 06 06 06 06 06 06 06 06
SQ15 06 06 06 06 06 06 06 06 06
SQ20 06 06 06 06 06 06 06 06 06

*NUmero de amostras
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Os scaffolds foram pesados em balanga analitica, imersos nas solugdes e
colocados na estufa a 37°C. Ao final de 7 dias, foi removido o 1° grupo, sendo as
amostras lavadas em agua destilada, colocadas no ultra-freezer 490 L, de ultra baixa
temperatura da AmericanLab, a uma temperatura de -70°C por 24 horas, e, em
seqguida, no liofilizador L108 LIOTOP por 48 horas sendo, posteriormente, pesadas
em balanga analitica. Nos segundo e terceiro grupos, as solucées de PBS,
PBS/Lisozima e saliva artificial foram trocadas por novas solugées com a mesma
composicao e concentragcdo e novamente acondicionados na estufa a mesma
temperatura. Apdés 14 dias, o segundo lote foi removido da estufa, passando pela
mesma sequéncia de procedimentos. As solugdes (PBS, PBS/Lisozima e saliva
artificial) do 3° lote foram trocadas por novas solugbes e novamente as amostras
foram acondicionadas na estufa por mais 7 dias. Apds 21 dias, as amostras do 3°
lote também foram lavadas em &gua destilada, colocadas no ultra-freezer, no
liofilizador e pesadas em balanga analitica.

As diferencgas percentuais das massas das amostras antes e apds o0 ensaio
forneceram os resultados referentes a degradacéao dos scaffolds, observados a partir
da média de ensaios repetidos nas seis amostras.

O calculo da perda de massa foi determinado pela equacao 2, expressa
abaixo:

PM = Mi — Ms Onde: PM - Perda de massa (2)

M Mi - Massa inicial (g)
M; - Massa final (g)

3.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados descritivamente através das medidas
estatisticas: média, desvio padrdao e mediana; e inferencialmente através dos testes
estatisticos: Wilcoxon para dados pareados na comparacdo entre as avaliacoes;
Kruskal-Wallis para a comparacdo entre concentragdes e no caso de diferencas
significativas com comparacoes do referido teste; e teste Mann-Whitney para a
comparacao entre o filme e o scaffold ou entre as solu¢cdes empregadas no processo
de neutralizagdo. Destaca-se que a escolha dos testes ndo paramétricos foi devido

ao numero de amostras em cada grupo.
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O programa utilizado para digitacdo dos dados e obtencdo dos calculos
estatisticos foi 0 SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na versao 21. A
margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi 5,0%.

O software Origin®, versdo 8.0 também foi empregado na construcdo de

alguns graficos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Resultados da Fase Exploratoéria

4.1.1 Aspecto macroscopico dos filmes e scaffolds de quitosana sem e com a
droga vegetal incorporada

Os filmes de quitosana obtidos, macroscopicamente, apresentaram
coloragao clara, aspecto homogéneo e flexivel (Figura 22a), corroborando com os
resultados encontrados por Holanda (2011); além de um aspecto liso, plano e
uniforme. A medida em que a droga vegetal foi incorporada em diferentes
concentragdes, os filmes tornaram-se esverdeados, assumindo a coloragdo do EAB
(Figura 22b), contrastando dessa forma com a coloragéo clara do filme de quitosana.
Os FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20 apresentaram aspectos macroscépicos semelhantes,
com uma coloragdo mais acentuada a medida em que a droga vegetal foi

incorporada.

Figura 22 — Aspecto macroscépico do FQ (a), FQ20 (b) (Autor, 2016).
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Em virtude desse perfil semelhante entre as amostras, ao longo do trabalho
sdo demonstrados os resultados das amostras com menor concentragao (5%) e com
maior concentracao (20%), da droga vegetal incorporada.

Os scaffolds de quitosana, macroscopicamente, apresentaram-se como
estruturas com superficie irregular, corroborando com os resultados encontrados por
Cruz (2015). Assim como nos filmes, com a incorporacdo da droga vegetal, os
scaffolds assumiram uma coloracao esverdeada. Na Figura 23 é possivel observar o
aspecto macroscopico da superficie do SQ, em contato com o ar (a), em contato
com a placa (b) e de corte transversal (c). De igual modo, na Figura 24, evidencia-se

0s mesmos aspectos no SQ20.

Figura 23 — Aspecto macroscopico do SQ - superficie em contato com o ar (a), em
contato com a placa (b) e de corte transversal (c) (Autor, 2016).

Figura 24 — Aspecto macroscopico do SQ20 - superficie em contato com o ar (a), em
contato com a placa (b) e de corte transversal (c) (Autor, 2016).

Apesar do carater subjetivo, utilizando-se uma propriedade organoléptica
(olfato), percebeu-se que tanto os filmes como os scaffolds que continham Cissus
verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis apresentaram um odor caracteristico dessa

droga vegetal.
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4.1.2 Neutralizacdao das amostras com Hidréxido de Aménio

Apos o processo de neutralizacdo das amostras com hidréxido de aménio
observou-se que a solugdo de NH4OH que continha os filmes com 5% e 10% da
droga vegetal ficou com a coloracdo alterada, sendo essa alteracao de coloracao
mais evidente ainda na solucdo que continha os filmes com 15% e 20%. Essa
alteracao de coloracdo nao foi percebida nas solu¢des que continham os scaffolds
com 5%, 10%, 15% e 20% da droga vegetal incorporada (Figura 25).

Figura 25 — Aspecto das solugdes de hidréxido de aménio apds o processo de neutralizagao
(Autor, 2016).

Uma das caracteristicas que ficou claramente evidente foi a diferengca de
tamanho entre os scaffolds SQ5, SQ10, SQ15 e SQ20 antes e apds o processo de
neutralizagdo com NH4OH, observando-se as diferencas de volumes entre estas
duas condigbes (Figura 26).
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Figura 26 — Aspectos macroscopicos dos SQ20 antes (a) e apds (b) o processo de
neutralizacdo com NHsOH (Autor, 2016).

Através da medida de massa (g) e o calculo dos volumes (cmd) e
densidades (g/cm?®) dos filmes e scaffolds (Equacéo 3 e 4) foi possivel demonstrar
gue as médias das massas foram correspondentemente mais elevadas antes do que
apdés o processo de neutralizagdo com NH4OH, havendo uma reducédo do volume
dos mesmos com consequente aumento de densidade.

(3) - Calculo do Volume (4) - Calculo da Densidade
V=mrexh D=mi

onde: onde:

V — volume (cm3) D — densidade (g/cm?)

r — raio (cm) m — massa (g)

h — espessura (cm) v — volume (cm3)
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Nas Figuras 27 a 32 estao descritos os resultados da massa, volume e
densidade das amostras segundo o tipo de neutralizacdo (NH4OH), concentracao da
droga vegetal incorporada e concentracdo antes e depois da neutralizagdo, bem
como a diferenga entre as duas avaliagdes.

As Figuras 27 e 28 destacam que as meédias da massa foram
correspondentemente mais elevadas antes do que apdés o0 processo de
neutralizacdo, tanto nos filmes como nos scaffolds. E que, quanto maior a

incorporagao da droga vegetal a quitosana, maior era a perda de massa.
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Figura 27 — Médias da massa segundo a incorporagao da droga vegetal nos filmes (Autor,
2016).
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Figura 28 — Médias da massa segundo a incorporagdo da droga vegetal nos scaffolds
(Autor, 2016).

As diferencas absolutas das médias variaram de 0,17 g a 0,25 g nos filmes,
e de 0,10 g a 0,11 g nos scaffolds, entretanto sem diferencas significativas entre as
duas avaliacbes para cada tipo (filme ou scaffold) e concentracéao (p > 0,05). Foram
registrados aumentos dos valores das médias com o aumento da concentragédo em
cada uma das avaliagbes tanto no filme quanto no scaffold, sendo verificadas
diferencas significativas entre as concentracdes em cada tipo e avaliagdo (p < 0,05).
Através dos testes de comparagdes multiplas (entre pares de concentragdes), com
excecao das concentracdes de 5% e 10% na avaliacdao, comprova-se diferencas
significativas entre todos os demais pares em cada avaliacao e tipo. As médias dos
scaffolds foram correspondentemente mais elevadas do que as médias do filme em
cada avaliacao, entretanto, a Unica diferenca significativa (p < 0,001) entre filme e
scaffold foi registrada na variavel diferenca absoluta (variacdo) na concentracao de
20% (Apéndice A).

As Figuras 29 e 30 mostram que as médias do volume foram
correspondentemente mais elevadas na avaliagdo antes do que apds o processo de
neutralizacdo em cada concentracdo e avaliagdo, entretanto sem diferencas

significativas entre as duas avaliagdes (p > 0,05).



Média do volume (cm3)

4000

3000

2000

=E=-FQ10
FQ15

i

FQ20

1000

Antes

87

Figura 29 — Médias do volume segundo a incorporagédo da droga vegetal nos filmes (Autor,

2016).
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Figura 30 — Médias do volume segundo a incorporagdo da droga vegetal
(Autor, 2016).

nos scaffolds
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Nao foram registradas diferencas significativas entre as concentragdes em
nenhuma das avaliagbes e nem para a variavel diferenga absoluta (p > 0,05). As
médias foram correspondentemente mais elevadas para o scaffold do que para o
filme com diferengas significativas entre filme e scaffold para cada concentragéo e
avaliacao. Na variavel diferenca absoluta (variacdo ou reducao), as meédias foram
correspondentemente mais elevadas no scaffold do que no filme, com diferencas
significativas entre filme e scaffold em cada concentragéo (p < 0,05) (Apéndice B).

Cruz (2015) também verificou reducdao do volume dos scaffolds
desenvolvidos, mas em seu trabalho esse fato deveu-se a acédo reticuladora do
tripolifosfato nos scaffolds de quitosana e quitosana/farmaco.

As médias da densidade foram correspondentemente mais elevadas nas
avaliagcbes apO6s o processo de neutralizagdo, entretanto sem diferencas

significativas (p > 0,05) (Figuras 31 e 32).
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Figura 31 — Médias da densidade segundo a incorporagao da droga vegetal nos filmes
(Autor, 2016).
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Figura 32 — Médias da densidade segundo a incorporacdo da droga vegetal nos scaffolds
(Autor, 2016).

As médias da densidade oscilaram de 0,00024 g/cm® a 0,00036 g/cm?® no
filme e de 0,00005 g/cm?® a 0,00010 g/cm® no scaffold, sem diferencgas significativas
(p > 0,05) entre as concentragbes em cada tipo, em nenhuma das variaveis
analisadas. As médias da densidade foram correspondentemente mais elevadas no
filme do que no scaffold, diferencas estas que se mostraram significativas entre os
tipos em cada uma das avaliagdes. A Unica diferenca significativa entre as
concentragdes na variavel diferenga absoluta ocorreu na concentracdo de 10% e,
para a referida varidvel se verifica que a média foi mais elevada no filme do que no
scaffold (0,00009 g/cm?® x 0,0005 g/cm?) (Apéndice C).

4.1.3 Reticulacao com TPP
Quanto ao processo de reticulacao dos filmes evidenciou-se que, em contato

com o TPP, todas as amostras sofreram grande processo de reticulacao, tornando-
se frageis, enrugados e quebradicos e, portanto, invidveis para analise (Figura 33).
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Figura 33 — Amostras de filmes de quitosana/droga vegetal em contato com o TPP na
concentracao de 0,5% e 1% (a) e nas concentracdes de 0,25% por 15 e 30 minutos (b).
Ap0s processo de reticulagado, evidencia-se o aspecto das amostras com 1% (c), 0,5% (d) e
0,25% (e) (Autor, 2016).

4.1.4 Espectroscopia na Regiao de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para identificar, por meio das
bandas caracteristicas, 0os grupamentos quimicos tipicos de cada polimero que
constituiam os filmes e scaffolds produzidos.

Os principais valores de faixa de absorbancia de FTIR caracteristicos da
estrutura da quitosana e insulina, bem como os respectivos valores mensurados
neste trabalho estdo resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5 — Principais valores de absorbancia detectados nos filmes e scaffolds de quitosana

e quitosana/insulina.

Sinal

Faixa de
Absorbancia

Absorcoes identificadas
(em™)

Estiramento simétrico e assimétrico 3000-3300 3550, 3525, 3500, 3294, 3277,

do grupo NH: 3224, 3305

Estiramento O-H 3500-3200 3550, 3525, 3500, 3305, 3294,
3277, 3224

Estiramento simétrico e assimétrico 2900-2800 2888, 2877, 2876, 2877

metila e metileno

Estiramento C=0 de amidas 1670-1640 1658, 1650, 1647, 1642, 1624

Deformacao NH. 1640-1560 1650, 1642, 1646, 1624

Estiramento simétrico de sais de 1400 1380, 1369

acido carboxilico

Deformacao simétrica C-H 1380-1370 1380, 1369

Vibracoes C-O-C 1159 1161, 1153, 1149, 1110, 1064

Estiramento C-O de alcoois e fendis 1250-1000 1031, 1029, 1027, 1024, 1020,
1012

Deformacoes C-H 1000-650 992

Fonte: Adaptado de Prashanth, Kittur, Tharanathan (2002), Tonhi e Plepis (2002), Fraga et
al. (2006), Kasyap et al. (2007), Cui et al. (2008), Kasaai (2008).

As absorcdes atribuidas aos grupamentos funcionais caracteristicos de

quitina e quitosana foram constatados nos filmes e scaffolds produzidos e os valores

expressos na ultima coluna da Tabela 5 correspondem aos valores reais

mensurados durante as analises do FTIR. Pequenos deslocamentos na constatagéo

da absorbéncia das bandas, em relagdo as faixas de absorbéancias atribuidas aos

sinais referidas pela literatura ndo invalidam a interpretacéo.

Foram feitas analises de FTIR do p6 da quitosana (Figura 34), do p6 e do

extrato da droga vegetal (Figuras 35a e 35b), observando-se as principais bandas

caracteristicas dos materiais estudados.
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Figura 34 — Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier do p6
da quitosana (Autor, 2016).

No espectro de infravermelho obtido do pé da quitosana € possivel verificar
as absorcoes tipicas desse polimero, corroborando com os resultados encontrados
na literatura. A banda de absorcdo em torno de 3400 cm™ corresponde ao
alongamento vibracional da ligacdo —NH e, quase sobreposta, verifica-se o
estiramento do grupo —OH presente na estrutura da quitosana na faixa 3260 cm™. As
bandas em 2922 cm' e 2880 cm™! sdo atribuidas as vibragdes de estiramentos dos
grupos C-H assimétrico (CH2) e simétrico (CHs), respectivamente. Na regiao de 1670
cm™ e 1640 cm™ pode ser observada uma absorgéo atribuida ao estiramento C=0
de amidas; e a banda em 1542 cm™' corresponde a deformacéo da ligacdo —NH da
amina. As bandas em 1406 cm™ e 1379 cm™ sdo caracteristicas da vibragdo de
deformacao angular simétrica do grupo —CHs pertencente ao grupo acetamido. A
banda em 1258 cm™ corresponde a vibragdo de estiramento do grupo —C-O-H.
Bandas de absorgédo na regido de 1152 e 1064 cm™ correspondem & vibragdo de
estiramento dos grupos —C-O-C assimétrico e —C-O-C simétrico. A pequena banda
em 897 cm™ corresponde ao movimento de rotacdo da estrutura sacaridica da
quitosana (Mincheva et al., 2004; Yuan et al., 2010; Paluszkiewicz et al., 2011).
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Figura 35 — Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier do p6
da droga vegetal (a) e do EAB (b) (Autor, 2016).

Assim como no espectro do pé da quitosana, evidencia-se nos espectros do
po da droga vegetal Cissus verticillata (L.) e do Extrato Alcodlico Bruto dessa planta,
a presenca de bandas com alto grau de absor¢do na regido de 3400 e 3500 cm™,
correspondente ao agrupamento amino, o qual foi provavelmente sobreposto pelo
grupo —OH decorrentes da formacdo de pontes de hidrogénio intermoleculares,
sendo mais evidente no EAB do que no pé da droga vegetal. E possivel observar
também, em aproximadamente em 2800 cm™', uma banda que pode ser atribuida
aos estiramentos C-H simétrico e assimétrico dos grupos metila. Na regido de 1670
cm™ e 1640 cm™ pode ser observada uma absorgéo atribuida ao estiramento C=0
de amidas, mais evidente no extrato do que no p6é da droga vegetal, enquanto o
grupo amina —NH esta mais evidente no p6 do que no extrato. Ainda é possivel
detectar as bandas em 1406 cm™' e 1379 cm™ que sdo caracteristicas da vibragéo
de deformacgédo angular simétrica do grupo —CHs sendo, nesse caso, mais evidente
no extrato do que no p6 da droga vegetal; e entre 1250cm™' e 1000cm™! pode ocorrer
uma absorc¢ao atribuida ao estiramento C-O de alcodis e fendis.

Lembrando que embora o p6 da planta contenha centenas de metabdlitos
secundarios, apenas 0s compostos presentes em maior concentragcdo sao
geralmente isolados e estudados pela fitoquimica classica. Assim sendo, o extrato
da droga vegetal apresenta os compostos ativos que foram extraidos da planta e
que desenvolvem acgdo farmacolégica sendo, por esse motivo, incorporado aos
filmes e scaffolds de quitosana.
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Na Figura 36 (a) € possivel observar o espectro do FQ neutralizado com
NH4OH. A medida em que a droga vegetal foi incorporada, evidenciou-se um
aumento significativo nas bandas em torno de 2800 cm™ e entre 1406 e 1379 cm™,
além de um estreitamento da banda de absorgédo localizada na regidao de 3400 e
3500 cm™' que consequentemente, sofreu um aumento da sua absorbancia. Este
evento pode estar relacionado ao fato de que a droga vegetal contém os mesmos
grupos funcionais nesta faixa de absorbancia, ocorrendo assim, aumento na
intensidade desta banda devido ao aumento da concentracdo de grupos O-H.,
demonstrando assim a incorporacao da droga vegetal na quitosana. Os FQ5, FQ10,
FQ15 e FQ20 apresentaram espectros com perfis semelhantes (Apéndice D), tendo
sido demonstrado na Figura 36 (b) o espectro do FQ20.
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Figura 36 — Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier do
FQ (a) e FQ20 (b), neutralizados com NH4OH (Autor, 2016).

As bandas 1640 cm™ e 1542 cm’', respectivamente, correspondem ao modo
de vibracdo por estiramento da ligacdo C=0O e a deformagdo da ligacdo N-H,
respectivamente. Para Arof e Osman (2003), a existéncia dessas duas bandas (C=0
e N-H), conjuntamente, indicam a presenca de grupos amidas uma vez que a
quitosana nao esta 100% desacetilada.

Da mesma forma, a banda na regido de 1379 cm™ é caracteristica da
vibracdo de deformacao angular simétrica dos grupos metil (CHs) do grupo
acetamido, dados que confirmam que a quitosana utilizada neste estudo é um
produto parcialmente desacetilado (Sionkowska et al., 2004).
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Analisando-se o FTIR do SQ, SQ5, SQ10, SQ15 e SQ20 percebe-se que
essas amostras apresentaram um comportamento semelhante ao dos filmes
produzidos, e espectros com perfis semelhantes entre si (Apéndice E). Um dado
relevante é que, a medida em que a droga vegetal foi sendo incorporada, ocorreu
gradativamente um estreitamento da banda de absorcao localizada na regiao de
3400 e 3500 cm™ que, consequentemente, teve a sua absorbancia aumentada,
demonstrando a incorporacdo da droga vegetal a quitosana. Em 2800 cm verifica-
se também um aumento da banda, mas no SQ20 esse aumento € menor quando

comparado com o FQ20 (Figura 37).
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Figura 37 — Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier do
SQ20, neutralizado com NH4OH (Autor, 2016).

Caracteristicas semelhantes foram verificadas com as amostras
neutralizadas com NaOH. Os espectros do FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20 apresentaram
um perfil semelhante (Apéndice F). As Figuras 38a e 38b demonstram os espectros
dos FQ e FQ20, respectivamente. O espectro de infravermelho obtido dessas
amostras, demonstrou uma banda de absorgdo em torno de 3400 cm. Este
resultado corrobora com os encontrados por Fidéles (2010) e Holanda (2011) em
seus estudos, que observaram em seus espectros bandas de estiramento entre
3400 a 3500 cm ' e atribuiram a vibragdes de estiramentos dos grupos funcionais
O-H e N-H, assim como as ligacdes de hidrogénio intermoleculares das cadeias de
polissacarideos.

A medida em que a droga vegetal foi incorporada nos filmes, houve um

aumento significativo nas bandas em 2800 cm™, em 1542 cm™ correspondendo a
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deformacdo de grupos NH2 e NHs, e entre 1406 e 1379 cm™'. Entretanto, ndo
percebe-se o estreitamento da banda de absorcao localizada na regido de 3400 e
3500 cm™, tdo evidente nas amostras neutralizadas com NHsOH. A Figura 38 (b)
mostra o espectro do FQ20, no qual constatou-se ainda a absorgao atribuida ao
estiramento C=0 de amidas na regido de 1670 cm™ e 1640 cm™'.
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Figura 38 — Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier do
FQ (a) e FQ20 (b), neutralizados com NaOH (Autor, 2016).

Analisando-se os espectros do SQ5, SQ10, SQ15 e SQ20, neutralizados
com NaOH, observou-se um comportamento semelhante entre 0os mesmos
(Apéndice G) entretanto, no SQ20 ficou evidente um aumento nas bandas
localizadas em 1542 cm' correspondendo a deformacgédo de grupos NHz2 e NHs, e
entre 1406 e 1379 cm™' equivalente a vibracdo de deformacdo angular simétrica do
grupo —CHs (Figura 39).
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Figura 39 — Espectroscopia na Regidao de Infravermelho com Transformada de Fourier do
SQ20, neutralizado com NaOH (Autor, 2016).



97

Assim como no FQ20 e SQ20 neutralizados com NH4OH, nas amostras
correspondentes neutralizadas com NaOH, verificou-se também um aumento da
banda em 2800 cm', equivalente aos estiramentos C-H simétrico e assimétrico dos
grupos metila, mas no SQ20 esse aumento € menor quando comparado com o
FQ20.

4.1.5 Difracao de Raios X (DRX)

Na Figura 40 é possivel observar o difratograma do pé da quitosana que
apresenta picos tipicos de materiais semicristalinos, sendo observado um pico de
base larga bem definido 26 = 20°, e um outro pico menos definido em 206 = 10°
corroborando com os resultados encontrados por Dallan (2005), Xu et al. (2005),
Lima (2010), Luo et al. (2011) e Cruz (2015).
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Figura 40 — Difratogramas do pd da quitosana e dos FQ, FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20,
neutralizados com NHsOH (Autor, 2016).

Ainda foi possivel observar nos difratogramas dos filmes de quitosana
neutralizados com NHsOH que, a medida em que a droga vegetal foi sendo
incorporada, os filmes foram diminuindo a sua cristalinidade, apresentando picos
caracteristicos de um material menos cristalino.

Assim sendo, o grau de cristalinidade dos filmes de quitosana neutralizados
com NH4OH foi de 9,4191 (%) e, a medida em que a droga vegetal foi sendo
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incorporada aos filmes, esse grau de cristalinidade foi reduzindo, de forma que no
FQ20, o grau de cristalinidade chegou a 0,0000 (%).

Lima (2010) e Holanda (2011), analisando filmes de quitosana também
evidenciaram que, a incorporagao da insulina nessas estruturas promoveu a reducao
da cristalinidade das mesmas.

Os difratogramas do p6 da quitosana e dos filmes neutralizados com NaOH
estdo demonstrados na Figura 41, observando-se um comportamento tipico de
polimeros semicristalinos, com picos 26 = 10° e 206 = 20°, condizentes com o0s
difratogramas apresentados por Campana Filho et al. (2007), Baskar e Kumar
(2009), Fidéles (2010), Lima (2010) e Barbosa (2011).

Os FQ, FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20 apresentaram, em seus difratogramas,
um comportamento semelhante ao do p6é da quitosana entretanto observou-se que,
a medida em que a droga vegetal foi sendo incorporada, os picos 26 = 10°, 26 = 15°
e 20 = 20° foram reduzindo em intensidade.
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Figura 41 — Difratogramas do Pé da Quitosana e dos FQ, FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20,
neutralizados com NaOH (Autor, 2016).

Da mesma forma, foram avaliados os graus de cristalinidade das amostras,
comprovando-se que o FQ, FQ5, FQ10 e FQ15 mantiveram o grau de cristalinidade
em uma meédia de 6,9055 (%). Ja o FQ20 apresentou uma reducdo do seu grau de
cristalinidade, o qual ficou em 3,4908 (%).
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O delineamento geral dos difratogramas dos SQ5, SQ10, SQ15 e SQ20 nao
diferem entre si. Na Figura 42 encontram-se os difratogramas dos scaffolds de
quitosana neutralizados com NaOH, ficando o perfil semicristalino evidente nas
amostras analisadas, com picos 206 = 10° e 26 = 20°. Avaliando-se o grau de
cristalinidade entre o SQ e o SQ20, evidenciou-se uma reducao de 4,6509 (%) para
3,4499 (%). Resultados semelhantes foram encontrados por Cruz (2015).
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Figura 42 — Difratogramas dos SQ (a) e SQ20 (b), neutralizados com NaOH (Autor, 2016).

O ensaio de DRX confirmou a interagdo quimica ocorrida entre a quitosana e
a droga vegetal, através da diminui¢do da cristalinidade, o que foi confirmado pelos
resultados de FTIR, assim como a andlise de MEV dessas estruturas. De igual
modo, 0s resultados encontrados no DRX corroboram com os resultados do teste
de molhabilidade, em que o angulo de contato das amostras que contém a droga
vegetal foi menor que o da amostra de quitosana, expressando uma maior
hidrofilicidade do material, estando assim de acordo com as afirmacbes de
Signini e Campana Filho (2001) e Lima (2010).

4.1.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS)

Na Figura 43 é possivel observar a morfologia dos filmes de quitosana, sem
a incorporacao da droga vegetal, e neutralizados com NaOH (a) e com NH4OH (b).
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Figura 43 — Micrografia eletrénica de varredura dos filmes de quitosana neutralizados com
NaOH (a) e com NH4OH (b). Aumento 500x (Autor, 2016).

Em ambos os casos observa-se que a superficie dos filmes se apresentou
de maneira uniforme, lisa e plana, sem a presencga de poros visiveis. Marreco et al.
(2004), Dallan (2005), Fidéles (2010), Lima (2010), Holanda (2011) e Furtado (2014)
estudaram a morfologia de filmes de quitosana e encontraram, igualmente, uma
superficie plana e densa.

A partir dos resultados de especiroscopia dispersiva de raios X
apresentados na Tabela 6 para os filmes de quitosana neutralizados com NaOH e
NH4OH, foi observado a presenca dos elementos Carbono (C), Oxigénio (O) e
Nitrogénio (N), proprios dos filmes de quitosana, constatando assim que n&o houve
presencga de agentes contaminantes durante a confeccao dos filmes.

Tabela 6 - Percentual atbmico dos filmes de quitosana neutralizados com hidréxido de sédio
e com hidréxido de amobnio, de acordo com os resultados do EDS.

Elemento Quimico Percentual Atémico (%) Percentual Atémico (%)
FQ - NaOH FQ - NH,OH
Carbono (C) 67,9 60,0
Oxigénio (O) 31,9 33,2
Nitrogénio (N) 0,1 6,7
Magnésio (Mg) 0,0 0,0

Igualmente aos resultados encontrados nos filmes de quitosana, os filmes de
quitosana com a incorporacdo da droga vegetal (FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20) e
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neutralizados com NaOH nao apresentaram alteragcdes morfoldgicas, estando suas
micrografias demonstradas nas Figuras 44a, 44b, 44c e 44d, respectivamente.

Figura 44 — Micrografia eletrénica de varredura do FQ5 (a), FQ10 (b), FQ15 (c) e FQ20 (d),
neutralizados com NaOH. Aumento 500x (Autor, 2016).

Na Tabela 7 observa-se, de acordo com 0s percentuais de massa, a
presenca dos elementos C, O e N préprios do filme de quitosana.

Tabela 7 - Percentual atdmico dos filmes de quitosana — FQ, FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20,
neutralizados com NaOH, de acordo com os resultados do EDS.

Elemento Quimico Percentual Atomico (%)

FQ FQ5 FQ10 FQ15 FQ20
Carbono (C) 8,4 7 8,5 8,0 7,5
Oxigénio (0) 82,1 81,8 77,5 77,1 74,9
Nitrogénio (N) 9,5 7,8 9.4 8,8 8,7

Magnésio (Mg) - 3,4 4.6 6,1 8,9
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Na andlise quimica pontual obtida por EDS, constatou-se a alteracdo da
composi¢ao quimica da membrana, uma vez que foi possivel observar que, com o
acréscimo da droga vegetal, houve o aparecimento e o aumento gradativo de
magnésio, elemento quimico presente na droga vegetal.

Na Figura 45 encontram-se os resultados da MEV dos FQS5, FQ10, FQ15 e
FQ20 neutralizados com NH4OH, observando-se que, com a incorporacao da droga
vegetal, houve alteracado na morfologia dos filmes.

CERTEIDST 20030737 1153 DAd x10k 10Dam CERTEHDS115 2003073 11537 D38 x10k 10Dam
MHENHAOH MH1OMH40H

CERTEHDS123 204508120 1512 DA x10k 10D am CERTEHISI21 20508120 1500 Dad w10k 10D am
M 15HHEOH MIZOMNH4OH

Figura 45 — Micrografia eletrénica de varredura do FQ5 (a), FQ10 (b), FQ15 (c) e FQ20 (d),
neutralizados com NHsOH. Aumento 1000x (Autor, 2016).

A partir da analise quimica pontual obtida através da técnica de EDS, foi
possivel comprovar que, com o aumento gradativo da droga vegetal, constatou-se a
presengca de calcio, silicio e magnésio, elementos quimicos contidos na droga

vegetal.
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As morfologias das superficies em contato com o ar (fase ndo condensada),
em contato com a placa (fase condensada), e da area de corte (secao transversal)
dos scaffolds de quitosana e de quitosana com a droga vegetal incorporada,
neutralizados com NH4OH, podem ser visualizadas nas Figuras 46, 47 e 48
respectivamente. Ressaltando que, as micrografias de maior dimensao
correspondem ao aumento de 150x, e as de menor dimensdo referem-se ao

aumento de 1000x.

Figura 46 — Micrografia eletrénica de varredura dos SQ neutralizados com NH4OH,
superficie em contato com o ar. SQ (a), SQ5 (b) SQ10 (c), SQ15 (d) e SQ20 (e). Aumento
150x nas micrografias de maior dimensao e de 1000x nas micrografias de menor dimensao
(Autor, 2016).
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Figura 47 — Micrografia eletrbnica de varredura dos SQ neutralizados com NH4OH,
superficie em contato com a placa. SQ (a), SQ5 (b) SQ10 (c), SQ15 (d) e SQ20 (e).
Aumento 150x nas micrografias de maior dimensdo e de 1000x nas micrografias de menor

dimenséao (Autor, 2016).
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Figura 48 — Micrografia eletrénica de varredura dos SQ neutralizados com NH4OH,
superficie da sec¢ao transversal. SQ (a), SQ5 (b) SQ10 (c), SQ15 (d) e SQ20 (e). Aumento
150x nas micrografias de maior dimensao e de 1000x nas micrografias de menor dimensao
(Autor, 2016).

As micrografias revelaram na superficie de corte (segcado transversal) uma
estrutura multicamadas - lamelas dispostas paralelamente, além de uma estrutura
porosa em todas as superficies analisadas, indicando a presenca de poros
intercomunicantes, corroborando com os resultados encontrados por Azevedo et al.
(2007), Favere (2009), Fook (2012) e Cruz (2015).

A morfologia diferente da superficie das amostras em contato com o ar e em
contato com a placa corrobora com o estudo de Beppu, Arruda e Santana (1999).

A porosidade evidenciada em todos os scaffolds é de grande importancia
para um sistema a de liberacado de farmacos uma vez que permite a penetracédo de
fluidos bioldgicos, facilitando a difusédo dos farmacos para o meio (Favere, 2009).

Macroscopicamente, observa-se uma diferenca de coloragdo na superficie
de corte, que possivelmente esta associada a diferentes concentragbes da droga

vegetal (Figura 49).
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Figura 49 — Aspecto macroscopico das amostras no porta amostra do MEV (Autor, 2016).

Por esse real motivo, na superficie de corte do SQ5 e SQ20 ainda foram
realizadas andlises em duas areas diferentes: na area mais proxima a superficie em
contato com o ar (Figura 50a), e na area mais proxima a superficie em contato com
a placa (Figura 50b), evidenciando-se em ambas as superficies de cortes, estruturas

lamelares e presenca de poros interconectados.

Figura 50 — Micrografia eletrénica de varredura do SQ5 neutralizado com NH4OH. Superficie
de corte em contato com o ar (a), e superficie de corte em contato com a placa (b). Aumento
150x (Autor, 2016).

Da mesma forma, essa morfologia foi encontrada nas analises do SQ20
(Figura 51). Ressaltando que as micrografias eletronicas de varredura do SQ10 e

SQ15 apresentaram, de igual modo, caracteristicas semelhantes.
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Figura 51 — Micrografia eletrbnica de varredura do SQ20 neutralizado com NH4OH.
Superficie de corte em contato com o ar (a), e superficie de corte em contato com a placa
(b). Aumento 150x (Autor, 2016).

Em todas as amostras (SQ5, SQ10, SQ15 e SQ20) foram selecionados dois
pontos aleatérios, nas superficies em contato com o ar, com a placa e na superficie
de corte. O ponto 1 equivale a uma area esbranquicada encontrada de forma
dispersa ao logo da superficie do scaffold; ja o ponto 2 corresponde a uma éarea
aleatéria da superficie do scaffold. Na Figura 52 é possivel observar a analise
desses dois pontos no SQ5, neutralizado com NH4OH.

Figura 52 — Micrografia eletrénica de varredura do SQ5 neutralizado com NH4OH. Ponto 1
(em vermelho) e ponto 2 evidenciados nas superficies em contato com o ar (a), superficie
em contato com a placa (b), e na superficie de corte transversal (c). Aumento 1000x (Autor,
2016).
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A partir dos resultados de espectroscopia dispersiva de raios X
apresentados na Tabela 8 para o SQ5 neutralizado com NH4OH, foi observado a
presenca dos elementos Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N), préprios dos
scaffolds de quitosana. No ponto 1, correspondente ao ponto branco presente em
todas as superficies, evidencia-se ainda a presenca de silicio e do calcio. No ponto 2

ainda foi encontrado o magnésio.

Tabela 8 - Percentual atbmico do SQ5 neutralizado com NH4OH.

Elemento Percentual Atémico (%)
Quimico
SQ5
Superficies - Ponto 1 Superficies - Ponto 2
Ar Placa Corte Ar Placa Corte

Carbono (C) 1,4 1,6 - 9,6 9,3 7,9
Oxigénio (O) 31,3 55,7 62 67,1 68 75,2
Nitrogénio (N) 3,3 4,8 5,6 10 10,8 12,8
Magnésio (Mg) - - - 5,7 5 41
Silicio (Si) 28 31 12,9 - - -
Calcio (Ca) - - 2,2 - - -

Da mesma forma, foram observadas as imagens da MEV do SQ20 (Figura
53).
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Figura 53 — Micrografia eletronica de varredura do SQ20 neutralizado com NH4OH. Ponto 1
(em vermelho) e ponto 2 evidenciados nas superficies em contato com o ar (a), superficie
em contato com a placa (b), e na superficie de corte transversal (c). Aumento 1000x (Autor,
2016).

Na Tabela 9 encontra-se o percentual atobmico do SQ20, analisando-se as

superficies em contato com o ar, com a placa e a superficie de corte transversal.

Tabela 9 - Percentual atbmico do SQ20, neutralizado com NH4OH.

Elemento Percentual Atémico (%)
Quimico
SQ20
Superficies - Ponto 1 Superficies - Ponto 2

Ar Placa Corte Ar Placa Corte
Carbono (C) - - - - - -
Oxigénio (O) 56,5 45,5 62,5 52,4 45,2 60,8
Nitrogénio (N) 7,2 - 9,6 - - 9,5
Magnésio (Mg) 9,2 7,7 7,5 9,2 24 29
Silicio (Si) - - 0,9 - - -
Calcio (Ca) 3,5 5,6 2,2 7,3 7,2 4,7

Na andlise quimica pontual obtida por EDS constatou-se que no SQ20 nao
foi observada a presenca de carbono e nem a do nitrogénio em algumas areas. E
que, a medida em que a droga vegetal foi incorporada aos scaffolds, aumentou a
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quantidade de calcio e magnésio nas estruturas, sendo o silicio percebido apenas na
area de corte do ponto 1.

De acordo com os estudos desenvolvidos por Silva (1996), o silicio, o célcio,
o fésforo e 0 magnésio fazem parte da composicédo da droga vegetal incorporada

aos filmes e scaffolds de quitosana.

4.1.7 Grau de Intumescimento com PBS

Nas Figuras 54 a 59 s&o apresentados os resultados de intumescimento por
tipo, concentracao, forma e solucdes utilizadas no processo de neutralizacao.

Destacam-se nas Figuras 54 e 55 que, as amostras neutralizadas com
hidréxido de aménia, as médias das massas foram correspondentemente mais

elevadas na forma intumescida do que na condicao seca.
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Figura 54 — Médias da massa segundo a concentragdo e a forma na concentragdo nos
filmes neutralizados com NH4OH (Autor, 2016).
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Figura 55 — Médias da massa segundo a concentracdo e a forma na concentracao nos
scaffolds neutralizados com NHsOH (Autor, 2016).

As diferencas nas médias das massas variaram de 0,023 g a 0,063 g no
filme e de 0,099 g a 0,140 g no scaffold, entretanto sem diferencas significativas
entre as duas formas e em nenhum dos tipos (filme ou scaffold) e concentracdo; as
médias oscilaram com a concentracdo da droga vegetal, sendo verificadas
diferengas significativas entre as concentracdes em cada um dos tipos e variaveis,
com diferengas significativas entre os pares: na massa seca do filme, exceto entre
5% com 15% e entre 15% com 20%; na massa intumescida do filme entre 10% com
cada uma das outras concentracoes, e na variavel diferenca absoluta, exceto entre
5% com 15% e entre 20% com cada uma das outras concentracoes.

As médias foram correspondentemente mais elevadas no filme do que no
scaffold na massa seca enquanto que, na massa intumescida e nas diferencas
absolutas, as médias foram correspondentemente mais elevadas no scaffold do que
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no filme, diferencas estas que se mostraram significativas entre filme e scaffold em
cada concentragéo e variavel (Apéndice H).

Analisando-se as amostras neutralizadas com hidroxido de sédio, constatou-
se que, igualmente ao que foi verificado na amostras neutralizadas com NH4OH, as
médias das massas foram correspondentemente mais elevadas na forma
intumescida do que na condigdo seca, tanto nos filmes como nos scaffolds,
aumentando com a concentragdo da droga vegetal nos filmes, e oscilando nos
scaffolds (Figuras 56 e 57).
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Figura 56 — Médias da massa segundo a concentragdo e a forma na concentragdo nos
filmes neutralizados com NaOH (Autor, 2016).
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Figura 57 — Médias da massa segundo a concentragdo e a forma na concentragdo nos
scaffolds neutralizados com NaOH (Autor, 2016).

As diferencas das massas variaram de 0,019 g a 0,046 g no filme e de 0,085
g a 0,124 g no scaffold, entretanto sem diferencas significativas entre as duas
formas e em nenhum dos tipos (filme ou scaffold) e concentracdo; as médias das
massas aumentaram com a concentragdao da droga vegetal no filme e oscilaram no
scaffold, sendo verificadas diferencas significativas entre as concentracées em cada
um dos tipos e variaveis, com diferengas significativas entre os pares: na massa
seca do filme entre a concentracao 0% com todos os demais, entre 5% com 15% e
20%, e entre 10% com 20%; na massa intumescida do filme e na variavel diferenca
absoluta, exceto entre 5% com 10% e entre 15% com 20% em todos os demais
pares; na massa seca do scaffold entre cada uma das concentragdes 0%, 5% e 10%
com cada uma das concentracbes 15% e 20%; na massa intumescida e na variavel
diferenca absoluta entre 15% com 0%, 10% e 20% e entre 0% com 5%. As médias
da massa seca foram correspondentemente mais elevadas no filme do que no
scaffold, enquanto que as médias da massa intumescida e as diferencas absolutas

foram correspondentemente mais elevadas no scaffold do que no filme, sendo
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comprovadas diferengcas significativas entre filme e scaffold em todas as
concentragdes em cada uma das trés variaveis analisadas (Apéndice I).

Dessa forma, ficou evidente que todas as amostras apresentaram habilidade
de retencao da solugdo de PBS e um aumento no grau de intumescimento, uma vez
que absorveram mais agua do que seus préprios pesos. Constatou-se ainda que os
scaffolds apresentaram maior grau de intumescimento quando comparado com 0s
filmes. Para Tigh, Karakecili e Gumusderelioglu (2007), essa capacidade pode ser
atribuida tanto a manutengéo das suas estruturas 3D, quanto a hidrofilicidade das
amostras, comprovadas no teste de molhabilidade.

Esses resultados corroboram também com os encontrados na difracédo de
raios-x, tendo em vista que, nos difratogramas evidenciou-se a reducado da
cristalinidade das amostras com a incorporacao da droga vegetal e, quanto menor a
cristalinidade das amostras, maior a sua capacidade de absorcéao de fluidos.

Fernandes (2009), analisando filmes de quitosana e de quitosana com
sulfato de condroitina, reticuladas com tripolifosfato, para serem empregadas como
curativos para queimaduras ou como material para reparo da cartilagem articular,
percebeu que, apds a imersdao das amostras em triplicata na solucao de PBS, por
um periodo de 1, 3 e 24 horas, o grau de intumescimento da quitosana aumentou,
quando da reticulacdo com o TPP, e diminuiu pela adicao de sulfato de condroitina.

Furtado (2014) observou em seus estudos que, os filmes de
quitosana/curcumina, em pHs acidos, imersos em solugédo de PBS (pH 7,4) durante
diferentes periodos de tempo, apresentaram menor intumescimento quando
comparado com os filmes de quitosana.

Tomaz e Moraes (2015), incorporando extrato alcodlico de alecrim em filmes
de alginato e quitosana por impregnacgao, visando sua aplicagdo como curativo para
lesdes de pele, comprovou que durante a imersao das amostras em 10 mL de etanol
por 24h ndo ocorreu intumescimento, e que o etanol interagiu muito fracamente com
o filme.

Os resultados do presente estudo corroboram com os de Sampaio et al.
(2012) que desenvolveram e caracterizaram scaffolds de quitosana e quitosana
reticulada com genipina nas concentracées de 0,15% e 0,3%, permanecendo as
mesmas em contato com a solugéo de PBS por 24 horas e apresentando, ao final da

analise, uma alta capacidade de intumescimento em todas as composicoes.
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Resultados semelhantes também foram encontrados por Cruz (2015) que,
analisando scaffolds de Quitosana (Q), Quitosana/Tripolifosfato (QT),
Quitosana/1,4-Naftoquinona (QN) e Quitosana/Tripolifosfato/1,4—Naftoquinona
(QNT) observou em seus estudos que houve um ganho de massa de
aproximadamente 13, 8, 12 e 9 vezes nos scaffolds, respectivamente.

Esse ganho consideravel de massa dos scaffolds, apés a permanéncia por
24 horas em solucao de PBS, indicou uma alta capacidade de absorgao por todos os
scaffolds, fato este que decorreu provavelmente da penetracdo do liquido nos
scaffolds e da interacdo da agua (através de pontes de hidrogénio) com pontos
reativos (-NHs*, NH2 e — OH), segundo Cruz (2015).

Analisando-se as solugdes empregadas no processo de neutralizacao das
amostras, contatou-se que as médias foram mais elevadas na forma intumescida
quando comparado com a forma seca, tanto nos filmes quanto nos scaffolds
(Figuras 58 e 59).
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Figura 58 — Médias da massa segundo a concentracdo, solu¢ao, concentragéo e a forma na
concentracao nos filmes (Autor, 2016).
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Figura 59 — Médias da massa segundo a concentracao, solugao, concentracao e a forma na
concentracao nos scaffolds (Autor, 2016).

Diferengas significativas entre as solugdes utilizadas no processo de
neutralizacdo foram registradas na massa seca do filme na concentracdo de 10%,
assim como na massa intumescida e na varidvel diferenga absoluta nas
concentracdes de 0% e 10% de incorporacao da droga vegetal.

As médias foram correspondentemente mais elevadas na substancia NaOH
do que no NH4OH, na concentracdo de 10% do filme em cada uma das variaveis
enquanto que na concentracdo de 0%, as médias foram correspondentemente mais
elevadas na solucdo NH4OH do que NaOH.

Exceto para 0% na massa seca do scaffold, nas outras concentracdes na

massa seca, assim como em 10% da massa intumescida do scaffold e na variavel
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diferenca absoluta constatou-se diferencas significativas, verificando-se que as
médias foram correspondentemente mais elevadas na solugdo de NH4OH do que na
de NaOH, em cada uma das variaveis com diferenca significativa (Apéndice J).
Esses resultados corroboram com os encontrados na difracdo de raios-X,
uma vez que a neutralizacdo com a solucdo de NH4OH promoveu uma maior
reducao de cristalinidade das amostras quando comparada com a solugdo de NaOH,

favorecendo, desse modo, um maior intumescimento das mesmas.

4.2 Resultados da Fase Investigativa

Nessa etapa do trabalho, a partir dos resultados encontrados, passaram a
ser desenvolvidos e caracterizados apenas os scaffolds de quitosana sem e com a
incorporacgao da droga vegetal neutralizados com hidroxido de aménia.

4.2.1 Microscopia Otica (MO)

Na Figura 60 observa-se a micrografia 6tica do SQ (superficie de corte

transversal).

Figura 60 — Micrografia ética do SQ (superficie de corte transversal). Aumento 40x (Autor,
2016).

Na Figura 61 constata-se na micrografia ética do SQ, as superficies em
contato com o ar (a) e em contato com a placa (b).
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Figura 61 — Micrografia ética do SQ. Superficie em contato com o ar (a), e superficie em
contato com a placa (b). Aumento 80x (Autor, 2016).

Foi possivel observar a presencga de poros intercomunicantes ao longo de
todas as superficies da amostra, e de estruturas lamelares na superficie de corte,
confirmando os resultados obtidos através da MEV.

Esses resultados corroboram com os obtidos por Sampaio et al. (2012) que
comprovaram em seus estudos a formacado porosa das estruturas dos scaffolds
através da identificacado do contorno de alguns poros.

Através da microscopia 6tica foi ainda possivel observar que, a medida em
gue a droga vegetal foi sendo incorporada ao scaffold, houve uma maior preferéncia
na interagcdo polimero — droga vegetal na area condensada (em contato com a
placa), o que também ficou evidente macroscopicamente e na MEV. Esse fato pode
estar relacionado a densidade das particulas da droga vegetal (Figura 62).
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Figura 62 — Micrografia ética dos SQ5 e SQ20. Superficie em contato com o ar (a),

superficie em contato com a placa (b), e na superficie de corte transversal (c). Aumento 40x
(Autor, 2016).

4.2.2 Teste de Molhabilidade
A Figura 63 ilustra o resultado de molhabilidade dos SQ, SQ5, SQ10, SQ15

e SQ20, sendo o mesmo obtido a partir da média dos angulos de contato
encontrados nas amostras.
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Figura 63 — Analise do angulo de contato das superficies das amostras (Autor, 2016).
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De acordo com os resultados do teste de molhabilidade, verificou-se que
todos os scaffolds apresentaram uma medida de angulo de contato menor que 902,
0 que indica que todas as amostras apresentaram um perfil hidrofilico. A presenca
da droga vegetal interferiu no perfil hidrofilico dos scaffolds, promovendo um
aumento na hidrofilicidade dos mesmos.

Assis e Silva (2003), produzindo filmes de quitosana, observaram que a
hidrofilicidade da quitosana, em particular, se da como funcdo de seus grupos
desacetilados que naturalmente associados aos grupos hidroxilas e amino
caracterizam esta forte afinidade por moléculas polares. Ainda nesse estudo, esses
autores concluiram que outro aspecto que contribui para uma maior retencao de
agua é a estrutura porosa, uma vez que os poros faciltam a permeacédo e
subsequente retengdo de agua na matriz polimérica.

Os resultados do presente estudo corroboram com os de Lima (2010) que,
analisando filmes de quitosana e quitosana com a incorporagdo de insulina,
constatou uma tendéncia geral de diminuicdo do angulo de contato nas amostras
que possuiam 50 Ul de insulina, em relagdo as preparagées que ndo continham
insulina, indicando maior carater hidrofilico deste material.

Macedo et al. (2010) avaliando filmes de quitosana tratados por plasma de
hidrogénio constatou que as amostras tratadas apresentaram uma molhabilidade
maior do que as nao tratadas, o que pode ser atribuido as modificacées quimicas
que podem ter ocorrido no material.

Cardoso et al. (2012), perceberam que na tensao superficial de filmes de
quitosana sem e com a incorporacao de metais de cobre, zinco e magnésio, houve
pequena variagdo no angulo de contato dos filmes de quitosana pura em relacao
aos que continham os metais, ndo havendo mudanca significativa em sua
molhabilidade devido a incorporagdo do metal, permanecendo 0s mesmos com
perfil hidrofilico.

Ja Sousa (2012), desenvolvendo filmes biodegradaveis de quitosana/fosfato
de célcio (apatita) com incorporacao de vitamina E percebeu, em seus estudos, que
todos os filmes apresentaram hidrofilicidade entretanto, a presenca do fosfato de
célcio nas proporgcdes de 1%, 3% e 5% nos filmes de quitosana e quitosana com
vitamina E alteraram os valores médios de angulo, ou seja, com o aumento do
fosfato a molhabilidade foi reduzida; enquanto o filme de quitosana com vitamina E

teve um potencial maior em sua molhabilidade.
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4.2.3 Teste de Compressao

A Figura 64 apresenta as curvas tensdo-deformacdo dos scaffolds de

quitosana sem e com a incorporacao de diferentes concentragdes da droga vegetal

(5%, 10%, 15% e 20%) exemplificando, assim, o comportamento ao teste mecanico

de compressao.
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Figura 64 — Curvas tensdo-deformacao dos scaffolds de quitosana, sem e com a
incorporacao da droga vegetal em diferentes concentragbes (Autor, 2016).

A partir das curvas tensdo-deformacdo observou-se que o0s scaffolds

sofreram deformacdo a 90%, mas para que os scaffolds que continham a droga

vegetal incorporada sofressem deformacao foi necessaria uma maior tensao.

Ao comparar os dados, pode-se afirmar que as pequenas diferencas

observadas entre as curvas sao provenientes das diferentes concentragbes da droga

vegetal, que resultaram em diferentes tensdes, como expostas na Tabela 10.
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Tabela 10: Propriedades mecénicas de compressao.

Amostras Tensao Maxima Deformacao Moédulo de
(Mpa) Maxima Elasticidade
(%) (Mpa)

sa 0,14387 90,08068 0,27244
SQs5 0,23862 90,06050 2,10429
SQ10 0,77681 90,03373 10,73148
SQ13 0,34237 90,06631 3,57618
SQ20 0,28580 90,06814 3,20050
Desvio Padréo 0,24544 0,01737 3,98803
Media 0,35749 90,06187 3,97698
Mediana 0,28580 90,06631 3,20050

A presenga da droga vegetal tornou os scaffolds mais resistentes a
deformacdo, o pode estar relacionado a presenca de particulas do extrato
distribuidas em toda a amostra.

Mendonga, Costa e Thiré (2012), produzindo scaffolds do poliéster
microbiano poli (3-hidroxibutirato) - PHB/Quitosana funcionalizados com fibronectina
(FN) percebeu que, no teste de compressédo, empregando uma célula de carga de 2
KN e velocidade do travessdo de 1,3 mm/min, o Apxs-quifN apresentou médulo de
compressdo igual a (18.0 £0.03) MPa mostrando-se mais resistente a compressao
do que o ArHa-qui que apresentou modulo de compressao igual a (13.07 £ 0.01) MPa.
Diferenga essa que pode ser atribuida as diferentes estruturas porosas dos
scaffolds.

4.2.4 Analise Termogravimétrica (TG)

A Figura 65 ilustra os resultados de TG e DTG para os SQ, SQ5, SQ10,
SQ15 e SQ20. Com base na curva do SQ, foi possivel observar que houve perda de
massa em trés etapas. Na primeira etapa, a perda foi de cerca de 13,6% iniciando
em torno de +21°C até aproximadamente +125°C, na segunda etapa a perda foi de
cerca de 9,2% entre aproximadamente +125°C e +248°C, e na terceira etapa a
perda foi de cerca de 36% iniciando em torno de +248°C e finalizando em
aproximadamente +393°C.
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Os resultados demonstraram que a perda inicial provavelmente ocorreu pelo
desprendimento de moléculas pequenas como a agua ainda contidas na estrutura
polimérica apds o processo de liofilizagéo. Por volta de 300°C pdde-se observar uma
queda brusca do percentual de massa, assumindo-se entdo que, neste intervalo de
temperatura, ocorreu a degradacao térmica do material.
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Figura 65 — Curvas TG (a) e DTG (b) dos SQ, SQ5, SQ10, SQ15 e SQ20 obtidas na razéo
de aquecimento de 10°C/min e sob atmosfera de nitrogénio (20mL/min) (Autor, 2016).

Analisando-se as curvas termogravimétricas dos scaffolds de quitosana com
a incorporacao da droga vegetal, constatou-se que a perda de massa ocorreu em
duas etapas. Os SQ5 apresentaram uma perda de massa, na primeira etapa, de
cerca de 11,1% iniciando em torno de +29°C até aproximadamente +139°C e na
segunda etapa evidenciou-se uma perda de cerca de 45,8% entre aproximadamente
+1392C e +384°C. Na primeira etapa, os SQ20 apresentaram uma perda de massa
em torno de 13,4% entre aproximadamente +25°C e £170°C, e na segunda etapa a
perda foi de cerca de 41,2%, iniciando em torno de +170°C e finalizando em

aproximadamente +388°C.
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Do SQ5 ao SQ20 o perfil das curvas € semelhante, entretanto, a medida em
que a droga vegetal foi sendo incorporada, houve uma diminui¢éo da temperatura de
degradacdo, ou seja, a estrutura foi se degradando mais rapidamente, como
observado na Tabela 11.

Tabela 11: Decomposicdes térmicas dos scaffolds.

Amostras Etapas de Decomposicao
12 Etapa 22 Etapa 32 Etapa
Tp (°C) Perda de Tp (°C) Perda de Tp (°C) Perda de
Massa (%) Massa (%) Massa (%)

SQ 150,62 13,6 +198,57 9,2 +321,46 36,0
SQs5 +57 44 11,1 303,22 45,8 : :
SQ10 454,23 12,3 +293,49 37.8 ! !
SQ1s +51,42 13,3 285,68 39,7 ! !
SQ20 +50,09 13,4 +282,78 41,2 - -

*Tp: Temperatura de decomposi¢cao maxima.

Furtado (2014), observou em seus estudos que ndo houve mudanca no perfil
das curvas de TG do filme de quitosana/curcumina, entretanto, observou que houve
um aumento da perda de massa e temperatura no filme de quitosana/curcumina
quando comparado com o filme de quitosana.

Os resultados do presente trabalho corroboram com os encontrados por
Cruz (2015) que concluiu na analise termogravimétrica que os scaffolds de
quitosana apresentaram perda de massa em trés etapas. E que a perda inicial
provavelmente estd associada a perda de moléculas de agua presentes nas
amostras mesmo apds o processo de liofilizacao.

4.2.5 Analise de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Nos resultados de DSC, para todas as amostras, foi observada a presenca
de dois eventos principais: um pico endotérmico e um exotérmico. Na curva de
DSC dos scaffolds de quitosana, o evento endotérmico foi encontrado em
aproximadamente 120°C e o evento exotérmico foi encontrado em torno de 300°C.
Analisando filmes de quitosana, resultados semelhantes foram encontrados por
Parize (2006) e Sousa (2012).
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O evento endotérmico pode ser atribuido a perda de substancias volateis
como a agua, e o evento exotérmico corresponde a degradacdo da quitosana,
corroborando com os resultados encontrados por Guinesi e Carvalheiro (2006),
Sarmento et al. (2006), Azevedo et al. (2010), Juanior et al. (2010) e Zawadzki e
Kaczmarek (2010).

Analisando-se o SQ5 ao SQ20 percebeu-se que, a medida em que a droga
vegetal foi incorporada, houve uma reducdo na temperatura de degradacao,
comprovando-se que o polimero se degradou a temperaturas mais baixas. Os
resultados dessa analise corroboram com os encontrados na TG e DTG.

Na Tabela 12 encontram-se os principais dados relacionados aos eventos

calorimétricos para as amostras estudadas.

Tabela 12: Dados dos eventos calorimétricos dos scaffolds.

Amostras Eventos Calorimétricos
Perda de Material Degradacao (2C)
Volatil (°C)
SQ + 120°C + 300°C
SQs5 +120°C + 280°C
sQ1o £110°C £ 260°C
SQ15 + 80°C +255°C
SQ20 +80°C +250°C

4.2.6 Grau de Intumescimento com PBS e Saliva Artificial

Nas Figuras 66 e 67 sdo apresentados os resultados de intumescimento por
tipo de solugdo, concentracdo e forma utilizadas no processo de intumescimento,
bem com as médias das diferencas relativas [(Mr — Mo)/Mo]. E possivel observar os
resultados da analise de grau de intumescimento dos scaffolds, quando os mesmos
foram imersos por 24 horas em solugédo de PBS e saliva artificial, constatando-se
que houve aumento das médias das massas em ambas as solucées e em todos as
amostras analisadas.
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Figura 66 — Médias da massa segundo a concentracdo e a forma, na solugdo de PBS
(Autor, 2016).
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Figura 67 — Médias da massa segundo a concentragdo e a forma, na solugdo de saliva
artificial (Autor, 2016).

Destaca-se que: as médias das massas foram correspondentemente mais
elevadas na forma intumescida do que na massa seca, sendo que os valores
oscilaram de 0,008 g a 0,017 g na massa seca nas duas solugdes; e na massa



127

intumescida variaram de 0,107 g a 0,156 g na solucao do PBS e de 0,198 g a 0,346
g na saliva artificial, entretanto sem diferencas significativas (p > 0,05) entre os dois
tipos de solucédo (PBS e saliva artificial) e concentragéo.

Com excecgao da solugdo de PBS que mostrou uma redugéo da massa entre
as concentracbes de 15% para 20% nas duas formas e na saliva artificial que
apresentou médias iguais nas concentracdes de 5% e de 10%, nas demais
situagdes, as médias da massa aumentaram com a concentragdo da droga vegetal
em cada tipo de solucdo; ou seja, a incorporagdo da droga vegetal aos scaffolds
favoreceu 0 aumento do intumescimento, sobretudo quando em contato com a saliva
artificial. Nas médias das diferencas relativas, os valores indicaram aumento de
massa apds o intumescimento, com valores que variaram de 6,955 g (na
concentragao de 20%) a 12,137 g (na concentragcédo de 0%) na solucao de PBS e de
21,722 g (na concentragdao de 15%) a 25,309 g (na concentracdo de 0%) e, com
excegao das diferengas na saliva artificial, se comprova diferengas significativas
entre as concentragbes. Através dos testes de comparagdes pareadas do teste de
Kruskal-Wallis, comprovou-se diferenca entre os pares de concentragdes: na massa
seca do PBS, exceto entre 0% com 5% e entre 10% com 20% nos demais pares
foram registradas diferencas significativas; na massa intumescida do PBS entre as
concentracdes 0%, 5% e 20% com 10% e 15%; na diferenca relativa do PBS exceto
entre 5%, 10% e 15% nos demais pares; na massa seca da saliva artificial exceto
entre 5% com 10% e 15% com 20%; na massa intumescida entre 0% com todas as
demais concentragdes e entre 5% com 20%.

A Unica diferenga significativa entre PBS e saliva artificial na massa seca foi
registrada na concentracdo de 15% que teve média mais elevada na solugdo de
PBS do que na saliva artificial (0,017 g x 0,014 g). Na massa intumescida e na
variavel diferenga relativa, as médias na solugdo de saliva artificial foram
correspondentemente mais elevadas do que as médias na solugdo de PBS com
diferengas significativas em cada uma das concentragbes (Apéndice K). Esta
diferenga no grau de intumescimento pode estar relacionada a hidrofilicidade e a
cristalinidade do material.

Para Yang et al. (2010), os scaffolds de quitosana quando aplicados,
geralmente apresentam grande adsorcao de agua, que pode facilitar a retencédo de
fluidos corporais e nutrientes necessarios ao crescimento do tecido. A presenca do
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grupamento amino primario (-NHz2) e do grupo hidroxila (-OH) ndo sé aumenta a
afinidade do material com a 4gua, como também forma ligacdes de hidrogénio.

4.2.7 Ensaio de Biodegradacao Enzimatica

Segundo Dallan (2005), a avaliacdo da degradacao de um biomaterial no
meio bioldgico é de suma importancia visto que esta caracterizagao esta diretamente
relacionada ao tempo em que o material sera absorvido pelo organismo apds sua
insercao ou utilizagao no corpo. Esse ensaio teve como objetivo analisar a agao da
solucao tampao fosfato (PBS) sem e com lisozima no processo de degradagao dos
scaffolds, como também verificar a influéncia da saliva artificial sobre essas
amostras.

Nas Figuras 68 a 70 se apresentam os resultados da diferenca relativa entre
as duas medidas (inicial e final) e entre os dias de avaliagdo por concentracao,
sendo uma figura para cada uma das solugbes. Nos Apéndices L a N estédo
expressos 0s dados comparativos entre as solugdes por dias de avaliagédo e
concentracdo. Ja nos Apéndices O a Q encontram-se as comparacbes entre as
concentracdes por solucao e dias de avaliagao.

A Figura 68 destaca que as médias das massas quando foi utilizada a
solugcado de PBS reduziram da medida inicial para a medida final, diferengas estas
que se revelaram significativas entre as duas medidas em cada concentracao e dias

de avaliagéo.
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Figura 68 — Média da perda relativa por concentragao e dias de avaliagdo, empregando-se a
solucao de PBS (Autor, 2016).

No Apéndice L podem ser observados os resultados da massa inicial e final
bem como a diferenca relativa entre as duas medidas. As médias das diferencas
relativas variaram de 0,304 g a 0,927 g, sendo menos elevadas nas avaliagbes com
7 dias em cada concentracdo. Diferencas significativas entre avaliagcbes foram
registradas nas concentragdes de 0%, 5% e 15% na avaliacao final e, com excecao
da concentracdo de 10%, na diferenca relativa. Para as situagées com diferencas
significativas, os resultados mostram que: as médias da avaliagao final foram mais
elevadas com 7 dias do que nas outras duas avaliacdes e, através das comparacdes
multiplas (entre pares de dias de avaliacdo) se comprova diferenca significativa: na
avaliacao final e na diferenca relativa entre todos os pares de dias de avaliagdo na
concentragdo de 0%; entre 14 dias com cada uma das outras duas avaliacées na
concentragdo de 5%; entre 7 dias com 14 dias e 21 dias na concentracao de 15%.
Na variavel diferenca relativa, se comprova diferenga significativa na concentracao
de 20%, entre 7 dias com 14 e com 21 dias.

Assim sendo, os scaffolds sofreram perda de massa consideravel entre 7 e
14 dias de avaliacéo, apresentando um discreto ganho de massa entre 14 e 21 dias,
0 que provavelmente ocorreu pela formagao de novas ligagdes quimicas no material

por influéncia da droga vegetal na solucdo tampao; ou pela lavagem insuficiente
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para a remoc¢ao do sal, precipitagdo do mesmo nas amostras e, portanto, ganho de
massa. Resultados semelhantes foram obtidos por Cruz (2015).

Da Figura 69 destaca-se que: com excegado da avaliagcdo com 21 dias na
concentragdo de 5%, quando a média da massa teve um pequeno acréscimo da
avaliacao inicial para final (média negativa), quando foi utilizada a solucéo
PBS/Lisozima, nas demais situacdes, as médias reduziram e foram significativas
entre todas as avaliacdes e em todas as concentracdes nas avaliagdes com 7 dias e
com 14 dias e na concentracao de 10% em todas as trés avaliagdes.
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Figura 69 — Média da perda relativa por concentragao e dias de avaliagdo, empregando-se a
solugéo de PBS/Lisozima (Autor, 2016).

A média da diferenca relativa aumentou (-0,051 g) na avaliacdo com 21 dias
na concentracao de 5% e reduziu de 0,121 g a 0,580 g nas demais combinacoes,
sendo que as menores redug¢des ocorreram nas avaliagcbes com 21 dias em cada
concentragdo. Diferencas significativas entre as avaliagbes foram registradas na
medida inicial, medida final e na diferenca relativa na concentracdo de 5%, assim
como na medida final e na diferencga relativa na concentragdo com 20%. Verifica-se

diferencas significativas: na concentragdo de 5% entre 7 dias com 14 dias e com 21
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dias na medida inicial, entre 21 dias com cada uma das avalia¢gdes na medida final e
entre as trés avaliacdes na variavel diferenca relativa. Na concentracdo de 20%
entre 14 dias com cada uma das avaliacbes na medida final e entre 21 dias com
cada uma das avaliagdes na concentracao de 20% (Apéndice M).

De uma maneira geral, os scaffolds de quitosana sofreram maior
degradacdo quando comparado com os scaffolds que continham a droga vegetal
incorporada, tanto na solucdo de PBS como na de PBS/Lisozima. Como ja se sabe,
formas muito desacetiladas de quitosana (DA > 85%) exibem taxas de degradacéao
relativamente baixas, enquanto formas com graus de desacetilacdo menores sofrem
degradacdo mais rapidamente (Kamiyama, Onishi e Machida, 1999; Di Martino,
Sittinger e Risbud, 2005). Como no presente estudo, a quitosana utilizada possuia
um grau de desacetilacdo entre 75 e 85%, justifica-se a degradagdo da mesma em
periodos de tempo relativamente curtos como os avaliados.

Os resultados demonstraram ainda que os scaffolds sofreram degradacéo
quando em contato com a solugao de PBS/Lisozima, principalmente nos dias 7 e 14
de avaliacdo, entretanto essa degradacéo foi menos acentuada quando comparada
com a solucao de PBS. Para Dallan (2005), o solvente de uma determinada solucao
é suficiente para a degradacao de filmes de quitosana.

Esses resultados corroboram com os de Oliveira et al. (2012) que, avaliando
a incorporagédo de carbonato de calcio em filmes de quitosana perceberam que a
degradacgao dos filmes ocorreu basicamente devido a presenca do tampao PBS e
nao devido a acao da lisozima, e também por influéncia do pH das solugdes, o0 que
provavelmente foi observado devido ao comportamento eletrostatico da quitosana e
da lisozima que séo diferenciados de acordo com o pH do meio.

Ja Holanda (2011) e Souza (2012) trabalhando com filmes, e Cruz (2015)
avaliando scaffolds em seus estudos, observaram uma maior degradacado das
amostras em contato com a solucao de PBS/Lisozima.

Na solugdo de saliva artificial (Figura 70) foi possivel observar ganho de
massa em todas as avaliacdes, ndo ocorrendo biodegradacdo dos scaffolds, pelo
menos nesses periodos de avaliacdo (7, 14 e 21 dias). O aumento de massa pode
ser atribuido a presenca dos constituintes solidos da saliva que foi incorporada aos
scaffolds.
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Figura 70 — Média da perda relativa por concentragao e dias de avaliagdo, empregando-se a
solucéo de saliva artificial (Autor, 2016).

Com excecao da avaliacao com 21 dias na concentracdo 0%, nas demais
concentracoes e dias de avaliagao foi comprovada diferencas significativas entre as
medidas inicial e final. As Unicas diferengas significativas entre as avaliagdes foram
registradas na variavel diferenca relativa na concentracao de 10%, 15% e 20% e nas
medidas inicial e final na concentracdo de 15%; e para as variaveis com diferencas
significativas se comprova diferengca na concentracdo de 10%, entre 21 dias com
cada uma das outras duas avaliagdes na variavel diferenca relativa; na concentracéo
de 15%, entre 7 dias e 21 dias na medida inicial, entre 7 e as outras duas avaliagbes
na medida final e entre 14 dias e cada uma das outras duas avaliagcdes na variavel
diferenca relativa. Ja4 na concentracdo de 20%, entre 7 e 14 dias na variavel
diferenca relativa (Apéndice N).

Na avaliagdo com 7 dias (Apéndice O), verificou-se diferenca significativa
entre as solugdes na medida final e na variavel diferenca relativa em cada uma das
concentracdes. Para as situacdes com diferencas significativas se salienta que: as
médias da massa, na medida final, foram correspondentemente menos elevadas na
solucdo de PBS e mais elevadas na saliva artificial, exceto na concentracdo 0% que
teve as médias iguais nas duas solu¢des PBS e PBS/Lisozima e mais elevada na
saliva artificial; na variavel diferenca relativa, as médias foram de ganho (valores
negativos) na saliva artificial e de perda nas outras duas solucdes; as médias das
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diferencas relativas foram mais elevadas na solucao de PBS/Lisozima do que na de
PBS nas concentragdes de 0% e 5%, e mais elevadas na solucao de PBS do que na
de PBS/Lisozima nas concentracoes de 10%, 15% e 20%. Os testes de
comparagOes multiplas mostraram diferengas significativas: na medida final, entre a
saliva artificial e as outras duas solucdes nas concentracées 0% e 5% e entre as trés
solugbes nas concentracbes de 10%, 15% e 20%; na variavel diferenca relativa,
entre as trés solucdes nas concentracdes de 0%, 10%, 15% e 20% e entre a saliva
artificial com cada uma das outras solu¢des na concentracao de 5%.

Na avaliacdo com 14 dias (Apéndice P) verificou-se diferenga significativa
entre as solugdes na medida final e na variavel diferenca relativa em cada uma das
concentragdes. Para as situagbes com diferencas significativas se salienta que: as
médias da massa na avaliacdo final foram correspondentemente menos elevadas na
solugdo PBS e mais elevadas na saliva artificial, exceto na concentragédo de 15%
onde as médias foram iguais nas solucdes de PBS/Lisozima e na saliva artificial. Na
variavel diferenca relativa, as médias foram de ganho (valores negativos) na saliva
artificial nas concentragbes de 0%, 5% e 10% e de perda (médias positivas) nas
concentracdes de 15% e 20%; as médias das diferencas relativas foram mais
elevadas na solucao de PBS do que PBS/Lisozima em todas as concentracdes. Na
medida final, se comprova diferenca significativa entre as trés solucbes nas
concentragdes 0%, 5% e 10%, entre PBS e cada uma das outras solugbes na
concentragdo de 15% e entre PBS/Lisozima com cada uma das outras solugdes na
concentracdo de 20%. Na variavel diferenca relativa constatou-se diferenca
significativa entre os trés pares de solucdes nas concentragées 0%, 5%, 10% e 20%
e entre PBS com as outras duas solugdes na concentragdo com 15%.

Na avaliagdo com 21 dias (Apéndice Q) comprovou-se diferenga significativa
entre as solugdes na medida final e na variavel diferenca relativa em todas as
concentracdes, além da medida inicial na concentracdo de 15%. Para as situacdes
com diferengas significativas se ressalta que: as médias da massa na avaliagéo final
foram correspondentemente menos elevadas na solugdo PBS e mais elevadas na
saliva artificial; na variavel diferenca relativa as médias aumentaram (valores
negativos) na saliva artificial e na solugao de PBS/Lisozima na concentragéo de 5%,
e de perda nas outras duas situacbes com valores mais elevados na solugdo de
PBS do que PBS/Lisozima em todas as concentragdes.
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Na medida final e na variavel diferenca relativa comprovou-se diferenca
significativa entre todos os trés pares de solugées em todas as concentragdes. Na
medida inicial, na concentragéo de 15%, se comprova diferenca significativa entre a
saliva artificial e cada uma das outras solugdes, sendo que no caso a media foi
menos elevada na saliva artificial e iguais nas outras duas solugoes.

Na solucdo de PBS, o Apéndice R demonstra que: em cada tempo de
avaliacdo as médias da medida inicial variaram de 0,011 g a 0,017 g e as duas mais
elevadas nas concentracdes de 15% e 20%; na medida final, as médias variaram de
0,001 g a 0,009 g e oscilaram com a concentracao; as médias das perdas relativas
variaram de 0,304 g a 0,927 g. Diferencas significativas entre as concentracdes
foram verificadas na medida inicial em cada tempo de avaliagdo, na medida final na
avaliacao com 14 dias e na diferencga relativa com 7 e com 14 dias. Para as variaveis
com diferengas significativas verificou-se diferengas entre o0s pares de
concentracoes: 0%, 5% e 10% das concentracdes de 15% e 20% na medida inicial;
entre 0% de cada uma das outras concentracbes na medida final com 14 dias; na
diferenca relativa entre 5% e 0%, 15% e 20% com 7 dias; entre 0% com todas as
concentracdes exceto com 15% e entre 5% e 10% com 15% e 20% com 14 dias.

Na solugcédo de PBS /Lisozima, o Apéndice S mostra que: em cada tempo de
avaliacao, as médias da medida inicial variaram de 0,012 g a 0,018 g e foram mais
elevadas nas concentragdes de 15% e 20%; na avaliacao final, as medidas variaram
de 0,005 g a 0,014 g, sendo menos elevada na concentracdo 0%; a média da
diferenca relativa foi - 0,051 g (ganho) na concentracado de 5% na avaliacdo com 21
dias e variou de 0,121 g a 0,580 g nas demais combinacdes, sendo
correspondentemente mais elevada na concentracdo de 0% em cada uma das
avaliacbes. Com excecdo da diferenca relativa, na avaliagdo com 21 dias,
comprovou-se diferenca significativa entre as concentragdes nas demais situacoes e
variaveis. Para as variaveis com diferenca significativa entre os pares de
concentragdes: na medida inicial, as concentracées 0% e 10% diferem das outras
trés concentracbes na avaliacdo com 7 dias, assim como ha diferenca entre as trés
primeiras concentragdes com as duas Ultimas nas avaliagdes com 14 dias e com 21
dias. Na avaliacao final, entre a concentragdo 0% com cada uma das outras
concentragdes com 7 dias e 14 dias e entre 0% e 10% com as outras trés
concentragdes com 21 dias. Na diferenga relativa entre: 0% com cada uma das
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outras concentracdes além de 10% com 20% com 7 dias de avaliagédo, entre 0% das
outras concentragdes e entre 5% e 10% das outras concentracdes com 14 dias.

Na solucéo de saliva artificial (Apéndice T) ressalta-se que: em cada tempo
de avaliagdo, as médias da medida inicial variaram de 0,012 g a 0,026 g e foram
correspondentemente mais elevadas nas concentragcdes de 0% com 21 dias e nas
concentracdoes de 15% e 20% nas avaliagcbes com 7 dias e 14 dias. Na avaliagao
final, as medidas variaram de 0,04 g a 0,114 g, sendo mais elevada na concentracédo
0% com 7 dias e com 14 dias e na concentragdo com 20% na avaliagdo com 21
dias. As médias das diferencas relativas foram negativas, o que indica aumento
entre a massa inicial e final, sofrendo variacao de -1,636 g a -8,319 g, observando-
se que nos tempos de 7 dias e 14 dias, os maiores valores ocorreram na
concentragdo 0%; enquanto que, na avaliacdo com 21 dias, o maior valor absoluto
ocorreu com 10%.

Diferengas entre as concentragdes foram observadas em cada uma das trés
variaveis nas avaliagbes com 7 dias e 14 dias e para as varidveis com diferencas
significativas observou-se que: na avaliagdo com 7 dias, com exceg¢do de 5% com
10% e 15% com 20% comprovou-se diferencas significativas entre os demais pares
de concentragdes na medida inicial; na medida final, entre 10% com cada um das
concentracbes com 7 dias; na diferengca relativa, entre 0%, 5% e 20% das
concentragdes 10% e 15%. Na avaliagdo com 14 dias entre 0% de 10%, 15% e 20%
e entre 5% e 20% na medida inicial; ja na medida final e na diferenca relativa entre
0% e as demais concentracoes.

De maneira geral, pode-se afirmar que o SQ sofreu maior processo de
biodegradacdo, durante o periodo de avaliagdo entre 7 e 14 dias, sendo essa
biodegradac¢ao maior quando em contato com a solu¢cao de PBS quando comparada
com a solucdo de PBS/Lisozima. E que a saliva artificial ndo promoveu
biodegradacdo as amostras analisadas durante os periodos de avaliacado (7, 14 e
21), fazendo-se necessario aumentar esses dias para uma melhor avaliagdo do

comportamento do material na presenca das solugdes.
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5 CONCLUSOES

e O processo utilizado para a obtencao dos filmes e scaffolds constituidos
de uma matriz polimérica de quitosana e de quitosana / Cissus verticillata (L.)
Nicolson & C.E Jarvis mostrou-se eficaz.

e A superficie dos filmes de quitosana e de quitosana / Cissus verticillata
(L.) Nicolson & C.E Jarvis se apresentou de maneira uniforme, lisa e plana;
enquanto os scaffolds apresentaram uma superficie irregular.

e O estudo quimico realizado através do FTIR identificou todas as bandas
caracteristicas dos materiais estudados.

e De acordo com a analise do DRX verificou-se que, o grau de
cristalinidade das amostras foi reduzido, a medida em que a droga vegetal foi
incorporada.

e O estudo morfolégico dos scaffolds, realizado por MEV e MO, revelou a
formacao de uma estrutura tridimensional com poros interconectados, além da
presenca de lamelas dispostas paralelamente na superficie de corte transversal.

e Através da técnica de EDS, pbde-se confirmar a presenca dos elementos
Carbono (C), Oxigénio (O) e Nitrogénio (N), proprios dos filmes de quitosana; além
Magnésio (Mg) nos filmes e scaffolds de quitosana. Nos scaffolds ainda foi possivel
perceber a presenca de Silicio (Si) e Célcio (Ca). O Mg, o Si e 0 Ca sao elementos
presentes na droga vegetal incorporada aos filmes e scaffolds de quitosana.

e O grau de intumescimento demonstrou que as médias das massas foram
correspondentemente mais elevadas na forma intumescida do que na condi¢ao
seca, tanto nos filmes quanto nos scaffolds produzidos e neutralizados com NaOH e
NH4OH. Nos scaffolds, o intumescimento foi maior quando as amostras foram
imersas na solucao de saliva artificial, gquando comparado com a solucao de PBS.

e O teste de molhabilidade demonstrou que todas as amostras
apresentaram um perfil hidrofilico e que a presenca da droga vegetal promoveu um
aumento na hidrofilicidade dos scaffolds.

¢ No teste de compressao foi confirmado que a presenca da droga vegetal
tornou os scaffolds mais resistentes a deformacéo, o que pode estar relacionado a
presenca de particulas do extrato distribuidas ao longo da amostra.

e As analises de TG/DTG demonstraram que a presenca da droga vegetal
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nos scaffolds, aumentou a velocidade de degradacdo e diminuiu a estabilidade
térmica dos mesmos. Os resultados da analise de DSC corroboraram com os de
TG/DTG.

e O ensaio de biodegradacdo demonstrou que os scaffolds sofreram uma
maior degradagdo em contato com a solucao de PBS, quando comparada com a
solugdo de PBS/Lisozima; e que a saliva artificial, nos periodos de avaliagao, nao
promoveu biodegradagéo as estruturas.

e A incorporagcdo da droga vegetal aos scaffolds foi confirmada por meio
dos resultados obtidos nos ensaios de DRX, MEV, MO, Grau de intumescimento,
testes de molhabilidade e de compressao, TG/DTG e DSC.

e Por fim, ap6s todas as caracterizagdes, pode-se ainda concluir que os
scaffolds compostos de quitosana com a droga vegetal incorporada na faixa entre 10
e 15% sao os melhores a serem utilizados em testes in vivo. Isso por que essas
amostras apresentaram os melhores resultados nas analises realizadas. Entretanto,

dependendo da aplicabilidade dos scaffolds, o SQ20 nao pode ser descartado.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

No presente trabalho foram desenvolvidos scaffolds de quitosana com a
incorporacdo da droga vegetal Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis, na
perspectiva da confeccdo de um sistema de liberacdo controlada de farmacos com
administracdo da droga vegetal como opcao terapéutica. Entretanto, faz-se
necessario a realizagdo de outros procedimentos experimentais a fim de alcancar a

confeccgao do referido sistema e sua utilizacdo, dentre eles:

e Realizagdo de andlises de citotoxicidade in vitro e in vivo;

e Realizacdo de ensaios para estudo de liberagdo controlada do
fitocomplexo por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
analisando-se os marcadores quimicos e a cinética de liberagcédo de fluxo continuo e
nao estatico, assemelhando-se a cavidade bucal;

e Realizagdo de testes empregando-se a saliva humana, a fim de melhor

representar a situagdo clinica da droga vegetal em estudo;

e Estudo da influéncia de diferentes métodos de esterilizacao dos scaffolds
a base de quitosana, e com a incorporacdo da droga vegetal em diferentes

concentragoes;

e Analise comparativa das caracteristicas fisicas, mecanicas e biolégicas
dos scaffolds quando do uso de diferentes tipos de quitosana (massa molar e grau

de desacetilacdo) visando uma melhoria das caracteristicas destes materiais.
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APENDICE A - Andlise de Massa: Estatisticas da massa segundo a incorporagao

da droga vegetal nos filmes e scaffolds.

Avaliacao
Tipo Concentragao Antes Depois Diferenca absoluta Valor de p
Média + DP (Mediana Média + DP (Mediana Média

« Filme 5% 0,74 £0,01 (0,74) ™ 0,57 0,00 (0,56) W 0,17 pM = 0,250
10% 0,79 + 0,01 (0,79) ® 0,59 + 0,01 (0,60) ¥ 0,20 p = 0,250
15% 0,90 0,01 (0,90) © 0,69 +0,02 (0,69) ©® 0,21 pM = 0,250
20% 0,99 £ 0,01 (0,99) ® 0,74 0,01 (0,74) © 0,25 p" = 0,250
Valor de p p?< 0,001* p?< 0,001* p®=0,437

o Scaffold 5% 0,79 £0,03 (0,77) ® 0,68 + 0,02 (0,67) ¥ 0,11 pM = 0,250
10% 0,85 + 0,03 (0,83) ® 0,75 +0,03 (0,73) ® 0,10 p = 0,250
15% 0,95 + 0,03 (0,94) © 0,84 +0,03 (0,83) © 0,11 p" = 0,250
20% 1,02 +0,01 (1,02) ® 0,91 £ 0,01 (0,90) ® 0,11 p" = 0,250
Valor de p p® < 0,001* p®<0,001* p®=0,072

Valor de p 5% p®=0,100 p®=0,100 p®=0,100

Valor de p 10% p®=0,100 p®=0,100 p®=0,100

Valor de p 15% p®=0,100 p®=0,100 p®=0,100

Valor de p 20% p®=0,100 p®=0,100 p® < 0,001*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%
(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados

(2): Através do teste Kruskal Wallis com comparacoes pareadas do referido teste.

(3): Através do teste Mann-Whitney entre os tipos Filme x Scaffold.
Obs.: Se todas as letras entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenca significativa entre as concentragoes

correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE B - Andlise de volume: Estatisticas do volume segundo a incorporacdo

da droga vegetal nos filmes e scaffolds.

Avaliacao
Tipo Concentracao Antes Depois Diferenca Valor de p
absoluta
Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana) Média
e Filme
3316,32 + 1176,95 1865,37 + 459,65 ) _
5% (2983,68) (1860.71) 1450,95 p'" = 0,250
o 3767,33 + 606,19 2018,12 + 369,35 ) _
10% (3507,75) (2044,60) 1749,20 p'" = 0,250
3946,24 + 1174,80 1990,92 + 484,60 ) _
15% (3813,47) (2228,70) 1955,32 p'" = 0,250
o 3628,70 + 680,20 2111,73 £ 412,38 1) _
20% (3682,58) (2067,42) 1516,96 p'" = 0,250
Valor de p p®=0,910 p?= 0,887 p® = 0,826
e Scaffold
59 16874,90 + 1359,33 9082,89 + 534,39 779201 ™) = 0.250
° (17637,81) (9333,78) ’ =0
o 16689,10 + 2182,36 7795,40 £ 1107,73 1) _
10% (15977,29) (7847,27) 8893,70 p=0,250
o 17846,42 + 1067,96 8664,08 + 753,39 " _
15% (17678,77) (8885,27) 9182,35 p=0,250
o 16694,43 + 1873,92 8952,69 + 449,67 " _
20% (16305,63) (8727,23) 774,75 p=0,250
Valor de p p®=0,776 p® = 0,400 p® = 0,459
Valor de p 5% p® = 0,050* p® = 0,050* p® = 0,050*
Valor de p 10% p® = 0,050* p® = 0,050* p® = 0,050*
Valor de p 15% p® = 0,050* p® = 0,050* p® = 0,050*
Valor de p 20% p® = 0,050* p® = 0,050* p® = 0,050*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados

(2): Através do teste Kruskal Wallis com comparagoes pareadas do referido teste.

(3): Através do teste Mann-Whitney entre os tipos Filme x Scaffold.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferencga significativa entre as concentragoes

correspondentes.
Fonte: Autor, 2016.



APENDICE C - Anilise de densidade: Estatisticas
incorporacgao da droga vegetal nos filmes e scaffolds.
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da densidade segundo a

Avaliacao
. . . Diferenca
Tipo Concentragao Antes Depois Valor de p
absoluta
Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana) Média
* Filme 0,00024 + 0,00008 0,00032 = 0,00008
5% 0,00008 p = 0,500
(0,00025) (0,00031)
0,00021 + 0,00003 0,00030 = 0,00006
10% 0,00009 p=0,250
(0,00022) (0,00029)
0,00024 + 0,00007 0,00036 + 0,00009
15% 0,00012 p" = 0,250
(0,00023) (0,00031)
0,00028 + 0,00006 0,00036 + 0,00007
20% 0,00008 p"'= 0,250
(0,00027) (0,00036)
Valor de p p® = 0,599 p® = 0,622 p® = 0,963
e Scaffold 0,00005 * 0,00000 0,00008 + 0,00000
5% 0,00003 p"'= 0,250
(0,00005) (0,00008)
0,00005 + 0,00001 0,00010 + 0,00001
10% 0,00005 p" = 0,250
(0,00006) (0,00010)
0,00005 + 0,00000 0,00010 + 0,00001
15% 0,00004 p"'= 0,250
(0,00005) (0,00010)
0,00006 + 0,00001 0,00010 + 0,00000
20% 0,00004 p = 0,250
(0,00006) (0,00010)
Valor de p p®=0,157 p® = 0,099 p® = 0,082
Valor de p 5% p® = 0,050* p® = 0,050* p®=0,513
Valor de p 10% p® = 0,050* p® = 0,050* p® = 0,050*
Valor de p 15% p® = 0,050* p® = 0,050* p®=0,513
Valor de p 20% p® = 0,050* p® = 0,050* p®=0,513

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%
(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados entre as avaliagdes antes e depois em cada tipo de densidade e

concentracao.

(2): Através do teste Kruskal Wallis para comparagoes entre as concentragdes em cada avaliacdo e na diferenca com
comparagoes pareadas do referido teste.
(3): Através do teste Mann-Whitney entre os tipos: Filme x Scaffold e cada concentracéo e avaliagdo e na diferenca.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferencga significativa entre as concentragoes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE D - Espectros de infravermelho dos FQ, FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20,

neutralizados com NH40H.
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Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE E - Espectros de infravermelho dos SQ, SQ5, SQ10, SQ15 e SQ20,
neutralizados com NH4OH.

Absorbancia (%)

Absorbancia (%)

SQNH,0H
1,04
0,8+
S
l‘“’ 0,6 4
o
c
«©
b}
5 044
?
3
<
0,24
0,0 4
T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
SQ5NH,OH SQ10NH,0H
1,04 1,0 @
08+ 0,84
R
0,6 4 © 0,64
9]
2
b
04+ 5 04
?
3
<
024 0,24
0,0 + 0,0+
T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'1) Numero de onda (cm")
SQ15NH,OH SQ20NH,0OH
1,04 1,04
0,8 08
S
0,64 T“’ 0,6 4
©
c
«©
S
04 5 044
2
3
<
024 0.2
0,0 0,04
T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE F - Espectros de infravermelho dos FQ, FQ5, FQ10, FQ15 e FQ20,
neutralizados com NaOH.

Absorbancia (%)
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APENDICE G - Espectros de infravermelho dos SQ, SQ5, SQ10, SQ15 e SQ20,
neutralizados com NaOH.
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APENDICE H - Anélise de intumescimento em PBS: Estatisticas da massa por tipo,

concentracao e a forma na concentracdo, segundo a neutralizacdo com NH4OH.

Forma da Massa

Diferenca

Tipo Concentragéo Seca Intumescida absoluta Valor de p
Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana) Média

e Filme 0% 0,016 + 0,003 (0,015) @ 0,079 + 0,031 (0,073) ™ 0,063 W p" = 0,063
59% 0,034 + 0,004 (0,034) ® 0,068 + 0,008 (0,068) @ 0,034 ® p'" = 0,063
10% 0,029 + 0,001 (0,029) © 0,051 £ 0,003 (0,052) ® 0,023 © p'" = 0,063
15% 0,038 + 0,003 (0,038) ®® 0,071 +0,005 (0,071) ® 0,033 ® p) = 0,063
20% 0,055 + 0,016 (0,066) ® 0,097 +0,030 (0,114) ® 0,043 (A8) p) = 0,063
Valor de p p?< 0,001* p® = 0,037* p® = 0,005*

e Scaffold 0% 0,008 + 0,001 (0,008) ¥ 0,107 £0,015 (0,104) ® 0,099 W p'" = 0,063
59% 0,012 £ 0,001 (0,011) ® 0,123 £ 0,024 (0,124) ® 0,112@® p") = 0,063
10% 0,015 + 0,002 (0,015) © 0,153 + 0,008 (0,148) ® 0,138 ® p") = 0,063
15% 0,017 £0,001 (0,017) ® 0,156 + 0,014 (0,154) ® 0,140 ® p) = 0,063
20% 0,015 + 0,002 (0,015) © 0,118 £ 0,023 (0,128) @ 0,103 @ p") = 0,063
Valor de p p(2) = 0,001* p(z) = 0,003* p(2) = 0,004*

Valor de p 0% p*® = 0,008* p® = 0,008 p® = 0,008

Valor de p 5% p®=0,008* p®=0,008* p®=0,008*

Valor de p 10% p® = 0,008 p®=0,008* p® = 0,008

Valor de p 15% p® = 0,008* p® = 0,008* p® = 0,008*

Valor de p 20% p® = 0,008* p® = 0,0222* p® = 0,008*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados entre as avaliagdes antes e depois em cada tipo de densidade e

concentracao.

(2): Através do teste Kruskal Wallis para comparagoes entre as concentragdoes em cada avaliacao e na diferenca com
comparagoes pareadas do referido teste.
(3): Através do teste Mann-Whitney entre os tipos: Filme x Scaffold e cada concentracédo e avaliacédo e na diferenca.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferenga significativa entre as concentragoes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE | — Andlise de intumescimento em PBS: Estatisticas da massa por tipo,

concentragao e a forma na concentragédo, segundo a neutralizagdo com NaOH.

Forma da Massa

. = Seca Intumescida Diferenca absoluta Valor de p
Tipo Concentracao
Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana) Média
¢ Filme 0% 0,020 + 0,002 (0,020) @ 0,040 + 0,002 (0,040) ¥ 0,019 ® p" = 0,063
5% 0,034 + 0,005 (0,031) ® 0,064 + 0,009 (0,060) ® 0,031 ® p" = 0,063
10% 0,036 + 0,005 (0,037) ®® 0,066 + 0,009 (0,062) ® 0,030 ® p™ = 0,063
15% 0,041 + 0,004 (0,040) ¢® 0,078 + 0,006 (0,075) © 0,038 © p" = 0,063
20% 0,048 + 0,008 (0,047) © 0,094 +0,015 (0,091) © 0,046 © p" = 0,063
Valor de p p®=0,001* p®=0,001* p®=0,001*
o Scaffold 0% 0,008 + 0,001 (0,008) @ 0,093 + 0,018 (0,092) ¥ 0,085 ® p" = 0,063
5% 0,009 + 0,001 (0,009) ®@ 0,117 + 0,017 (0,105) €% 0,108 (€0 p™ = 0,063
10% 0,008 + 0,001 (0,008) ™ 0,106 + 0,009 (0,101) 4© 0,098 (A0 p™ = 0,063
15% 0,012 +£0,001 (0,012) ® 0,136 + 0,017 (0,136) ® 0,124 ® p" = 0,063
20% 0,011 + 0,001 (0,012) ® 0,108 + 0,007 (0,106) 4© 0,097 40 p™ = 0,063
Valor de p p®=0,001* p® = 0,009* p?=0,012*
Valor de p 0% p® = 0,008 p® = 0,008 p® = 0,008
Valor de p 5% p® = 0,008* p® = 0,008 p® = 0,008
Valor de p 10% p® = 0,008 p®=0,008* p® = 0,008
Valor de p 15% p® = 0,008 p® = 0,008 p® = 0,008
Valor de p 20% p®=0,008* p® = 0,022 p®=0,008*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%
(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados entre as avaliagdes antes e depois em cada tipo de densidade e

concentracao.

(2): Através do teste Kruskal Wallis para comparagoes entre as concentragdes em cada avaliacao e na diferenga com
comparag¢oes pareadas do referido teste.
(3): Através do teste Mann-Whitney entre os tipos: Filme x Scaffold e cada concentracédo e avaliacédo e na diferenca.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferenga significativa entre as concentragoes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE J — Andlise de intumescimento em PBS: Estatisticas da massa seca,

intumescida e diferenca entre as solucdes utilizadas no processo de neutralizacao e

concentragédo da droga vegetal.

Forma da massa

. = Solucao Seca Intumescida Diferenca Absoluta
Tipo Concentracao

Média + DP (Mediana) Média + DP (Mediana) Média
e Filme 0% NaOH 0,020 + 0,002 (0,020) 0,040 + 0,002 (0,040) 0,019
NH,OH 0,016 + 0,003 (0,015) 0,079 + 0,031 (0,073) 0,063

Valor de p p™ = 0,056 p™ = 0,008* p™ = 0,008*
5% NaOH 0,034 + 0,005 (0,031) 0,064 + 0,009 (0,060) 0,031
NH,OH 0,034 + 0,004 (0,034) 0,068 + 0,008 (0,068) 0,034

Valor de p p™ = 0,690 p™ = 0,690 p™ = 0,341
10% NaOH 0,036 + 0,005 (0,037) 0,066 + 0,009 (0,062) 0,030
NH,OH 0,029 + 0,001 (0,029) 0,051 + 0,003 (0,052) 0,023

Valor de p p"=0,016* p™" = 0,008* p" = 0,048*
15% NaOH 0,041 + 0,004 (0,040) 0,078 + 0,006 (0,075) 0,038
NH,OH 0,038 + 0,003 (0,038) 0,071 + 0,005 (0,071) 0,033

Valor de p p" = 0,341 p" = 0,056 p™ = 0,063
20% NaOH 0,048 + 0,008 (0,047) 0,094 + 0,015 (0,091) 0,046
NH,OH 0,055 + 0,016 (0,066) 0,097 + 0,030 (0,114) 0,043

Valor de p p™ = 0,690 p" = 0,690 p" = 0,841
* Scaffold 0% NaOH 0,008 + 0,001 (0,008) 0,093 + 0,018 (0,092) 0,085
NH,OH 0,008 + 0,001 (0,008) 0,107 £ 0,015 (0,104) 0,099

Valor de p p" = 0,579 p" = 0,222 p" = 0,222
5% NaOH 0,009 + 0,001 (0,009) 0,117 £ 0,017 (0,105) 0,108
NH,OH 0,012 £ 0,001 (0,011) 0,123 + 0,024 (0,124) 0,112

Valor de p p™ = 0,008* p" = 0,548 p™" = 0,690
10% NaOH 0,008 + 0,001 (0,008) 0,106 + 0,009 (0,101) 0,098
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NH,OH 0,015 + 0,002 (0,015) 0,153 + 0,008 (0,148) 0,138
Valor de p pm = 0,008* p(1) = 0,008* p“) = 0,008*
15% NaOH 0,012 +£ 0,001 (0,012) 0,136 + 0,017 (0,136) 0,124
NH,OH 0,017 £ 0,001 (0,017) 0,156 + 0,014 (0,154) 0,140
Valor de p p™ = 0,008* p™ = 0,095 p™=0,151
20% NaOH 0,011 £ 0,001 (0,012) 0,108 + 0,007 (0,106) 0,097
NH,OH 0,015 + 0,002 (0,015) 0,118 £ 0,023 (0,128) 0,103
Valor de p pm = 0,040* p(1)= 0,310 p(1)= 0,310

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados entre as avaliagdes antes e depois em cada tipo de densidade e
concentracao.

(2): Através do teste Kruskal Wallis para comparacgoes entre as concentragdes em cada avaliacao e na diferenca com
comparacoes pareadas do referido teste.

(3): Através do teste Mann-Whitney entre os tipos: Filme x Scaffold e cada concentracdo e avaliacédo e na diferenca.
Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferencga significativa entre as concentracoes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE K - Analise de intumescimento em PBS e saliva artificial: Estatisticas da

massa por tipo de solugéo, concentracao e a forma da massa.

Forma da Massa

= = Seca Intumescida Diferenca relativa Valor de p
Solucao Concentracao
Média + DP Média + DP Média
* PBS 0% 0,008 + 0,001 W 0,107 £0,015 ® 12,137 W p'" = 0,063
5% 0,012 + 0,001 ¥ 0,123 + 0,024 W 9,592 ®) p" = 0,063
10% 0,015+ 0,002 ® 0,153 + 0,008 ® 9,614 ® p" = 0,063
15% 0,017 £0,001 © 0,156 +0,014 ® 8,288 ® p'" = 0,063
20% 0,015 + 0,002 BD 0,118 £0,023 W 6,955 © p" = 0,063
Valor de p p(2) = 0,001* p(2) = 0,003* p(2) = 0,001*
e Saliva 0% 0,008 + 0,001 ™ 0,198 +0,015 @ 25,309 p" = 0,063
5% 0,012 +0,001 ® 0,290 + 0,051 ® 23,648 p" = 0,063
10% 0,012 £ 0,002 ® 0,295 + 0,054 B0 22,651 p'" = 0,063
15% 0,014 £0,001 © 0,316 + 0,031 B0 21,772 p'" = 0,063
20% 0,015 +0,001 © 0,346 + 0,021 © 22,070 p" = 0,063
Valor de p p®=0,001* p®@ = 0,005* p®@=0,396
Valordep 0% p® = 0,841 p® = 0,008 p® = 0,008
Valordep 5% p® = 0,889 p® = 0,008* p® = 0,008*
Valordep 10% p®= 0,071 p® = 0,008 p® = 0,008
Valordep 15% p® = 0,008* p® = 0,008* p® = 0,008*
Valordep 20% p®= 1,000 p®=0,008* p®=0,008*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados entre as formas seca e intumescida em cada solugdo e

concentracao.

(2): Através do teste Kruskal Wallis para comparagdes entre as concentragdes em cada forma e na diferenga com

comparagoes pareadas do referido teste.
(3): Através do teste Mann-Whitney entre as solugdes em cada concentracao e forma.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferenga significativa entre as concentragoes

correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE L - Analise de biodegradacéo: Estatisticas da massa por concentrago,
dias de avaliacao e a medida da massa quando foi empregada a solucéo de PBS.

Medida
Concentracao Dias de avaliagcao Inicial Final Diferenca relativa Valor de p
Média + DP Média + DP Média
(1) — *
0% 7 0,011+0,001 0,006 + 0,001 ® 0,445 + 0,074 ® p™=0,031
1) — *
14 0,014+0,003 0,001 +0,002 ® 0,927 +0,159 ® pt"=0,031
(1) — *
21 0,012+0,001 0,003 0,001 © 0,707 +0,102 © p™=0,031
Valor de p p®=0,172 p®=0,001* p®=0,001*
(1) — *
5% 7 0,013+0,002 0,009 + 0,002 @ 0,304 + 0,077 ® p™=0,031
(1) — *
14 0,013+0,002 0,006 + 0,001 ® 0,563 + 0,037 ® p'"=0,031
(1) — *
21 0,013+0,001 0,008 +0,002 @ 0,412 +0,196 ® p"=0,031
p® = 0,664 p®= 0,011 p®=0,012*
(1) — *
10% 7 0,013 + 0,002 0,008 + 0,002 0,422 + 0,151 p™=0,031
(1) — *
14 0,014 + 0,002 0,006 + 0,001 0,548 + 0,040 p=0,031
(1) — *
21 0,014 + 0,001 0,004 + 0,004 0,695 + 0,262 pt=0,031
p®= 0,823 p® = 0,221 p® = 0,067
(1) — *
15% 7 0,017+0,003 0,009 0,002 ® 0,427 + 0,091 ® pt"=0,031
(1) — *
14 0,017 40,003 0,004 + 0,003 ® 0,794+ 0,176 ® p=0,031
(1) — *
21 0,017+0,001 0,004 +0,004 ® 0,762 + 0,222 ® p'"=0,031
p®= 0,619 p® = 0,014* p®= 0,018
(1) — *
20% 7 0,016 + 0,002 0,004 + 0,002 0,520 + 0,105 ® pt"=0,031
(1) — *
14 0,016 + 0,001 0,005 + 0,001 0,662 + 0,062 ® p=0,031
(1) — *
21 0,016 + 0,001 0,005 + 0,001 0,686 + 0,072 ® p'"=0,031
Valor de p p® = 0,907 p?®=0,113 p®=0,045*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados entre as formas seca e intumescida em cada solugao e
concentracao.

(2): Através do teste Kruskal Wallis para comparacéoes entre os dias de avaliagdo em cada concentracido e forma com
comparagoes pareadas do referido teste.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferenga significativa entre as avaliagdes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE M - Analise de biodegradacéo: Estatisticas da massa por concentragao,

dias de avaliacdo, medida da massa quando foi empregada a solugdo de

PBS/Lisozima.
Medida
Concentracao Dias de avaliacao Inicial Final Diferenca Valor de p
Média + DP Média + DP Média
(1) — *
0% 7 0,012 + 0,002 0,006 + 0,001 0,521 +0,024 P =003
(1) — *
14 0,012 + 0,002 0,005 + 0,001 0,580 +0,064 P =0.031
(1) —
21 0,012 + 0,002 0,009 + 0,006 0,300 + 0,435 p=0,188
Valor de p p®=0,737 p®=0,399 p® = 0,296
5% 7 0,016 £0,001®  0,011£0,001®  0311+0032® P"=0031"
(1) — *
14 0,013+0,001®  0,010+0,001®  0,204+0,021 ® P '=0031
(1) —
21 0,013+0,001 ®  0014+0,003®  -0,051 +0,191© P"'=0938
p® = 0,005* p® = 0,025* p®= 0,001*
(1) — *
10% 7 0,014 + 0,001 0,010 + 0,001 0275+0033 P =003
(1) — *
14 0,014 + 0,001 0,011 + 0,000 0,246 +0086 P =0.031
(1) — *
21 0,013 + 0,002 0,011 + 0,001 0,173+0,096 P =0.081
p®= 0,228 p® = 0,660 p® = 0,067
(1) — *
15% 7 0,017 + 0,002 0,012 + 0,001 0277 +0070 P =008
(1) — *
14 0,016 + 0,002 0,011 +0,002 0311 +0,029 P '=0031
(1) —
21 0,017 + 0,002 0,014 + 0,002 0,173+0214  P"'=0156
p®= 0,574 p®= 0,076 p®= 0,262
(1) — *
20% 7 0,018+0,001  0,012+0,002® 0325+0,043® P"=0.031
(1) — *
14 0,016+0,001  0011+0,001® 0355+0034® P ~'=0031
(1) —
21 0,016+0,003  0014+0,002® 0121 +0,153®  P"=0.156
Valor de p p® = 0,089 p?=0,012* p® = 0,020*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados entre as formas seca e intumescida em cada solugao e

concentracao.

(2): Através do teste Kruskal Wallis para comparacoes entre os dias de avaliagdo em cada concentracao e forma com
comparagoes pareadas do referido teste.
Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferenga significativa entre as avaliagoes

correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE N - Analise de biodegradacao: Estatisticas da massa por concentragao,

dias de avaliacdo e a medida da massa quando foi empregada a solugdo de saliva

artificial.
Medida
Concentracao Dias de avaliacao Inicial Final Diferenca Valor de p
Média + DP Média + DP Média
1) — *
0% 7 0,012 + 0,001 0,114 + 0,074 8,319 + 5,976 pt"=0,031
(1) — *
14 0,013 + 0,001 0,076 + 0,017 4,884 + 0,928 P =0,031
(1) —
21 0,026 + 0,032 0,066 + 0,026 -3,489 + 2,528 p=0,094
Valor de p p®=0,621 p®=0,385 p®=0,148
(1) — *
5% 7 0,014 + 0,001 0,074 + 0,022 4134 + 1,532 p™=0,031
(1) — *
14 0,014 + 0,002 0,045 + 0,008 2,132 40,282 p=0,031
(1) — *
21 0,013 + 0,002 0,060 + 0,022 -3,725 + 1,258 p™=0,031
p®= 0,243 p®= 0,082 p®= 0,076
(1) — *
10% 7 0,014 + 0,002 0,049+0,016  -2,643+1,131 ™ p=0,031
(1) — *
14 0,015 + 0,002 0,040 0,014  -1,636+0,698 ® p=0,031
(1) — *
21 0,013 + 0,002 0,062+0,006  -3,976+0,674 ® pt"=0,031
p®= 0,287 p®= 0,058 p® = 0,007*
15% 7 0,017 +0,003™  0,069+0,015®  -3,069 + 0,465 ® p"=0,031*
(1) — *
14 0,015+0,003 ®®  0,048+0,011®  -2,102 + 0,354 ® pt"=0,031
(1) — *
21 0,013+0,001 ®  0049+0,011®  -2723+0,630® p"=0,031
p® = 0,039* p®= 0,014* p® = 0,022*
(1) — *
20% 7 0,016 + 0,002 0082+0,016  -4270+0,611 ® p"=0,031
(1) — *
14 0,018 + 0,002 0,050 +0,013  -1,754 + 0,499 ® pt"=0,031
(1) — *
21 0,016 + 0,003 0,068 +0,040  -3,160+1,891 @&  P"=0.031
Valor de p p®= 0,222 p®= 0,090 p® = 0,030*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste de Wilcoxon para dados pareados entre as formas seca e intumescida em cada solugdo e

concentracao.

(2): Através do teste Kruskal Wallis para comparacoes entre os dias de avaliagdo em cada concentracdo e forma com

comparacoOes pareadas do referido teste.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenga significativa entre as avaliagcoes

correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.



173

APENDICE O - Andlise de biodegradacéo: Estatisticas da massa por concentragao,

dias de avaliacdo e a medida da massa com a solugao para 7 dias.

Medida
Concentracao Solucao Inicial Final Diferenca relativa
Média + DP Média + DP Média
0% PBS 0,011 +0,001 0,006 + 0,001 ® 0,445 +0,074 @
PBS/LISOZIMA 0,012 £0,002 0,006 0,001 ® 0,521 £0,024 ®
Saliva 0,012 + 0,001 0,114 +0,074 ® 8,319 £ 5,976 ©
Valor de p p" = 0,448 p™"=0,003* p™"=0,001*
5% PBS 0,013 0,002 0,009 + 0,002 ™ 0,304 + 0,077 ®
PBS/LISOZIMA 0,016 + 0,001 0,011 0,001 ® 0,311 0,032 ®
Saliva 0,014 + 0,001 0,074 + 0,022 4,134 1,532 ®
pM=0,116 p™ = 0,002* p™ = 0,003*
10% PBS 0,013 £0,002 0,008 £ 0,002 ® 0,422 0,151 ®
PBS/LISOZIMA 0,014 + 0,001 0,010 +0,001 ® 0,275 +0,033 ®
Saliva 0,014 + 0,002 0,049 + 0,016 © 2,643 +1,131 ©
p™ = 0,676 p™ = 0,001* p™ = 0,001*
15% PBS 0,017 0,003 0,009 + 0,002 ™ 0,427 + 0,091 ®
PESILISOZIMA 0,017 + 0,002 0,012 +0,001 ® 0,277 +0,070 ®
Saliva 0,017 + 0,003 0,069 + 0,015 © -3,069 + 0,465 ©
p™ = 0,004 p™ = 0,001* p™ = 0,001*
20% PBS 0,016 + 0,002 0,004 + 0,002 ™ 0,520 + 0,105 ®
PBS/LISOZIMA 0,018 + 0,001 0,012 + 0,002 ® 0,325 + 0,043 ®
Saliva 0,016 + 0,002 0,082 + 0,016 © 4,270 0,611 ©
Valor de p p™ = 0,065 p™ = 0,001* p™ = 0,001*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste Kruskal Wallis para comparagdes entre as solugdes para cada concentracdao com 7 dias de
avaliagdo com comparacgoes pareadas do referido teste.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferencga significativa entre as concentragoes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE P - Andlise de biodegradacao: Estatisticas da massa por concentracgo,
dias de avaliacdo e a medida da massa com a solugao para 14 dias.

Medida
Concentracao Solucao Inicial Final Diferenca
Média + DP Média + DP Média
0% PBS 0,014 + 0,003 0,001 + 0,002 ® 0,927 + 0,159 ®
PBS/LISOZIMA 0,012 + 0,002 0,005 + 0,001 ® 0,580 + 0,064 ®
Saliva 0,013 + 0,001 0,076 0,017 © -4,884 + 0,928 ©
Valor de p p" = 0,475 p™"=0,001* p™"=0,001*
5% PBS 0,013 £ 0,002 0,006 + 0,001 ® 0,563 + 0,037 ®
PBS/LISOZIMA 0,013 + 0,001 0,010 + 0,001 ® 0,204 + 0,021 ®
Saliva 0,014 £ 0,002 0,045 + 0,008 © -2,132 40,282 ©
p") = 0,245 p™ = 0,001* p® = 0,001*
10% PBS 0,014 £ 0,002 0,006 £ 0,001 @ 0,548 + 0,040 @
PBS/LISOZIMA 0,014 + 0,001 0,011 +0,000 ® 0,246 + 0,086 ®
Sallva 0,015 + 0,002 0,040 £0,014 © -1,636 +0,698 ©©
p" = 0,675 p™ = 0,001 p®" = 0,001*
15% PBS 0,017 0,003 0,004 + 0,003 ® 0,794 +0,176 ®
PBS/LISOZIMA 0,016 + 0,002 0,011 £0,002 ® 0,311£0,029 ®
Saliva 0,016 + 0,002 0,011 +0,002 ® 0,311+0,029 ®
p™ = 0,482 p™" = 0,001 p" = 0,001
20% PBS 0,016 + 0,001 0,005 + 0,001 ® 0,662 + 0,062 ™
PBS/LISOZIMA 0,016 % 0,001 0,011 £ 0,001 (B) 0,355 + 0,034 (B)
Saliva 0,016 + 0,003 0,014 £ 0,002 @ 0,121 40,153 @
Valor de p p™" = 0,308 p™" = 0,001 p" = 0,001

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste Kruskal Wallis para comparag6es entre as solugdes para cada concentragdo com 14 dias de
avaliagdo com comparacgoes pareadas do referido teste.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferenga significativa entre as concentragoes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE Q - Analise de biodegradacéo: Estatisticas da massa por concentragao,

dias de avaliacdo e a medida da massa com a solugao para 21 dias.

Concentracao Solugao Inicial Final Diferenca
Média + DP Média + DP Média
0% PBS 0,012 + 0,001 0,003 + 0,001 ® 0,707 +0,102 ®
PES/LISOZIMA 0,012 £ 0,002 0,009 + 0,006 ® 0,300 + 0,435 ®
Saliva 0,026 + 0,032 0,066 + 0,026 © - 3,489 + 2,528 ©
Valor de p p" = 0,273 p™ = 0,002* p™ = 0,006*
5% PBS 0,013 + 0,001 0,008 + 0,002 ™ 0,412£0,196 ™
PBS/LISOZIMA 0,013 + 0,001 0,014 +0,003 ® 0,051 0,191 ®
Saliva 0,013 + 0,002 0,060 + 0,022 © 3,725 + 1,258 ©
p™ = 0,823 p™ = 0,001* p™ = 0,001*
10% PBS 0,014 + 0,001 0,004 £ 0,004 ® 0,695 £ 0,262 ™
PBS/LISOZIMA 0,013 + 0,002 0,011 +0,001 ® 0,173 +0,096 ®
Saliva 0,013 + 0,002 0,062 + 0,006 © -3,976 + 0,674 ©
ph = 0,452 p™ = 0,001* p™ = 0,001*
15% PBS 0,017 £0,001 @ 0,004 £ 0,004 ® 0,762 + 0,222 ®
PBS/LISOZIMA 0,017 0,002 ® 0,014 £ 0,002 ® 0,173+0,214®
Saliva 0,013 0,001 ® 0,049 +0,011 © 2,723 + 0,630 ©
p™ = 0,008* p™ = 0,001* p™ = 0,001*
20% PBS 0,016 + 0,001 0,005 + 0,001 ® 0,686 + 0,072 ®
PBS/LISOZIMA 0,016 + 0,003 0,014 £0,002 ® 0,121 £0,153 ®
Saliva 0,016 0,003 0,068 + 0,040 © 3,160 + 1,891 ©
Valor de p p™ = 0,590 p™"=0,001* p™"=0,001*

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste Kruskal Wallis para comparag6es entre as solucdes para cada concentragdao com 21 dias de
avaliacdo com comparacoes pareadas do referido teste.
Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferencga significativa entre as concentragoes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.



APENDICE R - Analise de biodegradacao: Estatisticas da massa por concentracgéo,

dias de avaliacao e a medida da massa quando foi utilizado a solucao de PBS.

Tempo Concentracao Inicial Final Diferenca relativa
Avaliagdo (dias) Média + DP Média + DP Média
7 0% 0,011 £0,001 ® 0,006 + 0,001 0,445 + 0,074 ®
7 5% 0,013 £0,002 @ 0,009 + 0,002 0,304 0,077 ®
7 10% 0,013 0,002 ® 0,008 * 0,002 0,422 + 0,151 48
7 15% 0,017 0,003 ® 0,009 + 0,002 0,427 +0,091 ®
7 20% 0,016 + 0,002 ® 0,004 + 0,002 0,520 + 0,105 @
Valor p p™" = 0,003* p™=0,072 p" = 0,027*
14 0% 0,014 £ 0,003 ® 0,001 + 0,002 @ 0,027 0,159 @
14 5% 0,013 0,002 ® 0,006 + 0,001 ® 0,563 + 0,037 ®
14 10% 0,014 + 0,002 ® 0,006 + 0,001 ® 0,548 + 0,04 ®
14 15% 0,017 0,003 ® 0,004 +0,003 ® 0,794 +0,176 (A9
14 20% 0,016 + 0,001 ® 0,005 + 0,001 ® 0,662 + 0,062 ©
Valor p p™" = 0,030* p™" = 0,006* p™"< 0,001*
21 0% 0,012 0,001 ® 0,003 + 0,001 0,707 +0,102
21 5% 0,013 0,001 ® 0,008 0,002 0,412 0,196
21 10% 0,014 0,001 ® 0,004 £ 0,004 0,695 + 0,262
21 15% 0,017 £0,001 ® 0,004 + 0,004 0,762 + 0,222
21 20% 0,016 +0,001 ® 0,005 + 0,001 0,686 + 0,072
VDT p < 0,001* p™ = 0,082 p™ = 0,053

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste Kruskal Wallis para comparacgées entre as concentracées com comparacoes pareadas do referido

teste.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferenga significativa entre as concentragoes

correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE S - Andlise de biodegradagao: Estatisticas da massa por concentragao,
dias de avaliacdo e a medida da massa quando foi utilizado a solucdo de
PBS/Lisozima.

Medida

Tempo Concentracao Inicial Final Diferenca relativa
Avaliagdo (dias) Média + DP Média + DP Média
7 0% 0,012 40,002 ® 0,006 + 0,001 ® 0,521 40,024 ®
7 5% 0,016 + 0,001 ® 0,011 £0,001 ® 0,311 £0,032 ®©
7 10% 0,014 0,001 ® 0,010 +0,001 ® 0,275 + 0,033 ®
7 15% 0,017 0,002 ® 0,012 0,001 ® 0,277 + 0,070 0
7 20% 0,018 +0,001 ® 0,012 £ 0,002 ® 0,325 + 0,043 ©
Valor p p"< 0,001* p" < 0,001* p™ = 0,002*
14 0% 0,012 £ 0,002 ® 0,005 + 0,001 @ 0,580 + 0,064 @
14 5% 0,013 0,001 ® 0,010 0,001 ® 0,204 +0,021 ®
14 10% 0,014 +0,001 ® 0,011 £0,000 ® 0,246 + 0,086 ®
14 15% 0,016 +0,002 ® 0,011 0,002 ® 0,311 0,029 ©
14 20% 0,016 £ 0,001 ® 0,011 0,001 ® 0,355 + 0,034 ©
Valor p p™ = 0,001* p = 0,005* p™ < 0,001*
21 0% 0,012 0,002 ® 0,009 £ 0,006 ™ 0,300 + 0,435
21 5% 0,013 0,001 ® 0,014 +0,003 ® -0,051 £ 0,191
21 10% 0,013 +0,002 @ 0,011 0,001 @ 0,173 + 0,096
21 15% 0,017 +0,002 ® 0,014 0,002 ® 0,173 +0,214
21 20% 0,016 £ 0,003 ® 0,014 +0,002 ® 0,121 0,153

Vel p™ = 0,003* p™" = 0,025% p) = 0,202

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste Kruskal Wallis para comparagoes entre as concentragcées com comparacoes pareadas do referido
teste.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sao distintas, comprova-se diferenga significativa entre as concentragées
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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APENDICE T - Andlise de biodegradacio: Estatisticas da massa por concentragao,
dias de avaliacdo e a medida da massa quando foi utilizado a solugdo de saliva

artificial.
Medida

Tempo Concentracao Inicial Final Diferenca relativa
Avaliacao (dias) Média + DP Média + DP Média
7 0% 0,012 0,001 ® 0,114 0,074 ® 8,319+ 5,976 ®
7 5% 0,014 +0,001 ® 0,074 £ 0,022 ™ 4,134 +1,532 @
7 10% 0,014 0,002 ® 0,049 + 0,016 ® -2,643+1,131®
7 15% 0,017 £0,003 © 0,069 £ 0,015 8 -3,069 £ 0,465 ©
7 20% 0,016 + 0,002 © 0,082 +0,016 @ -4270+0,611 ™
Valor p p™=0,010* p" = 0,049* p™ = 0,005*
14 0% 0,013 +0,001 @ 0,076 + 0,017 ® -4,884 + 0,928 W
14 5% 0,014 + 0,002 (48 0,045 + 0,008 ® -2,132+0,282®
14 10% 0,015 + 0,002 B0 0,040 £ 0,014 ® -1,636 £ 0,698 ®
14 15% 0,015 + 0,003 0 0,048 + 0,011 ® -2,102 + 0,354 ®
14 20% 0,018 +0,002 © 0,050 +0,013 ® -1,754 + 0,499 ®
Valor p p™"=0,018* p"=0,016* p™ = 0,003*
21 0% 0,026 + 0,032 0,066 + 0,026 -3,489 + 2,528
21 5% 0,013 +0,002 0,060 + 0,022 -3,725 £ 1,258
21 10% 0,013 £ 0,002 0,062 * 0,006 -3,976 + 0,674
21 15% 0,013 + 0,001 0,049 + 0,011 -2,723 + 0,630
21 20% 0,016 + 0,003 0,068 + 0,040 -3,160 + 1,891

Valor p p™ = 0,469 p" = 0,575 p" = 0,246

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%

(1): Através do teste Kruskal Wallis para comparacgoes entre as concentracées com comparacoes pareadas do referido
teste.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses sdo distintas, comprova-se diferenga significativa entre as concentragoes
correspondentes.

Fonte: Autor, 2016.
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ANEXO A - Identificacao Botanica da Planta

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE \
CENTRO DE SAUIDE E TECNOLOGIA RURAL W
UNIDADE ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS N
w UIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA FLORESTAL
HERBARIO DA CAATINGA

-
™,

DIAGNOSTICO DE IDENTIFICAGAD

Respongavel pelo envio do matenal:

NYdE Colelz | Determmadar | N de fombo |

. o1 | LlompardJ | CSTR&70 |

Familia | Memecentifico Data da determinagso |
Vitaceas | Cissus verticillata (L.) 2012013

. . | Nicolson'& CE Janvis, |
Doservaries |

Patos, 15 de setembro de 2014

J;@;’es de Sousa

Biologo — Herbario CSTR
Matiicula Siape 1642440
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ANEXO B - Screening Fitoquimico
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