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RESUMO

As lesbes cutaneas associadas ao cancer de pele apresentam crescente importancia
na atualidade, visto que este tipo de cancer é o mais incidente para ambos 0s sexos
no Brasil, mesmo sendo considerado de baixa letalidade. Suas caracteristicas de
sangramento, exsudacao intensa e presenca de odores, além da dificuldade da
aceleracado do processo cicatricial sugerem a necessidade do desenvolvimento de
biomateriais que possam ser utilizados como curativos no intuito de prover melhor
resposta a esta condicdo. Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo
desenvolver membrana de quitosana para liberagado controlada de 1,4-naftoquinona
como proposta de curativo para feridas oncoldgicas. Para tanto, foram desenvolvidas
membranas de quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona pelo método de liofilizacao e
evaporacgao de solvente (densas). Para quantificar o 1,4-naftoquinona nas membranas
de quitosana foi utilizada a espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV/VIS), cuja
metodologia foi validada analiticamente. Para caracterizacdo quimica, fisica e
biolégica destas foram utilizadas a Espectroscopia na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV), Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC), Ensaio de Tracao, Teste de Molhabilidade, Grau de Intumescimento (Gl),
Biodegradagéo e Citotoxicidade. No ensaio de FTIR confirmou-se a reticulagdo e
interacdo da quitosana com o 1,4-naftoquinona. Na técnica de DRX observou-se os
picos caracteristicos da quitosana nas membranas desenvolvidas e naquelas com 1,4-
naftoquinona constatou-se um aumento da cristalinidade. Na MEV foram identificadas
estruturas porosas, lamelares e fibrilares nas membranas liofilizadas e nas por
evaporagao de solvente uma estrutura lisa e homogéna. Os resultados de TG e DSC
indicaram que a adicdo do agente reticulante e do 1,4-naftoquinona elevou a
resisténcia a temperatura das amostras. As membranas por evaporagao de solvente
apresentaram maior resisténcia ao ensaio de tracdo. Todas membranas
confeccionadas exibiram perfil de hidrofilicidade e Gl elevado. Constatou-se que
membranas densas degradaram mais que as liofilizadas. No ensaio de liberacédo
controlada foi possivel evidenciar uma liberagao lenta, controlada, caracterizada em
etapas. As membranas com melhores resultados no ensaio de liberacdo foram
submetidas ao teste de citotoxicidade e apresentaram-se toxicas. Conclui-se que
essas membranas sao promissoras para uso como curativo em liberagao controlada
de 1,4-naftoquinona.

Palavras-chave: 1,4-naftoquinona. Quitosana. Liberagéao de farmaco.



ABSTRACT

Skin lesions associated with skin cancer present an increasing importance today, since
this type of cancer is the most frequent for both sexes in Brazil, even though it is
considered of low lethality. Its bleeding characteristics, intense exudation and the
presence of odors, as well as the difficulty of accelerating the cicatricial process
suggest the need for the development of biomaterials that can be used as curatives in
order to provide better response to this condition. In this sense, this work aimed to
develop a chitosan membrane for controlled release of 1,4-naphthoquinone as a
curative proposal for oncological wounds. So, chitosan and chitosan/1,4-
naphthoquinone membranes were developed by the freeze-drying and solution casting
method (dense) method. To quantify the 1,4-naphthoquinone in the chitosan
membranes, ultraviolet spectroscopy (UV/VIS) was used, whose methodology was
validated analytically. For chemical, physical and biological characterization of these
membranes, it was used Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), X-ray
Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Thermogravimetry (TG),
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Traction Test, Wettability Test, Swelling
Degree (SD), Biodegradation and Cytotoxicity. In the FTIR assay the cross-linking and
interaction of chitosan with 1,4-naphthoquinone was confirmed. In the XRD technique
the characteristic peaks of chitosan in the developed membranes were observed and
in those with 1,4-naphthoquinone an increase in the crystallinity was observed. In the
MEV, porous, lamellar and fibrillary structures were identified in the lyophilized
membranes and in the solvent evaporation a smooth and homogeneous structure. The
results of TG and DSC indicated that the addition of the crosslinking agent and 1,4-
naphthoquinone increased the temperature resistance of the samples. The
membranes by solvent evaporation presented higher resistance to the tensile test. All
prepared membranes exhibited high hydrophilicity and SD profiles. Dense membranes
have degraded more than lyophilized and the membranes submitted to the cytotoxicity
assay were toxic. In the controlled release assay it was possible to demonstrate a slow,
controlled release, characterized in steps. The membranes with the best results in the
release assay were cytotoxic. It is concluded that such membranes are promising for
use as dressing in controlled release of 1,4-naphthoquinone..

Keywords: 1,4-naphthoquinone. Chitosan. Drug Release.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a estimativa para o biénio 2016-2017 é de aproximadamente 600 mil
casos novos de cancer, incluindo o de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude
do problema relacionado a essa doenga no pais, que devera ter, no intervalo referido
180 mil casos novos, devendo ser, assim, o tipo mais incidente na populagéo brasileira
(INCA, 2016).

O aumento dos casos de incidéncia assume especial gravidade entre o grupo
populacional com idade superior a 65 anos, pois a ocorréncia dos canceres de pele
ndao melanoma aumenta com a idade, em especial a incidéncia do carcinoma
epidermdide (INCA, 2016). Some-se a isso, como item de agravamento de cenario, 0
fato de que, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
a porcao do segmento supracitado deve passar de 7,4% para 26,7% do total,
significando isso a expansao do universo de pessoas dos atuais 14,9 milhdes para
58,4 milhdes de individuos, até o ano de 2060 (IBGE, 2010).

Como as células malignas agem por meio de infiltracdo da pele, sangue e/ou
vasos podem levar ao desenvolvimento de feridas malignas ou ulceras crénicas, com
potenciais consideraveis de evolugao para lesdes ainda mais graves. Tal circunstancia
reveste de extrema importancia a necessidade de se desenvolver métodos de
controle/tratamento desse tipo de ferida (SOPATA et al., 2013; FROMANTIN et al.,
2014).

A relevancia mencionada guarda vinculagao com aspectos fisioldgicos e suas
decorréncias psicologicas. Dor intensa, odor repugnante, sangramento, vazamento de
exsudato da ferida e infec¢des resultam, amiude, em alteragées na imagem corporal
sucedida de depressao e isolamento social (PROBST; ARBER; FAITHFULL, 2009).

Nesse sentido, os polimeros naturais podem ser empregados na producgéo de
curativos modernos para esse tipo de ferida, devido a biocompatibilidade, a
biodegradabilidade, e as propriedades mecéanicas ajustadas a promog¢éo de suporte
para a migracao e proliferacao celular voltadas a reparagao e regeneracao das lesoes,
destacando-se, nesse contexto, o alginato, a gelatina, a celulose, o colageno, com
sobredestaque para a quitina e a quitosana (YUDANOVA; RESHETOV, 2006; KIM et
al., 2008).

A quitosana apresenta importante versatilidade, podendo ser usada na industria
alimenticia, de cosméticos, farmacéutica e médica, e possui caracteristicas singulares
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(biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade, bioatividade) que fazem dela
uma candidata potencial para aplicagdbes biomédicas, constituindo-se em uma
alternativa na cicatrizacdo de feridas agudas e crbnicas, incluindo a liberacao
controlada de drogas antineoplasicas, a exemplo da curcumina, piperina e 1,4-
naftoquinona (DALLAN, 2005; MUZZARELLI, 2009; NASCIMENTO, 2014; SILVA,
2015; OLIVEIRA, 2015, CRUZ, 2015).

As naftoquinonas e seus derivados naturais e sintéticos possuem uma ampla
gama de estruturas e de atividades anticancerigenas, especialmente contra algumas
linhagens de células cancerosas. Esse atributo, associado a baixa toxicidade de
segmentos desses compostos, as tem qualificado para posterior desenvolvimento
como possiveis quimioterapicos contra o cancer (WELLINGTON, 2015).

Em estudos in vitro ja realizados com o 1,4-naftoquinona observou-se seu
potencial citotéxico em relacdo as células de cancer de célon, cancer de mama
humano, cancer hepatocelular, leucemia e melanoma humano, além da inducdo de
estresse oxidativo, apoptose e danos na mebrana celular, tornando-se objeto de
diversas pesquisas nesta area (KAYASHIMA et al., 2009; KUMAR et al., 2009; KLAUS
et al.,, 2010; WANG et al., 2015).

Produtos naturais tém provado ser a fonte mais segura e econémica de novos
farmacos ou metabdlitos secundarios com propriedades farmacoldgicas,
especialmente de agentes antineoplasicos. 63% deste tipo de farmaco introduzido nos
ultimos 25 anos sao produtos naturais ou foram delineadas a partir de fontes naturais
e quando combinados a anticorpos monoclonais ou polimeros carreadores, podem
converter-se em uma terapia mais eficaz (KARIKAS, 2010; HERNANDEZ et al., 2016).

A extensa quantidade de materiais poliméricos que estdao sendo testados na
investigacao de sistema de liberacao controlada de farmacos se faz importante pelos
beneficios apresentados aos pacientes, como a melhoria do efeito terapéutico,
diminuigdo da toxicidade e efeitos colaterais reduzidos. A obtengdo de um curativo
polimérico de baixo custo associado a uma droga antitumoral pode representar uma
possibilidade de controle e cuidado mais efetivo das feridas oncolégicas destes
individuos.

Em razédo desse contexto, o objetivo dessa pesquisa foi desenvolver membrana
de quitosana para liberacao controlada de 1,4-naftoquinona como proposta de

curativo para feridas oncoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

e Desenvolver membranas de quitosana para liberacdo controlada do 1,4-
naftoquinona como proposta de curativo para feridas oncolégicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Preparar membranas a base de quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona;
e Caracterizar fisica e quimicamente as membranas;

e Avaliar a toxicidade in vitro do sistema;

e Estudar a degradacédo das membranas;

e Avaliar a cinética de liberacao do 1,4 naftoquinona.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONSIDERACOES INICIAIS SOBRE A PELE

A pele é considerada o maior érgao do corpo humano e constitui 16% do peso
corporal; mede cerca de 1,5 a 2,0 m? aproximadamente em um adulto jovem de
estatura mediana. Ela resguarda os érgaos internos, limita a passagem de produtos
guimicos dentro e fora do corpo, estabiliza a pressdo sanguinea, temperatura e media
as sensacoes de calor, frio, toque e dor, além de expressar as emogdes. Serve como
uma barreira protetora, com papel importante na homeostase, podendo sofrer danos
mecanicos, quimicos, biolégicos e por radiacdo (GARTNER; HIATT, 2007;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; EVANS et al., 2013;).

A condicao de 6rgao externo, em contato direto com 0 meio e seus elementos,
confere-lhe maior exposi¢éo a cortes, contusdes, queimaduras, mordidas e picadas.
Detergentes, residuos quimicos, solventes organicos e poluentes podem penetrar na
superficie (EVANS et al., 2013). Farmacos tépicos e sistémicos, produtos de beleza,
cosméticos e doencas também podem danificar a pele, que € composta por trés
camadas de tecidos: a epiderme, derme e hipoderme (gordura subcutédnea) (Figura
1), (BARRY, 2005).

Figura 1 - Histologia da pele
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Fonte: www.corpohumano1.webnode.pt/sistemas/sistema-tegumentar-2/
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A epiderme tem entre suas funcdes, prevenir a perda de calor e de agua para
o ambiente e a infiltracdo de bactérias. E importante no controle da absorcdo
percutdnea de farmacos e outros produtos quimicos. Em geral, a epiderme possui a
camada basal, a espinhosa, a granulosa e a camada cérnea (MANDELBAUM et al.,
2003; BORGES et al., 2004; BARRY, 2005).

A camada basal contém células em divisao e é dessa camada que resulta todas
as outras células da epiderme. A espinhosa tem importante fungdo na coeséao da
epiderme e na sua resisténcia ao atrito. A camada granulosa € distinta porque sua
célula contém numerosos granulos, que sao envolvidos por membrana e vao contribuir
para a constituicdo do material da camada cérnea. Esta ultima, a mais superficial das
camadas, é composta por células achatadas, mortas e sem nucleo, superpostas, e
repletas de queratina (COSTA; SPERANCINI, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

A derme é constituida de um tecido conjuntivo que sustenta a epiderme e é
composta por numerosos fibrocitos, os quais sintetizam as proteinas das fibrilas do
colageno e da elastina que sustentam o tecido. E na derme que se localizam os vasos
sanguineos e linfaticos responsaveis pela nutricdo da epiderme e também os nervos
e 0rgéos sensoriais a eles associados. A derme é dividida em derme papilar, derme
reticular e hipoderme. Na derme papilar, a fungdo das papilas é aumentar a zona de
contato derme-epiderme, proporcionando maior resisténcia a pele. A derme reticular
€ responsavel pela resisténcia e elasticidade da pele (COSTA; SPERANCINI, 2001;
BORGES et al., 2004).

A hipoderme (gordura subcutanea) é a camada mais profunda da pele, sendo
composta em sua maior parte por tecido adiposo; contém os principais vasos e nervos
a partir dos quais a derme é suprida, sendo essa camada responsavel pelo
deslizamento da pele sobre as estruturas na qual se apoia. Funciona como
amortecedor mecanico e barreira térmica, que sintetiza e estoca rapidamente
substancias energéticas prontamente disponiveis atuando também como isolamento
efetivo do calor, como armazenamento de alimentos, além de absorver choques
(COSTA; SPERANCINI, 2001; BARRY, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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3.2 O CANCER DE PELE

A pele pode ser atingida por condi¢cdes patogénicas basicas, como qualquer
outro 6rgao, as quais poderao produzir alteracées microscopicas fundamentais e que,
macroscopicamente, podem traduzir-se em lesdes elementares. Dentre estes
fendbmenos mencionam-se as neoplasias (BARDINI; LOURENCO; FISSMER, 2012).

Neoplasia € um termo que designa uma proliferacdo celular anormal e
descontrolada em relacdo aos demais tecidos normais, que persiste mesmo depois
de cessado o estimulo desencadeante, sem um objetivo definido e sem controle
fisiologico, persistente e com efeitos agressivos ao organismo. Procede de
modificagdes nos genes que regulam o crescimento, a diferenciagéo, reparagdo do
DNA e apoptose (KUMAR et al., 2010; MORAES et al., 2016).

O universo das células neoplasicas apresenta dois subtipos designados
benigno e maligno, ambos com capacidade de determinar o desenvolvimento de
tumores. No caso das malignas (cancer) verifica-se também a possibilidade de
formagcdo de tumores a distancia, independentes e descontinuos em relacao aos
tumores primarios (KUMAR et al., 2010). A Tabela 1 apresenta as diferencas entre

tais tumores.

Tabela 1 - Diferengas mais comuns entre os tumores benignos e malignos.

Critérios Benignos Malignos
Encapsulagao Presenca frequente Geralmente ausente
Crescimento Lento, expansivo e bem Rapido, infiltrativo com

delimitado delimitagcdo imprecisa
Morfologia Reproduz o aspecto do Caracteristicas
tecido de origem diferentes do tecido de
origem
Mitoses Raras e tipicas Frequentes e atipicas
Antigenicidade Ausente Presente, porém fraca
Metastases N&o ocorrem Frequentes

Fonte: INCA (2008).

O termo tumor referia-se anteriormente ao edema originado por uma

inflamacé&o. Entretanto, atualmente, o0 mesmo é considerado sinébnimo de neoplasia.
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Sua nomenclatura esta, geralmente, associada ao componente parenquimatoso
(KUMAR et al., 2010).

O cancer de pele tem distribuicao universal e costuma apresentar-se sob trés
principais formas: melanoma; carcinoma basocelular (CBC) e carcinoma espinocelular
(CEC), estes dois ultimos conhecidos como ndo melanoma. Embora ambos sejam
diferentes ao exame clinico e histopatoldgico, sdo parecidos quanto ao diagnéstico,
pois apresentam baixa letalidade, e quando diagnosticado precocemente, as chances
de cura sao elevadas e as metastases sao raras. Os fatores de risco para o CBC
abrangem queimaduras solares, exposi¢oes intermitentes, muita exposi¢cao durante a
infancia, pele/olhos e cabelos claros, doengas ou medicamentos imunossupressores
(HIV), historico familiar de cancer de pele, contato com arsénico; para o CEC tem-se
exposi¢ao continua, traumas de repeticao, infecgdo por HPV, dermatite de estase
cronica, pacientes transplantados, e lupus. A baixa mortalidade ainda constitui uma
das causas apontadas para a subnotificacdo do cancer de pele ndo melanoma em
todo o mundo, mesmo com a crescente incidéncia (COSTA, 2012; INCA, 2014;
DIDIER; BRUM; AERTS, 2014; IMANICHI et al., 2017).

O céancer de pele do tipo melanoma (CPM) tem baixa incidéncia quando
comparado aos outros tumores de pele. E mais frequente em populagées de pele
clara. Abrange a histéria pessoal ou familiar de melanoma, além da exposicao
esporadica e intensa ao sol, com consequente queimadura solar em mais de um
episodio (FERREIRA; NASCIMENTO; ROTTA, 2011; COSTA, 2012).

Seu prognéstico € bom para os tumores localizados, enquanto que para
melanomas metastaticos, é reservado, com repercussdes mais graves (COSTA, 2012;
INCA, 2016). A sua letalidade é elevada, e apresenta uma estimativa de 3 mil casos
novos em homens e 2.670 casos novos em mulheres para o ano de 2016. As maiores
taxas estimadas em homens e mulheres encontram-se na regido Sul do pais (INCA,
2016).

As expectativas da American Cancer Society para melanoma nos Estados
Unidos, no ano de 2016 sdo que 76.380 novos casos sejam diagnosticados
(aproximadamente 46.870 em homens e 29.510 em mulheres). A mortalidade é
esperada em aproximadamente 10.130 pessoas (6.750 homens e 3.380 mulheres)
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

O melanoma € uma neoplasia maligna, cujo desenvolvimento é resultante de

multiplas e progressivas alteragcdes no DNA celular, causando uma proliferacao
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descontrolada dos melandcitos, que sao células dendriticas localizadas na camada
basal da epiderme (GANDINI et al., 2005; DUPRAT NETO; BRECHTBUHL, 2013).
Pode ser causado por ativacdo de proto-oncogenes, por mutacdes ou delegcdes de
genes supressores tumorais ou por alteracao estrutural dos cromossomos (GANDINI
et al., 2005). No caso do melanoma hereditario, mutacdes nos genes CDKN2 e CDK4
aumentam em 60%-90% o risco para essa neoplasia (FREEDBERG et al., 2003).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) recomenda que as estimativas
por ele anunciadas sejam consideradas como minimas, pois ha elevada probabilidade
de sub-registro e de sub-diagnéstico (INCA, 2016).

Apesar de ndo representar ameacga a vida, a imprecisao nos registros de
ocorréncia dos casos de cancer de pele nao melanoma (CPNM) para a saude publica
€ danosa, podendo resultar, aos pacientes, prejuizos estéticos significativos, surgidos
com mais frequéncia na pele constantemente exposta a radiacao solar, da regido da
cabeca e do pescogo (COSTA, 2012; INCA, 2014).

A incidéncia dessa doenca vem aumentando, assim como seus custos. Na
Australia, em 2001, o CPNM foi o que gerou mais gasto com o tratamento, custando
ao sistema de saude daquele pais US$ 262 milhdes. Nos Estados Unidos, as
despesas anuais com o tratamento deste tipo de cancer chegaram a US$ 650 milhdes
no ano de 1995; na Alemanha, em 2003, as hospitalizacdes em decorréncia desta
doenca chegaram ao patamar de US$ 281 milhdes (CHEN, et al., 2006; BAADE et al.,
2008; STANG et al., 2008). No Brasil, mesmo com a importante demanda financeira
deste tipo de tratamento, ndo ha estimativas detalhadas dos custos para o Sistema
Unico de Satde (SUS), visto que informagdes quanto ao seu diagnéstico e tratamento
ndo sdo sistematicamente registradas (BOCOLI et al., 2013).

Esperam-se 80.850 casos novos de cancer de pele ndao melanoma nos homens
e 94.910 nas mulheres no Brasil, em 2016. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 81,66 casos novos a cada 100 mil homens e 91,98 para cada 100 mil
mulheres (INCA, 2016). Na Figura 2 pode ser visualizada a estimativa de casos novos
de cancer para o estado da Paraiba e sua capital.
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Figura 2 - Estimativas para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil
habitantes e do niumero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagao
primaria. Paraiba/Jo&do Pessoa.
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Fonte: INCA, (2016).

Muito embora as pessoas sejam cientes dos riscos, alertadas que s&o por meio
de campanhas de informagédo e prevencao vinculadas na midia, especialmente na
época do verdo, as afeccbes patoldgicas relacionadas ao cancer de pele ainda
aumentam de forma consideravel, circunstdncia que desperta acentuada
preocupacdo na comunidade cientifica, sobremaneira por também revelar o
recrudescimento dos casos da patologia entre individuos jovens (IRANZO et al.,
2015).

Para auxiliar na identificagdo dos sinais que constituem um alerta sobre a
possibilidade de um cancer de pele, foi elaborada a regra do ABCDE, sugerida pela
Sociedade Brasileira de Dermatologia (2016): As lesdes consideradas suspeitas sao
as que preenchem os seguintes critérios: A = assimetria; B = bordas irregulares; C =
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coloragdo mista; D = didmetro maior ou igual a 5 mm; E = evolucdo, segundo a Figura

3.

Figura 3 - Regra do ABCDE
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Fonte: http://www.helenabordon.com/a-pele-nos-da-sinais/ (2016)

As acgbes que envolvem protecao individual contra luz solar, como prevencao

primaria sao efetivas e de custo relativamente baixo para prevencao do cancer de

pele. Neste nivel, ainda podem ser incluidas acdes de educacdo em saude para a

populacao e a promocao de ambientes que propiciem a protecao contra as radiacdes

solares, principalmente nos locais de lazer e trabalho. Em relacdo a protecéo

secundaria, esta se baseia no diagndstico precoce e acurado de lesdes iniciais e com

dimensdes menores, o que implica menor chance de deformidades/cicatrizes e até

mesmo preservar a vida do paciente, no caso do melanoma (COSTA, 2012; INCA,

2014).

As células malignas que se infiltram pela pele, sangue e/ou vasos linfaticos

podem levar ao desenvolvimento de feridas malignas ou ulceras crdnicas e estas, na
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maioria das vezes, geram lesdes irreversiveis, a exemplo de quando atingem areas
da face como periocular, cavidade nasal e orelha, o que pode causar disfungdo do
orgao afetado e produzir deformidades, sendo necessarias cirurgias plasticas. Tal
condicao é considerada um problema de saude publica, visto utilizar recursos que séo
destinados ao tratamento ao invés da prevencao, além de agravar a qualidade de vida
do individuo acometido, sendo de extrema importancia encontrar métodos de
controlar/tratar este tipo de ferida (SOPATA et al., 2013; FROMANTIN et al., 2014;
IMANICHI et al., 2017).

A ocorréncia de cancer da pele de grandes volumes é uma realidade no Brasil,
e sua negligéncia procede da caréncia de informacdo dos pacientes, baixo nivel
socioeconémico e cultural da populagéo, bem como erros diagnésticos por parte da
equipe de saude durante o primeiro atendimento ao paciente. O atraso no diagnostico
e na realizacdo da conduta adequada pode alterar a histéria natural da doenca,

aumentando os riscos de recidiva, metastase e 6bito (ESPOSITO et al., 2017).

3.3 FERIDAS

Ferida pode ser conceituada como qualquer ruptura da integridade da pele,
membranas, mucosas ou de qualquer outra estrutura corporal. Pode ter como causas
os traumas fisicos ou ser desencadeada por uma afec¢ao clinica, apresentando-se de
diversas formas, tamanhos e profundidades (CESARETTI, 1998; BORGES et al.,
2001).

Traumatismos, queimaduras, Ulceras por pressao, Ulceras por hipertensao
venosa, feridas em membros inferiores de individuos diabéticos e feridas por
radioterapia sdo exemplos de algumas das etiologias de feridas encontradas na
pratica clinica. Quanto a complexidade, tém-se as feridas simples e as complexas.
Definem-se feridas simples como aquelas que evoluem espontaneamente para a
resolucao, seguindo os trés estagios principais da cicatrizacao fisiolégica: inflamacao,
proliferacao celular e remodelagem tecidual (ISAAC et al., 2010).

As feridas complexas sdo lesbes que acometem areas extensas e/ou
profundas, que necessitam de recursos especiais para sua resolucédo; tém seu
processo de evolugdo natural alterado e representam ameaga a viabilidade de um
membro ou séo feridas recorrentes que reabram ou necessitam de tratamento mais
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elaborado (FERREIRA et al., 2006). Quanto ao tempo, essas feridas sao classificadas
como agudas ou crénicas. A primeira se refere aos ferimentos formados de maneira
recente e a segunda tem um tempo de cicatrizacdo maior que o esperado, devido a
sua etiologia (GOMES; COSTA; MARIANO, 2005).

As feridas malignas podem ser provenientes de cancer primario na pele ou de
metastases e sdo caracterizadas pelo crescimento desordenado das células, que
invadem tecidos e érgaos e multiplicam-se rapidamente e de maneira descontrolada,
dando origem aos tumores malignos (MINISTERIO DA SAUDE, 2009; FROMANTIN
et al., 2014; GOZZO, et al., 2014; AZEVEDO et al., 2014a). Quanto ao seu aspecto,
podem ser classificadas em: a) Feridas ulcerativas malignas, quando estédo ulceradas
e formam crateras rasas, b) Feridas fungosas malignas, quando sao semelhantes a
couve-flor e, c) Feridas fungosas malignas ulceradas, unido do aspecto vegetativo e
partes ulceradas (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Avalia-se que essas lesdes venham a acometer, entre 5% a 10% dos individuos
com cancer metastatico ou com tumor primario, ou seja, pode se desenvolver em
estagios iniciais, como no cancer de pele, ou na fase terminal da doenca; entretanto,
os céanceres de pele, mama, cabeca e pescoco sdao os mais frequentes para o
surgimento dessas feridas (GOZZO et al., 2014; AZEVEDO et al., 2014a).

O processo dessas feridas compreende trés situagdes descritas a seguir: a)
crescimento do tumor, o que leva ao rompimento da pele; b) neovascularizacéo, o que
prové substratos para o crescimento tumoral e, ¢) invasao da membrana basal das
células saudaveis, onde ha processo de crescimento expansivo da ferida sobre a
superficie acometida.

Com o crescimento anormal e desorganizado, tem-se a formacao, no sitio da
ferida, de agregados de massa tumoral necrética, onde ocorre contaminagao por
micro-organismos aerobicos (por exemplo: Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus) e anaerdbicos (bacteroides). O produto final do metabolismo
desses micro-organismos sdo o0s acidos graxos volateis de cadeia curta (acido
acético, caproico), além dos gases putrescina e cadaverina, que desencadeiam odor
fétido as feridas tumorais (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Esses tumores, quando cutaneos, apresentam-se inicialmente na forma de uma
ou vdérias feridas que n&o cicatrizam, com coloracdo variavel. Além disso,
caracteristicas importantes como lesoes fridveis, dolorosas, sangramento, exsudagao

intensa, odor fétido, além de um progressivo desfiguramento corporal podem ser



30

observados nesses tipos de feridas (POLETTI et al., 2002; GOMES; CAMARGO,
2004; FROMANTIN et al., 2014; GOZZO et al., 2014).

Tais observagdes exigem cuidados paliativos com o objetivo de aliviar os
sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente e sua familia, em funcédo da
reduzida chance de cura, da sensacao de perda de dignidade, da independéncia e do
estigma da lesao tumoral (AZEVEDO et al., 2014a; AZEVEDO et al., 2014b).

As feridas oncolégicas apresentam elevada relevancia na atualidade, visto que
o cancer de pele corresponde ao tipo mais incidente para ambos os sexos no Brasil
e, embora sua letalidade seja considerada baixa, em alguns casos nos quais ha
demora no diagnéstico, esse cancer pode levar a ulceragdes e deformidades fisicas
graves e morte, como no caso de epitelioma espinocelular e melanoma (CUSTODIO
et al., 2010; INCA, 2014). Sao diversos os fatores que levam a negligéncia desse tipo
de tumor, dentre eles a idade avangada e baixo nivel socioeconémico e educacional
do paciente. O abandono do seguimento clinico apés a cirurgia também sugere que o
individuo acometido ndo compreendeu a gravidade da doenga e suas consequéncias
(ESPOSITO et al., 2017).

No que se refere a avaliacao dessas feridas, é importante considerar desde o
quadro clinico geral até a situacdo psicolégica e emocional do paciente. Na
observacéao e caracterizagdo da lesdo cutanea propriamente dita, deve-se verificar a
localizacdo anatémica, grau de contaminacao, tipo de tecido, tamanho da leséo,
profundidade, formacéao de tuneis e cistos, bordas, leito da ferida, condigdo da pele
circunjacente, caracteristicas do exsudato, presenca de corpos estranhos, presenca
de dor, hipersensibilidade, temperatura e odor (AZEVEDO et al., 2014a).

As feridas associadas ao cancer de pele apresentam cicatrizagao dificil e nao
respondem bem aos tratamentos convencionais, mesmo apds o tratamento cirurgico.
Salienta-se que as feridas associadas ao cancer precisam sofrer excisdo além dos
limites da lesdo, deixando as margens livres de neoplasia ou células malignas, pois
ha o risco de recidiva da les&o através das células malignas que ficaram no local,
perifericamente as margens da ferida operatéria (MENDONCA; COUTINHO-NETO,
2009; PEREIRA FILHO; BICALHO; SILVA, 2012).

Os pacientes portadores destas feridas, sob tratamento pela radioterapia e
quimioterapia, apresentam importante resposta a reducéo e involugdo do processo
desfigurante que elas provocam. Tal contexto reforgca a utilizagdo de produtos
cicatrizantes. Entretanto, ao se considerar que a recidiva do tumor pode ser
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consequéncia de uma uUnica célula alterada, questiona-se o uso dos produtos
cicatrizantes, visto que eles induzem a divisao celular para fins de reparacéo tecidual.

Os pacientes excluidos da fase de tratamento curativo, a medida que o quadro
clinico se agrava, caminham para o avango progressivo da ferida neoplasica, onde o
tecido necroético se prolifera e 0 uso dos antissépticos, considerados citotoxicos para
o tecido de granulacdo, passa a ser util, pois a cicatrizagdo nado é a meta. A meta é
alcancar o controle da secregao e do odor, sangramento, dor e prurido, além de um
curativo confortavel, funcional e estético (AGUIAR; SILVA, 2012).

Dentre as estratégias de tratamento direcionadas aos individuos com feridas
malignas, tem-se: radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e laserterapia.
Todavia, a terapia topica € a que proporciona melhores resultados, é mais acessivel,
envolve diversos produtos e tem um custo inferior as mencionadas anteriormente, e
abrange a utilizagao de curativos e coberturas (AZEVEDO et al., 2014a).

Durante o processo de cicatrizagado das feridas, os curativos sao utilizados para
regeneragao e reparo dos tecidos da derme e epiderme. Os materiais para curativos
destas feridas funcionam, basicamente, como barreiras fisicas permeaveis para
manter a umidade e oxigenacdo, e proteger a ferida, principalmente contra
microorganismos (ADAMIAN et al., 2004) .

3.4 CURATIVOS

Os primeiros registros histéricos de aplicacées de materiais considerados como
curativos sao datados dos tempos egipcios, muito embora se saiba que este tipo de
procedimento foi realizado desde os tempos da pré-histéria, com aplicagdes de
extratos de plantas, agua, neve, gelo, frutas e lama sobre as feridas. O termo curativo
€ muito amplo e consiste no conjunto de procedimentos que envolvem limpeza,
cobertura da ferida, desbridamento, absorgéo e drenagem de exsudatos, tendo como
objetivo o favorecimento da cicatrizacdo (FRANCO; GONCALVES, 2008;
SMANIOTTO et al., 2012).

Esse processo pode levar ao restabelecimento da parte afetada pela sintese
da cicatriz, composta essencialmente de tecido colagenoso, porém diferente do tecido
normal. A cicatrizagao pode ser uma resposta efetiva a lesdo, mas ndo acarreta em

um restabelecimento da estrutura e fungdo normal do tecido (WILLIAMS, 2006).
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Cada ferida, dependendo de suas caracteristicas, possui um curativo
especifico. Para escolher os curativos ideais para tratar uma ferida, essa deve ser
avaliada regularmente por mudancas no tamanho, profundidade, quantidade de
exsudato e infeccdo (JONES; MILTON, 2000; AGARWAL et al., 2011).

A camada do curativo em contato direto com a ferida é chamada de camada de
contato; esta pode mudar radicalmente as suas caracteristicas conforme a sua
aplicacdo. Idealmente, na maioria dos ferimentos, a camada de contato permite a
comunicacao do leito da ferida com as camadas mais profundas do curativo, sem
causar danos epiteliais quando sao trocados, pois ndo sado aderentes. Ela deve
controlar a dor, proteger as estruturas vitais, tais como tenddes, e permitir a drenagem
para seguir-se a segunda camada. As demais camadas do curativo sdo conhecidas
como curativos secundarios, e geralmente consistem de felpas ou gaze,
preenchimento que pode funcionar para fornecer suporte para o curativo primario,
fornecer barreira as bactérias e agua, absorver os fluidos da ferida, ou selar a ferida
em oclusiva ou semi-oclusiva (HANNA; GIACOPELLI, 1997; JAYAKUMAR et al.,
2011).

A escolha do material adequado para o curativo depende de fatores intrinsecos
e extrinsecos, e deve ser baseada no conhecimento tanto fisiopatolégico como
biogquimico dos mecanismos de cicatrizacao e reparacao tissular (SMANIOTTO et al.,
2012).

Quando a integridade da pele é alterada, inicia-se a cicatrizagdo, que é um
processo complexo, envolvendo a interagado entre células estromais e circulatérias que
s&o ativadas por um conjunto de mediadores quimicos, fragmentos de células e matriz
celular, microorganismos e alteracdes fisico-quimicas do microambiente da lesdo e
areas circunvizinhas. A fase inflamatéria ou exsudativa inicia-se logo apos a lesao,
com formacgédo de rede de fibrina e migracdo de neutréfilos e macréfagos, com o
objetivo de remover tecidos desvitalizados (BALBINO; MOREIRA; CURI, 2005).

A fase proliferativa é dividida em trés subfases e é responsavel pela formacéao
do tecido de granulacdo. A primeira subfase é a reepitelizacdo que ocorre pela
migracao de queratinécitos das bordas e anexos remanescentes; a segunda € a
fibroplasia, na qual ocorre proliferacdo de fibroblastos e producdo de colageno,
elastina e outras proteinas; a terceira é a angiogénese que ocorre paralelamente a
fibroplasia, onde os novos vasos dardo suporte a formagao da nova matriz. A dltima
fase é a de maturacao ou remodelacao, onde ocorre a substituicdo do colageno tipo
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3 pelo tipo 1, absorcdo de agua, diminuicdo do numero de vasos, 0 que pode
acontecer entre 6 meses a 2 anos (MANDELBAUM; DISANTIS; MANDELBAUM,
2003; BALBINO; MOREIRA; CURI, 2005).

Com base na natureza da ferida e quantidade de tecido lesado, as lesdes
cutdneas podem ter uma cicatrizagdo por primeira ou por segunda intencdo. A
cicatrizagdo por primeira intencdo ocorre por aproximacao das bordas, com menor
quantidade de colageno e reduzido o tempo de recuperacao; ja a cicatrizagao por
segunda intengcao, € um processo mais lento, com alto risco de infeccao, produzindo
retracado cicatricial, cicatrizes extensas e alto custo de tratamento (HESS, 2002).

O tratamento das feridas cutaneas é dinamico e depende, a cada momento, da
evolucao das fases de cicatrizacdo. Alguns aspectos devem ser considerados no
momento da escolha do tipo de curativo: adequacao a natureza, a localizagdo e ao
tamanho da ferida (FRANCO; GONCALVES, 2008; SMANIOTTO et al., 2012).

Existem quatro tipos de curativos que sao: a) Curativo semi-oclusivo: é
absorvente e comumente utilizado em feridas cirurgicas, drenos, feridas exsudativas,
absorvendo o exsudato e isolando-o da pele adjacente saudavel; b) Curativo oclusivo:
atua como barreira mecénica, impede a perda de fluidos, promove isolamento térmico,
veda a ferida, a fim de impedir enfisema, e formacdo de crosta; c) Curativo
compressivo: utilizado para reduzir o fluxo sanguineo, promover a estase e ajudar na
aproximagao das extremidades da lesao e por fim, d) Curativo aberto que é realizado
em ferimentos que ndo ha necessidade de serem ocluidos como cortes pequenos,
suturas e escoriagdes (GOMES; COSTA; MARIANO, 2005).

Os curativos mais indicados para as feridas malignas sédo os oclusivos, devido
a necessidade de absorcdo do exsudato, sangramento e controle do odor, da dor e
do prurido. O curativo também deve ser confortavel, funcional e estético, preenchendo
as cavidades, sendo proporcional a lesdo, sem alterar a anatomia e a autoimagem do
individuo (AGUIAR; SILVA, 2012).

Outra classificagao sugerida por Fan et al., (2011) menciona que os curativos
podem ser classificados em curativos passivos, curativos com principios ativos,
curativos inteligentes e curativos biolégicos, conforme observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificagao e tipos de curativos.

Classificacao Tipos
Curativo ndo-aderente
Curativos passivos Filme transparente
Espuma polimérica
Hidrocoloide
Hidrogel
Alginato
Curativo com principios ativos Carvao ativado
Placas de prata
Curativos inteligentes Matriz de colageno
Matriz de celulose
Curativos biolégicos Curativos biolégicos

Fonte: Fan et al., (2011).

Existem alguns pré-requisitos basicos a serem considerados nos curativos: ter
a boa tolerancia dérmica; favorecer a aplicacdo de medicagao tépica, o conforto fisico
e psicoldgico do paciente; possuir a capacidade de remover/absorver a drenagem das
secrecdes, manter a umidade entre a lesdo e o curativo, apresentar impermeabilidade
a bactérias, ser isento de particulas e de compostos tdxicos contaminadores, permitir
troca gasosa, fornecer isolamento térmico, ser permeavel aos raios-x e/ou exames,
nao aderir a lesao, evitando traumas durante a sua retirada, e comprimir, sustentar ou
imobilizar o ferimento. Ainda devem ser mencionados 0 menor custo, a aparéncia
atrativa, isento de odor, promover menor dor e reparacdo mais rapida da ferida
(BORGES; CHIANCA, 2000; GEOVANINI; O. JUNIOR; PALERMO, 2008; SMANIOTTO
etal., 2012).

Ha muitos curativos disponiveis no mercado associados a coberturas, nas
quais sao aplicadas substancias farmacoldgicas de uso tdépico (por exemplo,
sulfadiazina de prata, metronidazol e curativos de carvao ativado) que tém sido
utilizados para feridas, com vistas a limpar, controlar o sangramento, exsudato e o
odor fétido, mas nenhum foi projetado especificamente para este tipo de lesao maligna
(FROMANTIN et al., 2014; AZEVEDO et al., 2014b; GOZZO et al., 2014).

A Tabela 3 apresenta alguns tipos de curativos e suas possiveis aplicagdes, a
depender do tipo de ferida.
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Tabela 3 - Resumo de alguns tipos de curativos, suas vantagens, desvantagens e
possiveis aplicagcdes.

Curativos

Vantagens

Desvantagens

Aplicacoes

Gazes

Filmes

Hidrogéis

Alginatos

Curativos de
desodorizacao

Curativos a
base de prata

Curativo com
acido graxo

essencial (AGE)

Hidrocoloide

Curativo de
hidropolimero

Baratas e acessiveis

Retém a umidade, sao
transparentes e
protegem a ferida de
contaminacoes

Retém a umidade, nao
causa traumas em sua
remocgao, alivia as
dores

Altamente absorventes
e hemostaticos

Feitos a partir de
carvao ativado, capaz
de absorver moléculas

de gas

Utilizado como agente
antimicrobiano

Promove quimiotaxia e
angiogénese, mantém
0 meio Umido

Estimula a
angiogénese e 0
desbridamento
autolitico

Proporciona um
ambiente Umido,
absorve o exsudato e
estimula o
desbridamento
autolitico

Curativo seco de
baixa protecao
contra bactérias

Aprisiona o fluido,
descama a pele

Pode causar uma
hiperidratacao

Detritos fibrosos

O curativo ndo
pode ser cortado
para nao liberar o
carvao ativado na

lesdo

O curativo nao
pode ser cortado
para nao liberar

prata na lesao

Necessita de um
curativo
secundario

Nas primeiras
trocas podera
ocorrer odor
desagradavel
devido a remocao
de tecidos
desvitalizados

N&o pode ser
utilizado em
feridas infectadas
Oou com necrose

Limpeza e protecédo
de feridas profundas

Feridas com minima
exsudacao

Feridas secas e
doloridas

Feridas com
exsudacéao de
moderada a elevada

Podem ser
utilizados como
curativos primarios
ou secundarios para
conter odores em
feridas infectadas
ou malignas

Combate a
atividade
antimicrobiana,
reduz ou elimina
odores

Feridas abertas com
ou sem infeccao

Feridas abertas,
nao infectadas, com
leve a moderada
exsudacao

Feridas abertas nao
infectadas, com
baixa a moderada
exsudacgao

Fonte: Fonder et al., (2008); Geovanini, O. Junior e Palermo (2008); Madhumathi et al.,

(2010).
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Uma solucdo baseada em miltefosina (Miltex®, Baxter, UK) esta disponivel
para o tratamento de metastases cutaneas de cancer de mama e sua aplicagéo é
restrita a nddulos subcutaneos e/ou ulceracdes de pequeno porte (FROMANTIN et al.,
2014). O uso apropriado de um produto para a efetivacdo de um curativo que venha
a reduzir os sinais e sintomas relacionados a esse tipo de ferida tem sido mencionado
como uma pega-chave no controle desta (GOZZO et al., 2014).

Esforgos estao direcionados a utilizagao de produtos de origem biolégica como
quitina e seus derivados, que sao capazes de acelerar o processo de cura em niveis
molecular, celular e sistémico (ALMEIDA, 2009; JAYAKUMAR et al., 2011; NERY,
2014). Estratégias atuais de pesquisadores para o tratamento de lesbes focam na
aceleracdo da restauracdo da ferida através do desenvolvimento sistematico de
biomateriais que possam ser utilizados como curativos eco-friendly e sustententaveis
(AHAMED et al., 2015).

A quitosana, derivada da desacetilacdo da quitina, tem sido amplamente
utiizada em aplicagbes meédicas. Devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e propriedade hemostatica; varios
curativos a base de quitosana ja foram produzidos, a exemplo do curativo da
Hemcon®, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), capaz de cessar o
sangramento ap6s uma lesédo e pode funcionar como uma barreira contra bactérias
(HUANG et al., 2015; DREIFKE; JAYASURIYA; JAYASURIYA, 2015).

Um dispositivo de quimioterapia local (filmes) utilizando quitosana como
sistema carreador de farmaco e o acido elagico (EA) como uma droga anticancer foi
elaborado por pesquisadores nas concentragcbes de 0, 0,05, 0,1, 0,5, e 1% (m/v). A
linhagem de células de melanoma humana WM?115 foi usada como modelo de cancer
de pele para avaliar a resposta celular dos filmes, e a linhagem celular de fibroblastos
de recém-nascido humano, HS68, foi usado como controle. Os filmes de quitosana
com 0,5 e 1% (m/v) demonstraram ter um efeito antiproliferativo potente sobre as
células de melanoma através da indugdo da morte celular por apoptose,
demonstrando que o filme produzido pode ser potencialmente utilizado na
quimioterapia local (KIM et al., 2008).

A quitosana exerce influéncia positiva em varias etapas do complexo processo
de cicatrizacdo da ferida. Gradualmente ela ira despolimerizar em N-acetil-d-
glucosamina, que inicia a proliferagao de fibroblastos, auxilia na deposi¢cdo ordenada
de colageno e estimula niveis elevados de sintese de &cido hialurénico natural, no
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local da ferida (ARCHANA et al., 2015). Foi relatado que possui atividade hemostética,
através da ativacao de plaquetas e, em feridas tratadas com quitosana, observou-se
também, um aumento da infiltracdo de células inflamatérias e uma atividade
angiogénica, promovendo cicatrizacao da ferida (BOUCARD et al., 2007; LORD et al.,
2011).

Em um estudo com filme preparado a base de quitosana, poli vinil pirrolidona
(PVP) e nanoparticulas de 6xido de prata observou-se excelentes resultados para
aplicac6es em processos de cicatrizacdo. Além de uma boa capacidade de dilatacao
gue é um dos fatores importantes para a reducao do risco de desidratacao de feridas,
também apresentou boa atividade antibacteriana (ARCHANA et al., 2015).

Kumar e colaboradores (2012) avaliaram uma bandagem de hidrogel de
quitosana/nanonanocomposito de éxido de zinco e verificaram taxa controlada de
degradacdao, reforco da coagulacdo sanguinea, excelente capacidade de ativacédo
plaquetaria, cicatrizagdo melhorada, sem causar toxicidade para células saudaveis e
atividade antibacteriana, o que incentiva o uso dessas bandagens/compdésitos para
queimaduras, feridas crénicas e Ulceras do pé diabético.

3.5 BIOMATERIAIS

Os biomateriais podem ser conceituados como materiais sintéticos ou naturais,
destinados a interface com sistemas biolégicos, utilizados para interagir, no todo ou
em parte do organismo vivo humano e animal, com a finalidade de avaliar, tratar,
aumentar ou substituir quaisquer tecidos, 6rgaos ou funcbées (TABATA, 2009;
WILLIAMS, 2009; KUMBHAR; PAWAR, 2017).

Devem ser atdxicos, anticarcinogénicos, antimutagénicos e ndo desencadear
uma resposta imune, visto que sdo desenvolvidos com o objetivo de interacdo com o
organismo vivo. Dentre os biomateriais naturais encontram-se os de origem polimérica
como a quitosana, colageno, celulose e de origem ceramica, como a hidroxiapatita de
0sso animal. Ja entre os sintéticos, encontram-se os metais, polimeros sintéticos,
ceramicas e os compositos (ALVARADO, 2012; NERY, 2014).

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com duas vertentes: a sua
composicao quimica e o seu comportamento bioldégico. A primeira subdivide os
biomateriais em 4 classes: a) metais e ligas metdlicas — utilizados para substituicdo
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Ossea e de articulagdes, reconstituicao e implantes dentarios; b) ceramicos — usados
na substituicdo de articulagdes, substituicdo, aumento e reconstituicdo déssea; c)
polimeros — usados em sistemas de liberacdo de farmacos, substituicdo de
articulagdes, reconstituicdo dentaria e d) compédsitos — utilizados na reconstituicao
Ossea e dentaria, substituicao 6ssea e de articulagdes (WILLIAMS; CAHN; BEVER,
1990; GUTIERRES et al., 2006).

Quanto a classificagdo segundo o comportamento bioldgico, esta é baseada na
resposta do tecido hospedeiro: 1. Bioinertes - sdo aqueles que provocam reacao
minima no organismo, encontrando-se em ligacéo direta ao tecido receptor, a exemplo
do titdnio; 2. Biotolerados - sdo moderadamente aceitos pelo tecido receptor,
induzindo geralmente a formacao de uma fina capsula fibrosa, seu exemplo € o ago
inoxidavel e o polimetiimetacrilato (PMMA); 3. Bioativos - nestes existe uma interacao
direta entre os tecidos vivos e 0 biomaterial, onde este induz a uma resposta positiva,
a exemplo da aceleracdo do processo cicatricial pela quitosana; 4. Reabsorviveis -
aqueles que sao lentamente degradaveis e gradualmente substituidos pelos tecidos
onde sao implantados (WILLIAMS; CAHN; BEVER, 1990; GUTIERRES et al., 2006).

Ao se intencionar o uso de um biomaterial, ele deve respeitar alguns pré-
requisitos como biocompatibilidade (a habilidade do material e de seus possiveis
produtos de degradagédo serem tolerados pelos tecidos envoltérios e ndo causarem
prejuizos aos organismos em curto e longo prazo), a biodegradabilidade (fenémeno
em que o material é degradado ou solubilizado em fluidos tissulares, desaparecendo
do sitio de implantacao), e a velocidade de degradacdo do material (PEREIRA;
VASCONCELOS; OREFICE, 1999; RIBEIRO, 2009; TABATA, 2009).

Ao se observar a evolucdo dos biomateriais, estas consideracdes sobre
biocompatibilidade e biodegradabilidade fazem parte de uma segunda geracao de
biomateriais. Na primeira geragéo, foram desenvolvidos os materiais considerados
bioinertes, cujo objetivo para seu desenvolvimento era o de ndo induzir reagdo de
corpo estranho no organismo (HENCH, 1980). A terceira geragdo compreende 0s
materiais capazes de estimular respostas celulares especificas em nivel molecular
(HENCH; POLAK, 2002).

A quarta geracdo é demonstrada a partir do inicio de 2010 como uma
potencialidade nos processos de formacao de tecidos moles ou duros. Infere-se que
esta geracao sera a responsavel pela utilizagdo da nanotecnologia, dos nanomateriais
e que conduzird a compreensdo dos processos de formagcdo de tecido Osseo,
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abrangendo os processos de osseoindugdo, osseointegracédo e da formacao de um
novo tecido 6sseo, através da engenharia de tecidos, e ainda fixacao de implantes e
a liberacao controlada de farmacos (MURUGAN; RAMAKRISHNA, 2005).

Por essas geragdes representarem uma evolugdo nas propriedades dos
materiais envolvidos, de acordo com as necessidades e exigéncias que surgiam, elas
séo interpretadas de forma conceitual e ndo cronologica (NAVARRO et al., 2008).

A ciéncia dos biomateriais € uma area multidisciplinar. Compreende nao
apenas o desenvolvimento de produtos a serem utilizados como substitutos de tecidos
danificados, mas o entendimento das interacdes destes com o organismo receptor,
devendo ser, dessa forma, biocompativel e biofuncional (VERT, 2007).

Na area de regeneracao tecidual, pesquisas tém sido desenvolvidas para a
obtencao de biomateriais que tenham a propriedade de preencher temporariamente a
regido lesada, até que o processo cicatricial se concretize ou que se direcione esse
processo regenerativo, com o0 desenvolvimento de potenciais curativos para
tratamento de lesdes cutaneas, aumentando a qualidade de vida e o bem-estar dos
pacientes; dentre os polimeros de origem natural, tem-se a quitosana, que apresenta
importante relevancia (NERY, 2014).

3.6 QUITOSANA

A quitosana é um polimero natural, atéxico, biocompativel, biodegradavel,
abundante, renovavel e de importancia econémica e ambiental. Ela é obtida a partir
de exoesqueleto de insetos, artrépodes, tais como camardes, caranguejos, lagostas
e krills, rejeitos dos mariscos processados pela industria pesqueira, que em algumas
situacdes sado considerados poluentes. Seu emprego diminui o impacto ambiental
causado pelo acumulo nos ambientes onde € gerado ou estocado (AZEVEDO et al.,
2007; RIVEROA; GARCIA; PINOTTI, 2010).

Os Estados Unidos e o Japdo sao considerados os maiores produtores
mundiais de quitosana, producado esta que tem aumentado devido a sua crescente
utilizacdo em diversas areas (MOURA et al., 2006).

A quitosana é um polissacarideo composto por N-acetil-2-desoxi-D-
glucosamina e 2-amino-2-desoxi-D-glucosamina, catidnico, semicristalino, de cadeia

linear, derivado do processo de desacetilacdo da quitina, sendo 0 segundo composto
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organico mais abundante da natureza, ficando atras apenas da celulose (Figura 4)
(AZEVEDO, 2007).

Figura 4 - Comparacéao das estruturas moleculares da celulose, da quitina e da
quitosana.
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Fonte: Azevedo (2007).

A quitina foi isolada de cogumelos, pela primeira vez em 1811, pelo professor
francés Henri Braconnot o qual a nomeou como fungina. Em 1823, Odier isolou uma
substancia insoluvel contida na carapaca dos insetos e passou a chama-la de quitina,
palavra derivada do grego Chiton, que significa carapaga ou caixa protetora (RAVI
KUMAR, 2000). O pesquisador afirmou que se tratava da mesma substancia
encontrada nas plantas, a celulose, porém, em 1843, Payen detectou que a quitina
continha nitrogénio em sua estrutura e a diferenciou da celulose (ALMEIDA, 2009).

O processo de desacetilagao da quitina é resultante de uma solugdo aquosa
40-45% (m/v) de hidréxido de sédio (NaOH) a uma temperatura de 90-120°C durante
4-5h. As condic¢Oes utilizadas para a desacetilagcdo determinam o peso molecular do
polimero e o grau de desacetilagdo da quitosana, que representa a porcentagem de
grupos NH2 livres. Quando o grau de desacetilacdo da quitina alcanga
aproximadamente 50%, o polimero torna-se soluvel em solu¢des aquosas de acidos
fracos e passa a ser chamado de quitosana. Contudo, a solubilidade da quitosana
também depende de outros parametros como peso molecular e concentracao do acido
utilizado (DASH et al., 2011).

A massa molecular da quitosana varia de 100.000g/mol a 1.000.000 g/mol. As
classificagdes quanto a massa sdo: Baixa Massa Molecular (100.000 g/mol ou 150
KDa); Média Massa Molecular (500.000 g/mol ou 150 e 700 KDa) e Elevado Peso
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Molecular (1.000.000 g/mol ou acima de 700 KDa) (MUZZARELLI, 2009; WONG,
2009).

Outra forma de se conseguir a quitosana €& através da desacetilacao
microbiolégica com microorganismos ou enzimas exclusivas. O grau de desacetilagéo,
que é representado pela percentagem de grupos aminos livres € um relevante
parametro que influencia nas propriedades fisico-quimicas e nas aplicacbes da
quitosana, estando compreendido entre 60 e 95% (DALLAN, 2005; MALAFAYA;
SILVA; REIS, 2007).

Os principais fatores que afetam a eficiéncia da desacetilacdo e as
caracteristicas da quitosana sdo a temperatura e tempo de reagédo; concentracdo da
solucdo de alcali e adicdo de diluente (alcobis de cadeia curta e cetonas sao
empregados); razdo quitina/alcali; tamanho das particulas de quitina; atmosfera da
reacao e presenca de agentes que evitem a despolimerizacdo (AZEVEDO et al.,
2007).

O elevado numero de grupos aminos livres na cadeia de quitosana a torna
susceptivel a variagdes de pH, dessa forma a sua solubilidade em meio aquoso acido
€ promovida pela protonacao destes grupos livres que passam de NH2 para NHz*
(SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). O &cido aceético e o férmico sdo os mais usados
para a solubilizagdo da quitosana. Alguns acidos inorganicos diluidos, como o acido
nitrico, cloridrico, perclérico e fosférico, também podem ser utilizados para preparar
uma dispersao da quitosana, porém apenas apds prolongada agitacao e aguecimento.
Misturas como dimetilformamida com tetréxido de dinitrogénio numa proporcéo de 3:1
também podem ser utilizados como solventes (DAMIAN et al., 2005; SILVA; SANTOS
FERREIRA, 2006; LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Posteriormente a sua dissolucdo, a quitosana atua como um polieletrélito
catibnico viscoso possibilitando a obtencdo de filmes, membranas e géis
(NIEKRASZEWICZ, 2005). Esta caracteristica fisico-quimica de possuir cargas
positivas, leva a quitosana a apresentar uma natureza basica com pKa variando de
6,3 a 7,2 e a torna quimicamente desejavel para interacdo com outros polimeros de
cargas opostas (BUENO, 2010).

A solubilidade em solugdes acidas como a agregacdo com polianions atribui
propriedades excelentes a quitosana na forma de gel. Junto com propriedades
biol6gicas que incluem biocompatibilidade, biodegradabilidade em produtos
inofensivos, nao téxicos, afinidade a proteinas, propriedade hemostatica, fungistatica,



42

anticolesterol. A quitina e a quitosana oferecem um largo potencial em uma ampla
faixa de aplicacbes que tende a crescer, uma vez que 0s materiais a base de
quitosana tornem-se padronizados e disponiveis. De maneira importante, como
biopolimeros e materiais biodegradaveis, a quitina/quitosana é segura para os seres
humanos e para o ambiente natural (KUMAR; DOMB et al., 2004; DENG, 2007).

A quitosana, quando no estado sélido, € descrita como um polimero
semicristalino e polimorfismos sé@o citados na literatura. As cadeias deste polimero
ligam-se através do hidrogénio em trés diferentes estruturas cristalinas (a, B, y), cujo
arranjo € dependente da polaridade adquirida pelas cadeias de agucar. A estrutura a
apresenta cadeias orientadas com arranjo antiparalelo e células unitarias
ortorrbmbicas, com campo magnético forte. A estrutura B apresenta as cadeias
orientadas de forma paralela e € constituida de células monoclinicas e a estrutura y
tem orientacao mista (STAMFORD, 2006; AZEVEDO et al., 2007).

Através da difracéo de raios-X observa-se uma célula unitaria ortorrombica com
parametros de rede a=0,807nm; b=0,844nm e c¢=1,084nm e duas cadeias
antiparalelas de quitosana e nenhuma molécula de agua (Figura 5). A sua
cristalinidade pode variar a depender da origem e do tratamento do polimero durante
sua extracdo, quando a quitosana é obtida da carapaca de caranguejo possui
cristalinidade maior do que a extraida da carapaca de lagosta, esta ultima é maior que
a de camarao (RINAUDO, 2006; AZEVEDO et al., 2007; ARANAZ et al., 2009).

Figura 5 - Célula unitaria ortorrémbica
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Fonte: Azevedo et al., (2007)
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Técnicas de modificacdo quimica com o objetivo de aumentar a estabilidade
quimica e fisica da quitosana tém sido empregadas, dentre elas tem-se a reticulacéo.
Esta consiste na introdugcdo de moléculas de baixa massa molar, denominadas de
agentes de reticulacdo. Através desse processo pode-se obter um material
guimicamente mais resistente ao meio acido, uma reducdo da sua capacidade de
retencdo de agua, estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade,
cor, capacidade de imobilizacdo proteica e celular. As reagdes envolvidas na
reticulacao por agentes bifuncionais ocorrem entre os grupos amino e hidroxilas da
quitosana (MENDES et al., 2011).

A reticulacdo das cadeias poliméricas de quitosana (reacdo de
entrecruzamento) é um tipo de modificacdo quimica que objetiva unir suas cadeias,
ou ainda, ligar suas cadeias as de outros polimeros gerando redes poliméricas
hibridas. Tal procedimento acontece por meio da reacdo entre sitios reativos
especificos presentes nas unidades estruturais da quitosana e alguns reagentes
reticulantes (BERGER et al., 2004).

Esse processo sofre influéncia tanto de algumas propriedades fisico-quimicas
da quitosana utilizada quanto das condi¢cdes reacionais adotadas. Assim, grau de
desacetilacdo (GD), massa relativa, temperatura e tempo reacional elevado, em geral,
favorecem as reagdes e causam o aumento do grau de reticulacdo. As reticulagdes
também sofrem influéncia do tipo e da concentracao do agente reticulante envolvido.
Com a elevacao do grau de reticulagao, reduz-se a porosidade do material obtido, a
permeabilidade a 4gua e a difusdo de possiveis substancias aprisionadas nas redes
poliméricas formadas (BERGER et al., 2004).

Agentes reticulantes, tais como glutaraldeido, genipina, epicloridrina,
formaldeido e &cido sulfurico sdo usados para aumentar a sua estabilidade quimica,
resisténcia mecéanica e tempo de liberacao de farmacos carreadores (LARANJEIRA;
FAVERE, 2009; GONSALVES et al., 2011; MENDES et al., 2011). Entretanto, os
agentes reticulantes glutaraldeido e formaldeido s&o téxicos e requerem uma
excessiva purificacdo durante a preparacao de hidrogéis no intuito de eliminar
residuos que nao formaram ligacdes cruzadas (BERGER et al., 2004).

Quanto a biodegradacdo da quitosana, esta leva a formacédo de
oligossacarideos nao téxicos, de comprimento variavel. Estes ultimos podem ser
incorporados em vias metabdlicas ou ser excretados. A taxa de degradacao da
quitosana esta relacionada principalmente ao seu grau de desacetilagdo (GD), mas
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também para a distribuicdo de residuos de N-acetil D-glucosamina e a massa
molecular da quitosana (FIDELES, 2010; WANG et al., 2011).

Ressalta-se que a quitosana é um polimero semicristalino, e como a
cristalinidade do polimero esta inversamente relacionada com a cinética de
biodegradacédo, quando o GD da quitosana diminui, a sua cristalinidade, também
diminui, o que resulta num aumento da taxa de biodegradacéo. As cadeias pequenas
de quitosana serdo mais rapidamente degradadas em oligossacarideos quando
comparadas com a quitosana com alta massa molecular (CROISIER; JEROME,
2013).

As abordagens para o uso da quitosana sao diversas, na farmacéutica
englobam o seu uso como excipiente e um carreador potencial para administracao
controlada de farmacos especificos e macromoléculas, e em formulacbes de
administracdo oral, nasal, transdérmica, parenteral e topica, Além da obtencédo de
nanoparticulas para veiculagéo de proteinas, vacinas e DNA. Ela pode ser obtida na
forma de hidrogéis, membranas, fibras, nanoparticulas, arcabougos e esponjas
(KATO; ONISHI; MACHIDA, 2003; BERGER et al., 2004; JAYAKUMAR et al, 2010).

A mucoadesividade da quitosana e derivados catiénicos é reconhecida como
um fator para adsorcao de drogas, especialmente em um pH neutro. Alguns avangos
recentes em sistemas de liberacdo de farmaco devem ser mencionados (RINAUDO,
2006). A quitosana como sistema ja foi testada para a administracdo de
proteinas/peptideos, fatores de crescimento, anti-inflamatérios, antibiéticos, bem
como em terapia génica e aplicacbes em bioimagem (DASH et al., 2011).

Na area biomédica, a quitosana tem sido estudada na cicatrizacao de feridas,
producao de curativos, administracdo de medicamentos; algumas de suas aplicacdes
abrangem acao antimicrobiana e antifungica, analgésica, antitumoral e regeneracao
de tecidos (KATO; ONISHI; MACHIDA, 2003; NICOLOSI; MORAES, 2005; CHUNG;
CHEN, 2008; JAYAKUMAR, et al, 2010; DASH et al., 2011; KHAN, 2011).

A quitosana tem atraido atengéo por sua atividade antimicrobiana e antifungica,
as quais sao dependentes de fatores como o tipo de quitosana, grau de desacetilacao,
massa molar, pH do meio e temperatura. Esse mecanismo é afetado pela massa
molar. A alta massa deve inibir o crescimento devido ao seu tamanho maior, enquanto
gue a baixa massa molar pode entrar na célula fungica. A quitosana apresentou efeito
bactericida mais evidente em bactérias gram-positivas que em gram-negativas
(KHAN, 2011).
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A atividade antimicrobiana da quitosana é um pouco complexa; dois
mecanismos tém sido relatados na literatura para explicar a atividade antibacteriana
e antifungica da quitosana. No primeiro mecanismo proposto, a quitosana carregada
positivamente pode interagir com grupos carregados negativamente na superficie de
células, e como consequéncia, alterar a sua permeabilidade. Isso impediria que
materiais essenciais entrassem na célula e/ou permitisse a saida de solutos
fundamentais para fora da mesma. O segundo mecanismo envolve a ligacdo da
quitosana com o DNA celular (ainda através de grupos amino protonados), o que
levaria a inibicao da sintese de RNA microbiana (CHUNG; CHEN, 2008).

A natureza policatidnica da quitosana também explica seus efeitos analgésicos.
A forte agcao analgésica tépica tanto da quitina quanto da quitosana é mencionada nos
estudos realizados por Okamoto et al., (2002) que mostraram que esse efeito é
consequéncia da captura de hidrogénios acidos liberados no local da inflamacao pela
ionizacao do grupo aminico NHas*.

A atividade antitumoral também foi encontrada na literatura. Foi observado
que a quitosana fornece uma matriz nao protéica para o crescimento de tecido 3D, o
gue aciona macrofagos para a atividade tumoricida (JAYAKUMAR et al, 2010). Em
um estudo sobre o hidrogel de quitosana com 131l - norcholesterol (1311-NC) foi
testada sua aplicabilidade em um modelo de xenotransplante de cancer de mama em
rato, este hidrogel reticulado com glutaraldeido reduziu a progressao do tumor e
impediu em 69% a recorréncia de tumores e metastase (DASH et al., 2011). A N-
succinil-quitosana (Suc-Chi) tem sido estudada para a quimioterapia do cancer como
um veiculo de farmaco e os conjugados de mitomicina C com Suc-Chi exibiram boas
atividades antitumorais contra varios tumores (KATO; ONISHI; MACHIDA, 2003).

A membrana de quitosana estimula a proliferacao celular e a organizacao dos
tecidos. Fornece estrutura para o crescimento celular e proteinas para a cicatrizagao,
fortalece o novo tecido, atua como obstaculo contra agentes infecciosos, torna minima
a deformacao cutanea, além de estimular a coagulagao sanguinea natural, absorver
os fluidos provenientes da ferida (exsudato) e bloquear as terminacées nervosas,
reduzindo a dor. A quitosana é bastante util no tratamento de feridas, pois acelera o
processo de cura destas (NICOLOSI; MORAES, 2005).

Os estudos sobre quitosana consideram que ela é um excelente material
biolégico a ser utilizada na cicatrizacdo de feridas. Tal tratamento € um processo
complexo que envolve resposta integrada por fatores de crescimento e muitos tipos
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de células, a fim de obter uma recuperacao rapida da arquitetura e funcéo da pele.
Assim, a exploracdo das propriedades da quitosana e sua modificacdo em varias
formas podem ser utilizadas como material de remogéao de feridas. Os materiais de
curativos baseados em quitosana e seus derivados tém propriedades de alta
durabilidade, boa biocompatibilidade, nao toxicidade e boa capacidade de absorcao
de agua (BANO et al., 2014).

Além disso, a quitosana e seus derivados, em combinagcdo com polimeros
naturais ou sintéticos, levariam a acelerar a cicatrizacao de feridas. Assim, o material
a base de quitosana pode ser considerado como uma possibilidade viavel para o
tratamento da ferida devido a sua natureza antimicrobiana, capacidade de acelerar a
cicatrizagcédo da ferida, hemostatica e analgésica (BANO et al., 2017).

3.7 1,4-NAFTOQUINONA

As quinonas e seus derivados sao grupos de substancias naturalmente obtidas
ou sintetizadas em laboratério. Sdo amplamente distribuidas na natureza (plantas
superiores, artrépodes, fungos, liquenes, algas, bactérias e virus) e estdao, muitas
vezes, associadas as distintas atividades farmacoldgicas, a exemplo da atividade
antiinflamatéria, analgésica, antiviral, antibacteriana, antimalarial, tripanossomicida,
fungicida, antiproliferativa e anticancerigena. O interesse nestas substancias tem
aumentado, ndo apenas devido a sua relevancia nos processos bioquimicos vitais,
como também ao destaque cada vez maior que vém expondo em distintos estudos
farmacologicos (SUBRAMANIAN; FERREIRA; TRSIC, 1998; MATES; SANCHEZ-
JIMENEZ, 2000; FERREIRA, 2008; MORAES et al., 2014).

Uma ampla variedade de quinonas, de origem natural, vem chamando a
atencao dos pesquisadores devido ao vasto numero de trabalhos na literatura por
seus efeitos em varias fungdes biologicas, a exemplo da estreptonigrina (1),
urdamicinona (2), lapachol (3), a-lapachona (4) e B-lapachona (5) obtidas a partir de
extratos de plantas (Figura 6) (FERREIRA, 2008).
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Figura 6 - Exemplos de quinonas de origem natural. Estreptonigrina (1), urdamicinona
(2), lapachol (3), a-lapachona (4) e B-lapachona (5)
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Fonte: Ferreira (2008).

Varios farmacos anticancerigenos clinicamente importantes contém o radical
quinona como uma parte relevante das suas estruturas, tais como daunorubicina (1)
e mitomicina C (2) , expostos na Figura 7, e existe um numero crescente de trabalhos
sobre a avaliacdo bioldégica de analogos sintéticos e novos produtos naturais
relacionados a esta classe de compostos, especialmente porque a resisténcia a
drogas permanece como um problema na farmacoterapia do cancer, e a quimioterapia
€ vital, com muitos quimicos envolvidos na procura de um novo agente antitumoral
(OWTON, 1999; ATAMANYUK et al., 2013; WANG et al., 2015).

Figura 7 - Estrutura de quinonas que ocorrem naturalmente.(1) daunorubicina e (2)
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Fonte: Bonifazi et al., (2010).

A estrutura das quinonas apresenta dois grupamentos carbonilas em um anel
insaturado de seis atomos de carbono, situados relativamente em posi¢des “orto” ou
‘para” (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016). As quinonas sao classificadas em
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conformidade com o sistema aromatico presente nas suas estruturas: tem-se as
benzoquinonas, antraquinonas e naftoquinonas, estas ultimas estdo relacionadas com
o anel naftalénico. Varios estudos relataram a atividade antitumoral de naftoquinonas,
devido a reducdo do crescimento de linhagens de células tumorais, quando
combinadas & outras substancias (MORAES et al., 2014; LOPEZ et al., 2014).

Os derivados de quinona podem ser toxicos para as células por uma série de
mecanismos, incluindo ciclos redox (habilidade das quinonas de aceitarem um ou dois
elétrons, formando uma espécie radicalar aniénica ou dianiénica), arilagdo, inducao
de quebras na cadeia de DNA, a geracao de radicais livres, alquilagdo, através da
formacgao de quinona meteto, apoptose e acao como inibidores da topoisomerase via
intercalacdo de DNA, ou seja, as quinonas tem atraido atencdo devido a seus
multiplos mecanismos de agdao (MOORE, 1977; MILLER; RODGERS; COHEN, 1986;
JARDIM et al., 2015).

O crescente aumento de microorganismos patogénicos resistentes a farmacos
e 0 aumento dos casos de cancer no mundo tem impulsionado a busca por novos
agentes com atividade bioldgica para serem utilizados em terapias alternativas. Nesta
area, as naftoquinonas parecem ser candidatos em potencial, visto serem compostos
de origem natural, utilizados na medicina tradicional no tratamento de varias doencas.
A modificagdo da estrutura primaria das naftoquinonas com diferentes grupos
funcionais pode potencializar a sua atividade biolégica, melhorar a sua solubilidade e
diminuir os efeitos colaterais indesejaveis (LEYVA et al., 2017).

As naftoquinonas podem causar o estresse oxidativo em células expostas e,
por conseguinte, afetar a sinalizacdo redox. A geracdo de espécies reativas de
oxigénio e modulagao de sinalizacao redox sao propriedades das naftoquinonas que
as tornam interessantes para o desenvolvimento de novos compostos de uso
potencial em varios contextos terapéuticos (KLOTZ; HOU; JACOB, 2014).

Com relagdo a atividade antitumoral, mais especificamente, diversas
substancias desta classe tém apresentado resultados promissores. Entre elas estao
a 1,4 naftoquinona, 2-butanoil-1,4-naftoquinona, 2-propanoilamina-1,4-naftoquinona,
B-lapachona, lapachol, lausona, biflorina, etc. (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003;
BEZERRA et al., 2007; AREAS, 2007; BRANDAO et al., 2010; ATAMANYUK et al.,
2013).

O composto 1,4-naftoquinona (C10HsO2, massa molar de 158,15 g/mol, ponto
de fusdo 128,5°C, densidade de 1,42 g/cm?) é caracterizado por dois grupos carbonila
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na posicao 1,4. As naftoquinonas sdo compostos organicos altamente reativos,
utilizados como corantes naturais ou sintéticos cujas cores variam de amarelo para
vermelho. Estes compostos e os seus derivados sdo a, B compostos carbonila
insaturados. Sao amplamente encontrados na natureza, especialmente em familias
de plantas superiores (Plumbaginaceae, Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae,
Dioncophyllaceae, Verbenaceae, Lythraceae e Euphorbiaceae), além de algas
fungos, alguns animais e como produto de metabolismo de algumas bactérias (LOPEZ
et al., 2014). E soltvel em benzeno, éter dietilico, cloroférmio, &cido acético glacial e
pode ser preparado industrialmente através da oxidacdo de naftaleno usando
pentoxido de vanadio (V20s) como catalisador (YU, 2014).

O 1,4-naftoquinona (Figura 8) €& conhecido por conferir atividade
anticancerigena em varias drogas, tais como estreptonigrina, mitomicina C,
daunorrubicina, mitomicina C, doxorrubicina e mitoxantrona (ATAMANYUK et al.,
2013; KLAUS et al., 2010). Foi relatado que o 1,4-naftoquinona interfere no transporte
de elétrons e no processo de fosforilagdo oxidativo e desempenha um papel na
inibicado de enzima e ligagdes cruzadas de DNA (WANG et al., 2015).

Figura 8 - Estrutura quimica do naftaleno (1) e 1,4-naftoquinona (2)
0
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Fonte: Lopez et al., (2014)

Foram observados efeitos antitumorais em diversas culturas celulares
contendo células tumorais, tais como células de cancer pulmonar, leucémicas, de
cancer gastrico, carcinoma de colén e células de melanoma. (KAYASHIMA et al.,
2009; KUMAR et al., 2009).

No estudo feito por Kayashima et al., (2009) foram examinados os efeitos de
compostos de naftoquinona na angiogénese, utilizando um ensaio de anel aortico de
rato em 100 uM/L. Entre estes compostos, o 1,4-naftoquinona apresentou a mais forte
atividade anti-angiogénica. Em outra pesquisa realizada para investigar a atividade
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citotoxica e genotdxica, bem como o potencial de induzir o estresse oxidativo de
naftoquinonas relacionadas a fontes naturais (plumbagina, juglona, lawsona e
lapachol) em comparagdo com 1,4-naftoquinona € menadiona em queratindcitos
humanos, verificou-se que o 1,4-naftoquinona, menadiona, juglona e plumbagina nao
sdo apenas muito mais citotoxicas do que a lawsona e lapachol, mas também sao
capazes de induzir fortemente o estresse oxidativo e danos ao DNA (KLAUS et al.,
2010).

O potencial citotéxico do 1,4—naftoquinona foi estudado em células de
melanoma B16F 1 cultivadas in vitro. A partir de resultados ja publicados anteriormente
pode-se concluir que o radical quinona NQ14 tem a capacidade de induzir espécies
reativas de oxigénio (EROS). Dessa forma, o estresse oxidativo, os danos na
membrana celular, a inibicdo da sobrevivéncia clonogénica, a apoptose, bem como o
modo necrético de morte celular pode ter contribuido para os efeitos citotoxicos
observados de NQ14 contra as células tumorais de melanoma. No entanto, os
pesquisadores afirmam que estudos usando células normais para a comparagao com
o NQ14 sao essenciais antes de defenderem sua aplicacao terapéutica (KUMAR et
al., 2009).

3.8 LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACO

O objetivo fundamental de um farmaco, quando administrado, é atingir
concentragdes plasmaticas ou niveis de concentracdes adequadas nos tecidos, sendo
terapeuticamente efetivo e ndo téxico, por um periodo prolongado de tempo (MOURA,
2009; COIMBRA, 2010). Nos sistemas convencionais de liberagdo de farmaco, o seu
nivel é liberado rapidamente apds ser administrado, sendo empregados nesses
sistemas diluentes sollUveis, desintegrantes e/ou outros recursos que favorecem os
processos de liberacao e dissolugdo do farmaco (PEZZIN; SILVA; FERRAZ et al.,
2007; KLAUSS, 2010).

Entretanto, diversas limitac6es/necessidades foram observadas através dessa
forma convencional, as quais incluem impossibilidade de manter uma concentracao
terapéutica do farmaco que permaneca constante no local de agdo durante o
tratamento; flutuacdes inevitaveis das concentracdoes de farmaco no local de acao
podem levar o paciente a ser sobremedicado ou submedicado; farmacos com tempo
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de meia-vida biolégica curtos podem requerer doses frequentes para manter as
concentragdes plasmaticas dentro da faixa terapéutica, sendo de extrema importancia
a adeséao do paciente ao tratamento, fato este que constitui em motivo relevante para
falha ou ineficiéncia terapéutica (COLLET; MORETON, 2005).

Dessa forma, tem-se observado uma quantidade importante de trabalhos
envolvidos em delinear sistemas de liberacdo de farmacos que possam se ajustar
adequadamente as novas necessidades. Os sistemas de liberagdo controlada (SLC)
sdo promissores em relacdo ao aumento da eficacia terapéutica de um farmaco
através da manutencgao de niveis dos farmacos dentro da faixa terapéutica, diminuindo
significativamente a toxicidade e reduzindo a necessidade de vérias doses, em
relagdo ao sistema convencional; isso induz a melhor adesdo do paciente ao
tratamento (Figura 9) (COLLET; MORETON, 2005; SILVA, 2012;).

Figura 9 - Representagcao de um sistema de liberagdo convencional e controlada de
farmaco.
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Fonte: Adaptado de janior (2007).

Embora estes sistemas possam apresentar vantagens que se sobrepéem ao
sistema de liberacdo convencional, também podem apresentar desvantagens, a
exemplo da probabilidade de ocorréncia de liberacéo rapida do farmaco, a partir de
um sistema de liberagdo prolongada, em fungcdo de um defeito no produto; utilizagéo
de farmacos que possuem baixo tempo de meia-vida com dificuldade de absor¢ao no
trato gastrointestinal; impossibilidade de cessar de imediato a finalidade terapéutica
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em caso de intolerancia ou intoxicacao do paciente; risco de acumulo do farmaco no

organismo com baixa velocidade de eliminacéo (LYRA et al., 2007).

Alguns sistemas de liberagdo controlada sdo observados, conforme a Tabela

4.

Tabela 4 - Tipos de sistemas de liberagao controlada.

SISTEMAS

ACAO

Liberacao retardada

Liberagao repetida

Liberacao
prolongada

Liberacao

sustentada

Liberacao estendida

Liberacao
controlada

Liberacao
modificada

Indica que o farmaco nao é liberado imediatamente apés a
administracdo, mas um tempo depois. A deteccao do farmaco
na corrente sanguinea é prolongado.

Uma dose individual é liberada regularmente logo apoés a
administracdo, € uma segunda ou terceira doses séao
subsequentemente liberadas em intervalos intermitentes.
Indica que o farmaco € disponibilizado para absorgdo por um
periodo de tempo mais prolongado de que a partir de uma forma
farmacéutica convencional. Sdo disponibilizadas duas doses do
farmaco, a primeira, chamada de dose inicial de liberagéo
imediata, necessaria para produzir o efeito farmacoldgico
desejado sem causar danos ao organismo. A segunda,
chamada dose de manutengéo, é liberada de modo gradual,
com a finalidade de prolongar a extensdo da resposta
farmacolégica.

Indica uma liberacdo inicial de farmaco, suficiente para
disponibilizar a dose terapéutica logo ap6s a administracao, a
qual é seguida de uma liberacao gradual do farmaco, por um
periodo de tempo estendido.

Refere-se a formas farmacéuticas que liberam o farmaco
lentamente de modo a manter as concentragdes plasmaticas no
nivel terapéutico, por um periodo prolongado de tempo.
Refere-se a formas farmacéuticas que liberam o farmaco em
uma velocidade constante e fornecem concentragdes
plasmaticas que permanecem invariaveis com o tempo.
Refere-se a formas farmacéuticas definidas pela USP, como as
cujas caracteristicas de curso e/ou localizagao da liberagao de
farmacos sao escolhidas para satisfazer objetivos terapéuticos

ou de conveniéncia nao-oferecidos pelas formas convencionais.

Fonte: Adaptado de Collet e Moreton (2005) e Albanez (2012).
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Espécies coloidais, como lipossomas, micro e nanoparticulas, vém sendo
estudadas para esse sistema que, em geral, pode ser utilizado para melhorar a
biodisponibilidade, manter o efeito do farmaco no sitio alvo, solubilizar farmacos,
melhorar a estabilidade fisica e quimica de agentes terapéuticos, minimizar efeitos
colaterais e reduzir a toxicidade (MOURA, 2009).

A tecnologia de liberagéo de farmaco representa uma das fronteiras da ciéncia,
e envolve diversos aspectos multidisciplinares, o que pode contribuir para o avango
da saude dos individuos, e ainda um campo de estudo muito vasto, reunindo esforcos
de diversas areas. Os SLC oferecem inumeras vantagens quando comparados as
formas farmacéuticas convencionais (MARCHETTI; SARAIVA, 2005).

Outras propriedades que também merecem destaque a respeito dos polimeros
usados como SLC sao a biodegradabilidade e a bioadesao. A primeira é um atributo
explorado na modulacdo da liberacdo de farmacos, uma vez que € altamente
desejavel que um material introduzido no organismo desapareca depois de cumprida
sua fungdo, sem a necessidade de intervenc¢des para sua retirada, a exemplo dos
poliésteres alifaticos (poli (acido lactico) PLA, poli (acido glicolico) PGA, poli
(caprolactona) (PCL) e copolimeros dos acidos latico e glicélico (PLGA). Quanto a
bioadesividade, as caracteristicas que a favorecem abrangem a elevada massa molar,
a capacidade de dispersdao em agua, a presenca de grande numero de grupos
carboxila e/ou hidroxila, a habilidade de formar ligacdes de hidrogénio, a flexibilidade
da cadeia polimérica e, a presenca de superficie negativamente carregada, embora
alguns polimeros catidnicos sejam bioadesivos (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA,
2010).

A liberacao controlada de farmaco ocorre quando este (ou um agente ativo)
combinado a um polimero, que pode ser natural ou sintético, é liberado de uma
maneira pré-determinada. Dentre os mecanismos que controlam a liberacdo da
substancia ativa, trés podem ser liberados de um sistema polimérico: difusao,
intumescimento e erosédo. A predominancia de um desses mecanismos depende do
excipiente polimérico a ser utilizado (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; MASOQD, 2007).

Nos sistemas controlados por difuséo, a liberacdo pode acontecer através dos
poros da matriz polimérica ou entre as cadeias do polimero (MASOQOD, 2007). No
processo de liberacdo do farmaco por intumescimento, as matrizes hidrofilicas
absorvem agua, liberando o farmaco da superficie da matriz polimérica e,
consequentemente, sofrem intumescimento/relaxamento das cadeias poliméricas,
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formando uma camada gelatinosa de polimero (estado maleavel). A medida que a
agua hidrata o nucleo seco, a camada exterior gelificada pode sofrer erosdo por
solubilizacao parcial ou total do polimero (erosao fisica). A penetracao da agua faz
com que as cadeias do polimero se afastem, promovendo a difusdo do farmaco
(LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

No mecanismo de erosdo quimica, o material em contato com os fluidos
aquosos do corpo, sofre hidrélise da cadeia principal instavel. Para os polimeros
semicristalinos isso ocorre em duas fases. Na primeira fase, a agua penetra o
dispositivo atacando preferencialmente as ligagcdes quimicas na fase amorfa,
originando oligdbmeros ou monémeros. Na segunda fase, a degradagéo, tendo como
produto moléculas menores, ocorre por processos enzimaticos (MIDDLETON;
TIPTON, 2000). O perfil de liberagdo do farmaco varia e depende de fatores como a
natureza do farmaco (hidrofilico/hidrofébico), taxa de degradacdo do polimero,
permeabilidade da 4agua e interagdo farmaco-matriz polimérica (LAO;
VENKATRAMAN; PEPPAS et al., 2008).

Quanto as tecnologias disponiveis para sustentar a liberacdo de farmacos a
partir de formas farmacéuticas (FF) (sélida, semi-sélida ou liquida), destacam-se os
sistemas matriciais, reservatorio ou osmoticos. Independente do sistema e do tipo de
FF, o uso de excipientes especificos & necessario. Esses materiais geralmente sédo
polimeros com caracteristicas e propriedades especiais, tais como: capacidade de
formagao de estruturas (matrizes ou membranas) microporosas/semipermeaveis,
capacidade de intumescimento em contato com a agua e capacidade de complexacao
com farmacos (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Nos sistemas matriciais (ou monoliticos), o farmaco pode se encontrar
homogeneamente disperso na matriz polimérica, dentro de um reservatério ou
adsorvido em sua superficie, e na sua liberacao estao envolvidos processos fisicos e
quimicos, incluindo penetracdo de agua na matriz, difusao do farmaco pelos poros da
matriz, degradagéao do polimero ou uma combinacao dos dois mecanismos. Embora
simples de preparar, esses materiais tém a desvantagem de o farmaco poder ser
liberado de modo repentino por meio de um colapso da matriz, 0 que pode gerar
consequéncias sérias para o paciente. Essas matrizes podem ser preparadas sob a
forma de comprimidos, capsulas gelatinosas, granulos, péletes, minicomprimidos
(LYRA et al., 2007; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).
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No sistema do tipo reservatorio tem-se um dispositivo contendo o farmaco
(sélido ou liquido) que se encontra isolado do meio externo por uma membrana
polimérica. O farmaco é liberado por difusdo através da membrana, que pode ser
microporosa ou nao apresentar poros. Quando uma membrana ndo-porosa é
empregada, a liberagcdo é conduzida pela difusdo da substancia ativa através do
polimero e, assim, pode ser modulada pela selecdo de um polimero no qual ela
apresente a difusividade adequada. No caso de membranas microporosas, a difusao
do farmaco no meio que estiver preenchendo os poros determinara o processo de
liberacao. Neste tipo de sistema a alta concentracdo de farmaco no interior do
dispositivo € essencial para manter um gradiente de concentragdo constante através
da membrana (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; MASOOD, 2007; BAJPAI et al.,
2008).

Quanto as bombas osmdéticas, estas sdo sistemas que utilizam pressao
osmotica para modular a liberagdo do farmaco. A FF é constituida por um nucleo
(comprimido, capsula gelatinosa dura ou mole) revestido com uma membrana
semipermeavel, que possui um orificio feito a laser. O ndcleo contém um agente
osmatico, que pode ser a substancia ativa ou outro material. Apds a administracdo da
FF, o solvente penetra no ndcleo (atraido pelo agente osmético), aumentando a
presséo interna, resultando na liberagdo do farmaco dissolvido ou disperso, através
do orificio na membrana (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Polimeros biodegradaveis estdo disponiveis e tém sido estudados para
aplicac6es na liberacao controlada de farmacos. Estes polimeros sao sistemas aptos
para controlar a taxa de liberacao do farmaco, evitando a necessidade da retirada da
matriz apds a exaustao do farmaco (OLIVEIRA, 2015; LYRA et al., 2007).

Um polimero viavel seria a quitosana, visto ser um produto natural, de baixo
custo e renovavel, biocompativel, biodegradavel e atdxico. A quitosana pode ser
guimicamente modificada e ser processada em diferentes formas como solugdes,
filme, arcabougos, blendas e como sistemas para liberagdo controlada de farmacos
(SILVA, 2005; AZEVEDO et al., 2007; NASCIMENTO, 2014; SILVA, 2015; OLIVEIRA,
2015, CRUZ, 2015).

A utilizacdo de quitosana como excipiente para liberacdo de farmacos
direcionada as células tumorais se torna interessante, pois estas expressam um
fosfolipideo aniénico, chamado fosfatidilserina, que pode interagir com a carga
positiva na quitosana, exercendo um papel importante na captacao celular (YU et al.,
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2012). Assim, os grupos NHs* presentes na cadeia da quitosana podem interagir com
0S grupos negativos na membrana da célula, possibilitando a ligagcao do sistema com
a membrana e levando a uma interacao sistema-célula (LIU et al., 2004).

A medida em que o tratamento contra o cancer foi se desenvolvendo, através
da introducdo de novos medicamentos, observou-se que a resisténcia celular
cancerigena aos medicamentos era devido aos mecanismos celulares, ou seja, a
questao primordial é conseguir fazer com que o medicamento chegue ao tumor em
concentracdes suficientes para obter a eficacia do tratamento, visto que aumentar a
dose ndo € uma opcao interessante pois a maioria € administrada no limite de
tolerancia do organismo. O mesmo deve ser transportado no sangue até o tumor,
atravessar a parede vascular e difundir-se pelo intersticio até a célula tumoral,
entretanto em cada uma dessas etapas existem barreiras que funcionam como fatores
de resisténcia (MACHADO; CHAMMAS, 2013).

Dentre as barreiras existentes tem-se o fluxo sanguineo baixo e intermitente
em algumas areas do tumor, o que dificulta a chegada do medicamento; no
microambiente tumoral, devido ao baixo pH ou hipdéxia o medicamento pode nao
funcionar adequadamente; a alta pressao do fluido intersticial do tumor e gradientes
transcapilares baixos restringem o extravasamento das drogas ao intersticio tumoral.
Depois de extravasar, a droga ainda se depara com o fluxo convectivo a periferia do
tumor, uma longa distancia a percorrer por difusédo e ainda uma trama complexa de
moléculas de matriz que podem adsorver ou se ligar a substancias, restringindo sua
difusdo. Ha a teoria de que a nanoparticula ideal para entrada no tecido tumoral deve
ser catibnica, o que atinge seletivamente os vasos tumorais, e depois de entrar no
intersticio ela deve ser neutra para se difundir mais facilmente (MACHADO;
CHAMMAS, 2013).

3.9 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Uma ampla variedade de curativos tem sido desenvolvida utilizando polimeros
naturais e alguns deles tem apresentado sucesso em diversas aplicacdes biomédicas,
incluindo carreador de farmaco, conforme ja mencionado. Entretanto, observa-se a
necessidade de, ao se desenvolver um sistema de liberagcéo controlada a partir de um
polimero associado a um farmaco, desenvolver e validar um método analitico, com a
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meta de garantir a qualidade dos resultados obtidos, assim como sua eficiéncia na
rotina laboratorial (BRITO et al., 2003).
A validacao é a confirmagao através do fornecimento de evidéncia objetiva de

gue o método é adequado ao uso destinado. A Resolucao Especifica (RE) n® 899/03

da ANVISA acrescenta que a validacao deve ser realizada através da analise de uma

série de parametros, cujo objetivo € assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos,

atendendo as exigéncias das aplicagcdes analiticas. Os parametros abrangem

especificidade e seletividade, linearidade e faixa linear de trabalho, limite de deteccao,

limite de quantificacéo, exatidao, precisao e robustez (BRASIL, 2003).

Especificidade e seletividade € a capacidade que o método possui de
mensurar exatamente um composto em presenga de outros
componentes como impurezas, produtos de degradacao e componentes
da matriz (BRASIL, 2003).

Quanto a linearidade e faixa linear de trabalho, compreende-se o
primeiro como capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-
se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5
concentragdes diferentes. O coeficiente de correlagdo é calculado pela
regressao linear através do método dos minimos quadrados. Os dados
obtidos devem ter o coeficiente de correlacdo (r) = 0,99, indicando,
assim, a relacdo aceitavel entre as concentracées do analito e as
respostas analiticas, que devem obedecer a uma variacao de 80% a
120% da concentragao tedrica (BRASIL, 2003).

O limite de deteccao (LD) é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, mas nao necessariamente
quantificado, através de condi¢des experimentais estabelecidas. No que
se refere ao limite de quantificagao (LQ), este é conhecido como a menor
quantidade do analito em uma amostra que pode ser verificada com
precisdo e exatiddo aceitdveis sob as mesmas condi¢ées (BRASIL,
2003).

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados
encontrados pelo método experimental em relacdo ao valor

verdadeiro/tedérico. No que se refere a precisdo, essa avalia a
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proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma
amostragem multipla de uma mesma amostra, e pode ser determinada
por meio da repetibilidade e precisdo intermediaria. A repetibilidade ou
precisao intra-corrida, refere-se a concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentacgao, ja a precisao intermediaria ou preciséo inter-corridas, a
concordancia acontece entre os resultados do mesmo laboratério, mas
obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes (BRASIL, 2003).

A robustez de um método analitico é conceituada como a sensibilidade
em resistir a pequenas e deliberadas variacées nas condicdes analiticas.
Estas pequenas mudangas refletem as alteragcées que podem ocorrer
quando um método é transferido para outros laboratérios, analistas ou
equipamentos (BRASIL, 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliagao e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste (CERTBIO) — UFCG/UAEMa.

4.1 MATERIAIS

e Quitosana produzida no CERTBIO, com massa molar de 2,6 x 10° Da,
aproximadamente 90% de grau de desacetilagao.
o Acido Acético Glacial (C2H402) - Vetec® Quimica Fina Ltda com grau analitico;
¢ 1,4 — Naftoquinona (C10HsO2), massa molar de 158, 15 g/mol - Sigma Aldrich®;
e Hidréxido de amdnio (NH4OH) 28-30% P.A., Neon;
e Tripolifosfato de sédio (NasP3010) - Sigma Aldrich®;
e Phosphate Buffered Saline (PBS) - Sigma Aldrich®, pH = 7 ,4;
e Lisozima — Sigma Aldrich®.
Todos os materiais foram utilizados conforme recebido, sem nenhuma

purificacao

4.2 METODOLOGIA

A obtencdo das membranas de quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona foi
realizada seguindo dois processos: liofilizacdo e evaporacao de solvente. O primeiro
foi obtido a partir de adapta¢des provenientes de Cruz et al., (2016). Ambos seguem
apresentados nas Figuras 10 e 11, através dos fluxogramas elaborados.



Figura 10 - Fluxograma da producao de membranas de quitosana com e sem 1,4-
naftoquinona, 12 metodologia — liofilizagéo.

Solucao de quitosana (1%) (m/v)

Incorporacao do 1,4-naftoquinona

Congelar (24h) e Liofilizar (72h)

Reticulacao Neutralizacao

Congelar (24h) e
Liofilizar(72h)

Caracterizacao

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Figura 11 - Fluxograma da producao de membranas de quitosana com e sem 1,4-
naftoquinona, 22 metodologia — evaporacao de solvente.

Solucao de quitosana (1%) (m/v)

Incorporagéo do 1,4 naftoquinona

Secar em estufa a 40°C

Reticulacao Neutralizagao

Secar em estufa

Caracterizacao

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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4.2.1 Preparacao das membranas de quitosana sem e com incorporacao de 1,4-

naftoquinona

A solucao de quitosana 1% (m/v) foi preparada através da dissolugdo do
polimero em acido acético glacial a 1% (v/v), sob agitacado mecéanica a 50°C, por 2 h
a 346 rpm. Ao término foi verificado o pH, 4,16, com Phmetro T-100 Tekma.
Posteriormente foi vertida (10 mL) em placas de Petri em acrilico com 60,35 mm de
diametro e 9,87 mm de altura e acondicionadas no ultra-freezer (-84°C) por 24 horas
para congelamento. Em seguida foram transferidas para o liofilizador L 108, da
LIOTOP, permanecendo por um periodo de 72 h, com o objetivo de formacao de
membranas com poros interconectados.

Para a solugdo de quitosana com 1,4-naftoquinona, foi adicionado 0,1185¢g
desse ultimo a solucao a fim de se obter uma concentragao final de 750 uMol/L. Para
a completa dissolugao foi necessario sonificar a solugcao durante duas horas, sob a
temperatura de 45°C; para tanto utilizou-se o ULTRASONIC CLEANER, modelo
ULTRACLEANER 1440 plus. Depois verificou-se o pH, com valor final de 4,10. Obtida
a solucao, essa foi vertida em placas de Petri e acondicionadas no ultra-freezer (-
84°C) por 24 horas para congelamento seguido de liofilizagao (72h).

A segunda metodologia empregada segue semelhantemente a anterior na
preparacao das solugdes de quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona. Entretanto, ao
invés de ser congelada e liofilizada, passou pelo processo de evaporagao de solvente
em uma estufa com circulagdo de ar sob temperatura constante de 40°C durante 24
horas. Posteriormente, seguiu-se a neutralizagcdo de uma parte das amostras e

reticulag@o da outra, conforme sera exposto adiante.

4.2.2 Processo de neutralizacao

Parte das amostras foi neutralizada com hidroxido de aménio (NH4OH) por ser
uma base soluvel, fraca e volatil, contribuindo para a auséncia de residuos do sal, ao
se utilizar hidroxido de sodio (NaOH), conforme constatado na pesquisa de Cruz
(2016).
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A solucdo de hidréxido de aménio a 5% (v/v) foi preparada na capela de
exaustdo de gases da marca SPLabor, permanecendo as amostras sob atmosfera
dessa solucéo, isolada sob uma cupula de vidro, por um periodo de 72 horas.

Passado o periodo determinado, as mesmas foram retiradas e seguiu-se uma
breve lavagem das membranas com agua destilada e, ap6s serem intumescidas,
foram congeladas e liofilizadas, a excegao daquelas que foram para a estufa por mais
12 horas (aquelas que foram produzidas por evaporac¢éo de solvente).

4.2.3 Processo de reticulacao

Nesta etapa foram preparadas trés solucdes de tripolifosfato de sédio (TPP): a
0,5%, 0,3% e a 0,1% (m/v). Posteriormente, as membranas de quitosana sem e com
1,4-naftoquinona foram divididas e distribuidas em bandejas circulares de aco
inoxidavel de didmetro maior, contendo cada uma as devidas solucdes de TPP, e as
membranas permaneceram mergulhadas nas respectivas solugdes por um periodo de
5 minutos. Sequencialmente, essas membranas foram lavadas com agua destilada,
intumescidas, congeladas (24h) e liofilizadas (72h). As membranas preparadas por
evaporacao de solvente retornaram para estufa por mais 12 horas.

As membranas liofilizadas foram separadas em quintuplicata sendo analisados
dados como espessura, didmetro e massa, antes e apds o processo de neutralizagao,
bem como o processo de reticulagdo. A espessura e o didametro foram mensurados
com o auxilio de um paquimetro digital DIGIMESS 100-174BL, enquanto que a massa
foi verificada através da balanca analitica de precisdo da Shimadzu AVY 220.

Na Tabela 5 observam-se as nhomenclaturas adotadas neste trabalho para as

diferentes membranas confeccionadas.



Tabela 5 - Cédigo das membranas confeccionadas.
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METODOLOGIA MEMBRANA CODIGO
DE OBTENCAO
Quitosana neutralizada QNL
Quitosana reticulada a 0,5% QTO5L
Quitosana reticulada a 0,3% QTOo3L
Liofilizagao Quitosana reticulada a 0,1% QTO1L
Quitosana/1,4-naftoquinona (750uM/L), neutralizada QN7L
Quitosana/1,4-naftoquinona (750uM/L), reticulada a 0,5% QN7TO5L
Quitosana/1,4-naftoquinona (750uM/L), reticulada a 0,3% QN7TO3L
Quitosana/ 1,4-naftoquinona (750uM/L), reticulada a 0,1% QN7TO1L
Quitosana neutralizada QNE
Quitosana reticulada a 0,5% QTO5E
Evaporacgéo de Quitosana reticulada a 0,3% QTO3E
solvente Quitosana reticulada a 0,1% QTO1E
Quitosana/1,4-naftoquinona (750uM/L), neutralizada QN7E
Quitosana/1,4-naftoquinona (750uM/L), reticulada a 0,5% QN7TOS5E
Quitosana/1,4-naftoquinona (750uM/L), reticulada a 0,3% QN7TO3E
Quitosana/1,4-naftoquinona (750uM/L), reticulada a 0,1% QN7TO1E

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

4.2.3 Desenvolvimento e validacao do método analitico para quantificacao do

1,4-naftoquinona

No intuito de garantir que um método analitico fornega informagdes confidveis

sobre a amostra, ele deve ser validado, inclusive essa exigéncia se estende para o

registro de novos produtos, tanto em nivel de Brasil como em outros paises.

A validagao, nesse trabalho, foi realizada seguindo a RE N° 899, de 29 de maio

de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com o objetivo de
demonstrar que o método € apropriado para a determinagdo quantitativa do 1,4-
naftoquinona e garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias e a confiabilidade dos resultados. Para que esses resultados sejam
alcancados, o método deve apresentar seletividade, especificidade, linearidade,
intervalo, exatiddo, precisdo, robustez, limite de deteccdo e de quantificacao,
adequados a andlise (BRASIL, 2003).
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Para a realizagdo da validagao foi utilizada as dependéncias do Laboratério
NANOPOL, localizado na UFCG. O método foi desenvolvido para espectroscopia na
regiao do ultravioleta (UV/VIS) devido a sua utilizacao ser de baixo custo e de vasta
aplicacao na rotina laboratorial e simples instrumentagcdo comparada a técnica de
cromatografia (NUNES et al., 2015). A absorbancia das amostras foi medida no
comprimento de onda de maxima absorgdo em 341 nm, utilizando o espectrofotdmetro
de UV/Vis da Perkin-Elmer, modelo Lambda 35, empregando-se uma cubeta de
quartzo de caminho 6ptico de 10 mm, volume de 3,5 mL.

Inicialmente, a solucdo padrdo foi obtida pesando 0,0071 g de 1,4-
naftoquinona, que foi transferida para balao volumétrico de 100 mL com solucao salina
tampao fosfato (PBS) e, posteriormente, colocada em um sonificador durante 2 horas
com temperatura constante de 40°C visando uma dissolugdo mais eficiente da
substancia nesse meio. Diluicbes com diferentes concentragdes foram realizadas
utilizando PBS a partir da solugédo padrao.

Os parametros de seletividade e especificidade foram verificados a partir da
leitura em UV/VIS do 1,4-naftoquinona em varios solventes, comparando o
comprimento de onda em cada amostra, com o0 objetivo de averiguar se o0s
comprimentos de onda presentes ndo interfeririam naquele identificado na droga.

Em relacédo a linearidade e intervalo, a primeira foi determinada a partir da
construcdo de trés curvas de calibracdo usando cinco pontos com valores de
concentragdo do 1,4-naftoquinona situados no intervalo de 50 a 450 puMol/L. A
linearidade foi analisada por regressao linear calculada pelo método dos minimos
quadrados.

A exatidao foi observada avaliando-se trés niveis de concentracdo do 1,4-
naftoquinona (50, 250 e 450 uMol/L) em triplicata, totalizando nove quantificagdes. O
coeficiente de variacao e a porcentagem de recuperacgao foram utilizados para avaliar
a exatidao definida na Equagéo 1:

Exatidao (%) = CEO x 100 Equacéo 1
CT

Onde: CEO = Concentracao experimental obtida
CT = Concentragao tedrica
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A precisdo do método analitico foi avaliada em trés niveis, na concentracao
média: repetibilidade (precisdo intracorrida), precisdo intermediaria (preciséo
intercorrida) e reprodutibilidade. A repetibilidade foi verificada através da analise de
seis solugcbes na concentracdo de 250 uMol/L. A precisdo intermediaria foi
determinada pela anélise de seis medidas de solu¢gdes na mesma concentracao,
realizadas em dois dias distintos e por operadores distintos. A reprodutibilidade
(precisao interlaboratorial) foi realizada por meio da analise de seis solugdes a uma
concentragao de 250 puMol/L, em um outro laboratério com equipamento diferente.

A robustez do método foi avaliada em sextuplicata pela variacao do solvente
nas amostras na concentracdo média (250 uMol/L), utilizando-se agua destilada. A
avaliacdo foi realizada pela analise dos coeficientes de variacdo entre as médias
obtidas. Outro fator experimental envolvido na robustez foi a fotoestabilidade do 1,4-
naftoquinona durante o periodo de analise. Foi observado que, em outro composto
muito semelhante a 1,4-naftoquinona, haveria a possibilidade de sensibilidade a luz
(CUNHA-FILHO et al.,, 2009). Para tanto, seis amostras da solucido de 1,4-
naftoquinona, a concentracao de 450 pMol/L foram expostas a iluminagao artificial
durante 15 dias e comparadas diariamente através da leitura de sua absorbancia em
UV-VIS com outras seis protegidas da luz.

Os limites de detecgcdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados,
matematicamente, a partir da curva analitica resultante da média das trés curvas
analiticas. O célculo para determinagdo dos valores correspondentes ao LD e LQ,
fundamenta-se no desvio padrao do residual da linha de regressao e sua relacdo com
a inclinagédo da reta (coeficiente angular) na curva analitica, seguindo as Equagdes 2
e 3:

LD=DPx3 Equagao 2
/

Onde: DP = Desvio padrao do intercepto com relagéo ao eixo dos Y,
| = Inclinacdo da curva analitica

LQ=DPx 10 Equacao 3
/

Onde: DP = Desvio padrao do intercepto com relagao ao eixo dos Y;

| = Inclinagdo da curva analitica



66

A concentracao de 1,4-naftoquinona liberada nas membranas de quitosana de
ambas metodologias, as neutralizadas e as que tiveram variagées nas concentracdes
do agente reticulante, em solugcdo tampdo fosfato (PBS) foi analisada em
espectrofotdbmetro UV-Vis da Perkim Elmer modelo Lambda 35, no Laboratério
Nanopol. Cada tipo de membrana foi imersa em 25 mL de PBS, utilizada como meio
de diluicdo e mantida em continua agitacédo (50 rpm), a temperatura de 37°C em uma
incubadora Shake modelo IKA-KS4000i.

Para avaliar o percentual do 1,4-naftoquinona liberado nas membranas, uma
aliquota de, aproximadamente, 3 mL do sistema era retirada para leitura apds
decorridos os intervalos de tempos pré-determinados, os quais totalizaram uma
analise com duragcdo de 360 horas. Apds a retirada de cada aliquota para ser
quantificada, a mesma era reposta a sua solugdo de origem. O ensaio foi realizado
em triplicata e, anteriormente a decisdo de colocar as membranas imersas em 25 mL,
foi averiguado em procedimento experimental o comportamento de liberagcao do 1,4-
naftoquinona da membrana QN7T0O5L em 50 mL, como também em 25 mL de PBS.
Decorridos 15 dias, verificou-se que havia um melhor perfil de liberagdo da membrana
em solucao de PBS referente a 25 mL, com concentracao superior, justificando-se sua

escolha para liberagdo da substancia das demais membranas.

4.3 CARACTERIZACOES

4.3.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

O espectro eletromagnético compreende o intervalo completo de ondas
eletromagnéticas que vao desde os raios cdsmicos até as ondas de radio. Tais ondas
séo formadas por campos elétricos e magnéticos oscilantes e perpendiculares entre
si e também perpendiculares a direcdo em que a onda se propaga, além de ser
capazes de se propagarem no vacuo. Os varios tipos de ondas do espectro
diferenciam-se no seu comprimento e consequentemente na frequéncia e energia
(TIPLER, 2009).

A espectroscopia na regiao de infravermelho é utilizada para testar a identidade
dos compostos, dando informagdes estruturais sobre as bandas dos agrupamentos
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das moléculas e os grupos funcionais que participam da estrutura, além do célculo do

grau de substituicao (analise semiquantitativa) descrito por por Zorzin et al. (2015).

peak height cured
peak height uncured

%GS = (1 - )x100 Equagdo 4

Esta técnica considera que as liga¢cées quimicas das substancias possuem
frequéncias de vibragao especificas, as quais correspondem a niveis vibracionais das
moléculas (FOOK, 2005). Esta técnica foi utilizada para caracterizar os materiais
quitosana, 1,4-naftoquinona e membranas confeccionadas. A analise foi obtida a partir
do espectrometro Spectrum 400 Perkin Elmer FTIR/FTNIR Spectrometer, com
varredura entre 4000 a 600cm.

4.3.2 Difracao de Raios X (DRX)

A difracdo de raios X € um fenbmeno de espalhamento da radiacao
eletromagnética, provocada pela interacdo entre o feixe de raios X incidente e os
elétrons dos atomos componentes de um material. A técnica de difragéo de raios X é
usada para se obter informagdes estruturais importantes sobre a cristalinidade de
qualquer composto. A principal aplicacdo da difracdo de raios X refere-se a
identificacao de compostos cristalinos, sejam eles organicos ou inorganicos (KAHN,
2011).

O objetivo da utilizagdo do DRX € avaliar o grau de cristalinidade da membrana
de quitosana e a possivel influéncia na presenca do 1,4-naftoquinona e agente
reticulante. A analise foi realizada em um difratdbmetro da SHIMADZU (modelo XRD
7000) com varredura angular de 5° a 40° com passo de 19/min, na montagem de
Bragg-Brentano, sistema 6-26, tensdo de 40kV e corrente de 30mA, utilizando-se
radiagcao de Ka do Cobre (A =1,5418). O grau de cristalinidade de todos os materiais
foi calculado automaticamente pelo software que acompanha o equipamento.

4.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV) € um equipamento capaz de

produzir imagens de alta ampliagcdo (até 300.000 X) e resolucdo. A microscopia
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eletrbnica analisa o material através da irradiagdo por um fino feixe de elétrons que
interage com a superficie da amostra e origina uma série de radiagdes, fornecendo,
dessa forma, informacdo morfoldgica e topografica sobre superficies de sélidos,
necessaria para se entender o comportamento de superficies (FIDELES, 2010; FOOK,
2005). A caracterizagdo foi realizada no microscopio eletrénico de varredura de
bancada, modelo TM-1000, marca Hitachi, com resolu¢cdo maxima de 10.000 x
instalado no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais — UAEMa/UFCG.

4.3.4 Termogravimetria (TG)

A utilizagé@o da andlise de termogravimetria na caracteriza¢ao de polimeros esté
pautada no estudo da estabilidade e decomposicdo térmica dos mesmos. Essa
analise foi realizada com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica das membranas
e 0 comportamento da quitosana quando adicionado o 1,4-naftoquinona. As curvas
de TG foram obtidas através de amostras acondicionadas em um cadinho de aluminio,
no equipamento TGA 50H, Shimadzu, com o0s seguintes parametros: razdo de
aquecimento 10°C/min; atmosfera de ar sintético com fluxo de gas de 20 mL/min,
variando de 25 a 600°C.

4.3.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € uma técnica de analise térmica
bastante utilizada para a obtencao de informacdes sobre as temperaturas de transicao
dos materiais como a temperatura de transi¢ao vitrea, a temperatura de cristalizacao
e a temperatura de fuséo cristalina (DALLAN, 2005).

A técnica de DSC foi realizada no equipamento DSC 8000/8500 Perkin Elmer,
com o0 objetivo de observar as transicées de fases e avaliar se existem mudancas
nas propriedades nas amostras de quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona e se
ocorreram interacdes quimicas entre a quitosana e o 1,4-naftoquinona. As amostras
foram acondicionadas em cadinho de alumina, com a temperatura variando de 25°C
a 400°C/min, razao de aquecimento de 10°C/min e atmosfera de gas nitrogénio com
fluxo de 20 mL/min.
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4.3.6 Ensaio Mecanico de Tracao

Para o ensaio de tracao foram utilizados 5 corpos de prova de cada tipo de
membranas produzida e as médias de todas as amostras para maior
representatividade dos dados obtidos. Este ensaio foi realizado na Maquina Universal
de Ensaio, INSTRON, modelo 3366, de acordo com a norma ASTM D882-91 (ASTM,
1991) e teve como objetivo avaliar a resisténcia a tracdo das membranas de quitosana
sem e com 1,4-naftoquinona. Foram utilizados os seguintes parametros: célula de
carga de 500N, com uso de extensdbmetro mecanico a temperatura ambiente e

velocidade de deslocamento do travessao de 5 mm/min.

4.3.7 Ensaio de Molhabilidade por Angulo de Contato

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 12.

Figura 12 — Angulo de contato 8 entre uma gota liquida e uma superficie

Superficie hidrofilica Superficie hidrofébica

) 8<90° T 8> 90°

Fonte: Rosendo (2016).

O ensaio consiste no célculo da tensdo superficial da membrana baseada na
analise do formato da gota. O angulo de molhabilidade entre a gota do liquido com
tensao superficial conhecida e a superficie sélida depende da relacao entre as forgas
adesivas, que fariam a gota se espalhar sobre a superficie.

Caso o0 angulo de contato tenha um valor acima de 90°, o liquido tem a tendéncia

anao molhar a superficie e a fase é chamada de nao-molhante. Com um valor préximo
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a 0°, o liquido recobre toda a superficie formando um filme fino de fluido molhante.
Quando o valor do angulo for menor ou igual a 90°, a molhabilidade é dita parcial.
Logo, quanto menor for o angulo, maior sera a molhabilidade (WISNIEWSKI;
ARGUELHO, 2011).

A realizacdo do ensaio foi em triplicata, com as amostras cortadas na dimenséo
de 2,5 x 2,5 cm. O gotejamento ocorreu com agua destilada (pH 6,9), sendo realizadas
imagens fotograficas de cada gota em sequéncia, trés gotas em cada amostra, as
quais foram enviadas para o programa Angle Calculator, que calcula o angulo
formado, verificando assim se o material é hidrofilico ou hidrofébico. Para o ensaio foi
empregado um gonidmetro desenvolvido por técnicos da Unidade Académica de
Engenharia Mecénica da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.3.8 Grau de Intumescimento (Gl)

Este ensaio é realizado no intuito de investigar o comportamento do material
durante a imersao e permanéncia em solucao aquosa semelhante ao meio interno do
organismo. A absorcdo de liquido pelo material pode ser um fator importante na
liberacao do farmaco, dai reside sua importancia.

Para realizacao deste ensaio foram preparadas amostras em quintuplicata das
membranas de cada composi¢cdo com dimensdo de 1,0 x 1,0 cm. Cada amostra foi
colocada em estufa a 40°C, por 24 horas, em seguida pesada em balanca analitica
de precisao digital antes da imersdo em 5 mL de solucdo tampao fosfato (PBS) (pH
7,4) e colocada em uma estufa bacteriolégica a 37 °C. As amostras foram pesadas
nos tempos de 30 minutos, 2, 4, 6, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas. No ato da pesagem,
elas eram removidas da solugcdo, secas ligeiramente em papel absorvente para
eliminar o excesso da solugédo, e 0 peso umido de cada fragmento era medido na
mesma balanga. O grau de intumescimento (em percentagem) foi determinado pela
Equacao 5:

-

. Ms—M,
Grau de Infumescimento = T” x 100 (%)
o

Equacao 5
Onde: M; - Massa intumescida

M, - Massa seca
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4.3.9 Biodegradacao Enzimatica

Esta caracterizacao foi baseada 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 F2103-01 Standard
Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials
Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products Applications
(2007).

O Ensaio de Biodegradacdo Enzimatica tem o objetivo de verificar a
degradagdo de um biomaterial em meios bioldgicos, pois é uma das variaveis de
grande relevancia para sua caracterizagao, ja que tal propriedade esta diretamente
relacionada ao tempo de vida util dos materiais apds o inicio de sua utilizagcao pelo
paciente (DALLAN, 2005).

Para realizacdo desse estudo, as amostras foram divididas em dois grupos: no
primeiro, as amostras das membranas foram imersas em solugdo de
lisozima/Phosphate Buffered Saline — PBS, com concentracao de 1,0 mg/mL, € no
segundo grupo foi utilizada apenas a solugao de PBS para controle (FOOK, 2012).

Anteriormente a imersao, cada amostra foi colocada em estufa a 40°C, por 24
horas, em seguida pesada em balanga analitica de precisao digital. Foram utilizadas
trés amostras de cada membrana produzida, tanto para o tampao PBS, como para a
solugéo de lisozima/PBS. As membranas foram imersas em cada uma das solugdes
descritas e avaliadas nos periodos de 7, 14, 21 e 30 dias e colocadas na estufa
bacteriologica a 37°C. Ao final de sete dias, foi removido o 1° lote, e as amostras foram
lavadas em agua destilada, colocadas no ultra-freezer, a uma temperatura de -84°C
por 24 horas, e em seguida no liofilizador pelo mesmo tempo sendo, posteriormente,
eram colocadas em uma estufa a 40°C durante quatro horas e pesadas em balanga
analitica.

Nos segundo, terceiro e quarto lotes, as solugbes de PBS e PBS/lisozima
foram trocadas por novas solu¢gées com a mesma composi¢ao e concentracao a cada
sete dias e, novamente, acondicionados na estufa a mesma temperatura. Apés 14
dias, o segundo lote foi removido da estufa, passando pela mesma sequéncia de
procedimentos ja descritos, assim como os lotes subsequentes.

Para as membranas produzidas por evaporacao de solvente, as mesmas nao
foram congeladas e liofilizadas conforme mencionado, mas seguiu-se o procedimento
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de lavagem em agua destilada e secagem em estufa a 40°C, por quatro horas e
pesadas em balanga analitica.

As diferencas percentuais das massas das amostras antes e apds o ensaio
forneceram os resultados referentes a degradacdo das membranas, observados a
partir da média de ensaios em triplicata.

O calculo da perda de massa foi determinado pela Equacdo 6, expressa

abaixo:
: M, — M,
PM% = (T) < 100 Equacdo 6
Onde: Mo - Massa inicial

M - Massa final

4.3.10 Avaliacao da Viabilidade Celular dos Fibroblastos (Citotoxicidade)

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro das membranas foi realizada pelo teste de
avaliacdo da viabilidade celular de fibroblastos por MTT [brometo de 3-
(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio] de acordo com a ISO 10993-5:2009. Foi
utilizado o método direto de contato entre o substrato do material e as células. A linha
celular foi L929 adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro.

Neste ensaio, 0o MTT é acumulado pelas células por endocitose e a redu¢ao do
anel tetrazélico deste sal resulta na formacao de cristais de formazan de cor azul que
se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois
transportados para fora das células por exocitose. Sendo a endocitose um mecanismo
fundamental das células vivas, o ensaio do MTT tem sido usado frequentemente como
ensaio de viabilidade celular (SILVA, 2015). Como este teste é considerado
relativamente seguro para o operador, rapido, sensivel e reprodutivel, 0 mesmo surgiu
como uma alternativa, tornando-se um meétodo popular de rastreamento para a
citotoxicidade de varios compostos (STODDART, 2011).

Foram avaliadas as membranas que apresentaram melhor desempenho na
liberagdo do 1,4-naftoquinona, neste caso a QN7T05L, QN7TO3L e QN7TO1L, além
da QN7L e QTOSL. Essas duas ultimas com a finalidade de se observar o

comportamento citotdxico em membrana neutralizada (QN7L) e em uma membrana
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de quitosana sem 1,4-naftoquinona. Também se utilizou uma solucao de PBS com
1,4-naftoquinona na concentragdo de 450 pMol/L, para verificar a agao direta da
substancia. Para tanto, utilizou-se uma concentracao de 5 x 105 células/mL RPMI e
adicionados 100 pL em uma placa de 96 pocgos. A placa foi transferida para a estufa
de CO2 (5%) a 37 °C por 1 hora. Apds este periodo, foram adicionadas as amostras e
mais 200 uL de RPMI 1640-C. RPMI 1640-C foi utilizado como controle negativo. A
placa foi incubada novamente em estufa de CO2 (5%) a 37°C por 24 horas. Apéls as
24 horas, foram adicionados 100 uL de solugdo de MTT (0,5mg/mL) em RPMI 1640-
C. Em seguida, a placa foi incubada em estufa de CO2 (5%) a 37°C por 3 horas.
Posteriormente o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL de alcool
isopropilico.

A leitura da densidade 6tica foi determinada em um leitor de microplacas
(Victor3 — PerkinElmer), a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm. A viabilidade
celular foi calculada em porcentagem, considerando o controle negativo com 100% de
viabilidade. O célculo da viabilidade foi por meio do Teste de Grubbs para Outliers,
posteriormente a esse teste, o calculo da média e o desvio padrédo corrigido foi
realizado pelo Graph Pad Prism 6.

Segundo a classificacao de citotoxicidade de materiais da norma ISO 10993-
5:2009, a viabilidade celular (%) determina a citotoxicidade do material, de forma que
se o percentual de viabilidade celular for > 70%, o material é avaliado como nao-
citotoxico.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram, primeiramente, analisados descritivamente. Logo apos,
utilizou-se os testes estatisticos nao-paramétricos de Kruskall-Wallis e de Wilcoxon,
com nivel de 95% de confianca para verificar a existéncia de diferengas significativas
entre as medidas das membranas em estudo para os ensaios de Tracao,
Molhabilidade por Angulo de Contato, Intumescimento, Biodegradacdo. Para
execucao das andlises estatisticas utilizou-se o software SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences), versao 20.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizado um teste experimental exploratério para o estabelecimento das
condigdes a serem utilizadas no desenvolvimento das membranas.

Na Figura 13 sao apresentados os resultados das membranas descritas na
primeira metodologia. Entretanto, essas membranas produzidas, na época,
apresentavam concentragao de 300 puMol/L e 600 pMol/L de 1,4-naftoquinona e foram
reticuladas a uma concentragcao de 0,5% e 1% (m/v) durante 15 minutos.

Na Figura 13a é possivel observar membranas de quitosana sem e com 1,4-
naftoquinona liofilizadas. Na Figura 13b tem-se a incorporagéo do Tripolifosfato de
Sodio, agente reticulante e, na Figura 13c tem-se as membranas neutralizadas com o
hidréxido de amdnio.

Figura 13 - Aspecto macroscépico das membranas de quitosana sem e com a
incorporagao do 1,4-naftoquinona, seguida da reticulagcdo e apds neutralizacdo na
solucao de hidréxido de amdnio

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Foi possivel inferir a incorporagdo do 1,4-naftoquinona nas membranas
através da mudancga de coloragédo entre as mesmas (Figura 13a), além de um odor
peculiar. Durante o processo de reticulacdo (Figura 13b) foi observada uma
diminuicdo no diametro das membranas, especialmente daquelas sem o 1,4-
naftoquinona. Apos a neutralizacdo verificou-se que as mesmas estavam Umidas e
retraidas, com destaque para as membranas de quitosana, conforme visto na Figura
13c (membranas brancas). Em seguida, as amostras foram colocadas para secar a
temperatura ambiente no dessecador durante 24h.

Analisando as membranas quanto ao tamanho, foi notéria a diferengca apds os
processos de reticulacdo e neutralizagdo, observando-se que a média da massa,

didmetro, espessura e volume estavam mais elevados anteriormente aos dois
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processos e que, apos tais parametros diminuirem, houve consequente aumento de

densidade, verificado através das Equacgdes 7 e 8:

(7) - Célculo do Volume (8) - Célculo da Densidade
V=mr*h D=mV

Onde: Onde:

V - volume D - densidade

r - raio m - massa

h - espessura v —volume

Também foi constatada a fragilidade das membranas ao manipula-las,
sugerindo que o tempo de reticulagcdo com o TPP pode ter levado a essa condicao.

De acordo com essas observagoes, ajustes foram necessarios e realizados no
estabelecimento das metodologias de desenvolvimento das membranas, incluindo o
tempo da reticulagdo, passando-se a usar um periodo de cinco minutos nesse
processo. Em seguida, trés propostas de producdo de membranas de quitosana com
1,4-naftoquinona foram desenvolvidas: liofilizacdo em monocamada, liofilizacado em
dupla camada e por evaporacéao de solvente. Entretanto, verificou-se que a membrana
liofilizada em dupla camada, devido a espessura da placa de Petri escolhida, nao
favorecia o estabelecimento das camadas, sendo assim, excluida. As outras duas
foram produzidas nas concentracdes de 300 uMol/L e 600 puMol/L de 1,4-naftoquinona
e seguiu-se a caracterizagao.

As membranas foram caracterizadas quanto aos ensaios de FTIR, DRX, MEV,
TG/DTG, Ensaio de Molhabilidade por Angulo de Contato e Grau de Intumescimento.
Todos os resultados foram satisfatérios sob o ponto de vista da constatacdo da
incorporagdo do 1,4-naftoquinona na membrana de quitosana, bem como
caracteristica hidrofilica e bons parametros de intumescimento, servindo ao propdsito
de ser um curativo.

Entretanto, ao ser realizado o procedimento de liberacdo controlada do
farmaco, no qual optou-se por fazer apenas com as membranas de maior
concentragéo, no caso 600 uMol/L, verificou-se que a quantidade liberada ap6s um
acompanhamento de oito dias consecutivos era muito baixa. O periodo foi aumentado
para 15 dias, quando foi observado um aumento na liberagdo. Compreendendo que
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esse processo é parte essencial desta tese, apés uma avaliacédo cuidadosa, decidiu-
se por aumentar a concentragdo do 1,4-naftoquinona nas membranas para 750 pM/L
e diminuir a concentracdo do agente reticulante, ou seja, a variacao passou de 1%
para 0,1%, 0,3% e 0,5% (m/v) em ambas metodologias de processamento das

membranas.

5.1 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

A partir dos ajustes realizados, serdo apresentados nesta se¢édo os resultados
referentes a confeccdo das membranas de ambas metodologias (liofilizagdo e
evaporacdo de solvente), descrita nos itens 4.2.1 e 4.2.2, bem como as
caracterizacdes, as quais incluiram FTIR, DRX, MEV, TG/DTG, DSC, Ensaio
Mecanico de Tragdo, Ensaio de Molhabilidade por Angulo de Contato, Grau de
Intumescimento, Ensaio de Biodegradagéo e Viabilidade Celular (Citotoxicidade).

As membranas liofilizadas QTO5L, QTO3L, QTO1L, QNL, QN7T05L, QN7TO3L,
QN7TO1L, QN7L apresentaram, macroscopicamente, superficie uniforme e aspecto
flexivel, opaca e aparentemente sem particulas aglomeradas, conforme visualizado

na Figura 14.

Figura 14 - Aspecto macroscépico das membranas liofilizadas de quitosana sem e
com a incorporacao do 1,4-naftoquinona. a) QTO5L, b) QN7TO5L e ¢) QN7TO5L apds
reticulacao a 0,5%.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Comparando-se as membranas, percebe-se uma alteracdo na coloragcéo: as
membranas visualizadas na Figura 14a referem-se as membranas de quitosana sem
1,4-naftoquinona e as membranas das Figuras 14b e 14c possuem a substancia na
concentracao de 750 uMol/L, que possivelmente conferiu uma cor amarelada, o que



77

faz disso um indicativo da incorporacdo da mesma na matriz de quitosana. Outra
observacgéao diz respeito a uma propriedade organoléptica: percebeu-se, por meio do
olfato, que as membranas com o 1,4-naftoquinona apresentaram um odor tipico dessa
substancia.

Uma das particularidades encontrada foi a diferenca de tamanho e peso entre
as membranas liofilizadas, neutralizadas e reticuladas, a partir do calculo do volume
e densidade (equacdes 7 e 8), cujos valores estéo ilustrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Volume e densidade das membranas de quitosana e quitosana/1,4-
naftoquinona, liofilizadas, antes e apds reticulacdo e neutralizagao.
MEMBRANAS VOLUME VOLUME # DENSIDADE DENSIDADE #

(cm?) (cm?) (%) (9/cmd) (9/cmd) (%)

antes apos antes apos
QNL 6,91 1,83 -73,47 0,02 0,06 225,48
QTO1 5,63 5,41 -3,80 0,03 0,03 4,86
QT03 5,73 3,46 -39,55 0,03 0,04 61,23
QTO05 6,58 1,13 -82,81 0,02 0,11 451,61
QN7L 8,30 4,18 -49,62 0,02 0,03 70,53
QN7TO1 4,27 5,42 26,86 0,03 0,02 -31,07
QN7T03 5,47 3,70 -32,30 0,03 0,03 34,55
QN7T05 4,70 3,39 27,74 0,03 0,04 24,02

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Essas membranas também seguiram um comportamento semelhante as do
teste experimental exploratério jA mencionado, com diminuicdo do volume e aumento
da densidade ap6s os processos de neutralizagdo e reticulagdo. As neutralizadas
apresentaram valores ligeiramente superiores quanto a esses dois parametros em
relacdo as reticuladas. Supde-se que o0 agente reticulante pode ter ocasionado a
retracdo das membranas (CRUZ et al., 2016).

As membranas produzidas por evaporacdo de solvente QTOSE, QTOS3E,
QTO1E, QNE, QN7TO5E, QN7TO3E, QN7TO1E, QN7E também exibiram,
macroscopicamente, uma superficie uniforme e aspecto flexivel, transparente, mais
fina e aparentemente sem particulas aglomeradas e, a medida em que o 1,4-
naftoquinona foi incorporado, as membranas passaram a apresentar a coloracéao

amarelada, conforme visualizado na Figura 15.
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Figura 15 - Aspecto macroscopico das membranas produzidas pelo processo de
evaporacao de solvente de quitosana sem e com a incorporagéo do 1,4-naftoquinona.
a) QTO5E, b) QN7TO5E e c) QTO5E e QN7TOS5L apés reticulacéo a 0,5%.

b SiCieie: o =

2 e B

,}t
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Para estas nao foi possivel realizar o célculo do volume e densidade, porém é

perceptivel a diferenca de tamanho ap6s os processos de reticulagéo e neutralizagao.

5.1.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de FTIR foi utilizada com o objetivo de identificar os espectros
(bandas caracteristicas dos grupos funcionais) do p6 de quitosana, tripolifosfato de
sédio e 1,4-naftoquinona, ilustrados na Figura 16. Posteriormente, seguem-se as

membranas produzidas com tais materiais.

Figura 16 - Espectros de FTIR dos p6s da quitosana, tripolifosfato de sédio e 1,4-
naftoquinona.
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Absorbéncia (u.a.)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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No espectro obtido a partir do pd da quitosana, Figura 16, podem ser
observadas as principais bandas caracteristicas desse polimero: a regido localizada
entre 3362 cm™ a 3272 cm™ corresponde as vibragdes de estiramento dos grupos OH
e NH. A banda 2876 cm™ é atribuida a vibragdo de estiramento do grupo CH (DI
MARTINO et al., 2017). A regido 1650 cm™ corresponde ao modo de vibragdo por
estiramento da ligagdo C=0, e a banda 1585 cm™' é atribuida a deformacéo da ligacéo
—NH da amina. A presenga dessas duas bandas (C=0 e N-H), bem como a banda de
absorcao em 1379 cm' que é caracteristica da deformagao angular simétrica do grupo
—CHs, em conjunto, indica a presenca de grupos acetamidos (AROF; OSMAN, 2003;
KOLHE; KANNAM, 2003; TORRES et al., 2005), pois a quitosana nao esta 100%
desacetilada, sendo uma caracteristica da quitina (SIONKOWSKA et al., 2004). As
bandas em 1147 cm™ e 893 cm™' sdo atribuidas a vibragdo de estiramento do grupo
C-O-C. A banda de absorcdo na regido de 1064 cm™ corresponde a vibracdo de
estiramento dos grupos C-O-C, caracteristica da estrutura sacaridica da quitosana (DI
MARTINO et al., 2017; MINCHEVA et al., 2004).

Ao se avaliar o espectro do TPP (p6) (Figura 16) identificou-se bandas
intensas em varias regides. A banda de absorgdo em 1206 cm™ corresponde ao
estiramento simétrico do grupo P=0, a banda 1129 cm™' é atribuida ao estiramento
axial simétrico e assimétrico do grupo PO2. A banda 1090 cm™' é caracteristica do
estiramento simétrico e assimétrico do grupo POs. A banda de absorgdo em 884 cm’
corresponde ao estiramento assimétrico P-O—-P (MARTINS et al., 2012).

Quanto ao espectro do pé do 1,4-naftoquinona (Figura 16), diversas bandas
foram identificadas entre 1658 e 767 cm™. As bandas 1653 cm™ e 1585 cm™ sdo
atribuidas ao estiramento dos grupos carbonila (C=0) presentes nas posicdes 1 e 4,
como também C=C presente na estrutura do farmaco (CRUZ, 2015). A banda
identificada em 1297 cm esté, possivelmente, ligada a deformacgé&o axial do grupo C—
O, devido o 1,4-naftoquinona ter grau de pureza 97%, esses 3% restantes podem ser
relacionados as impurezas. As demais bandas (858 cm™ e 767 cm™') correspondem a
deformagédo angular fora do plano dos grupos C-H (SILVERSTEIN; BASSLER,;
MORRILL, 2006).

Os espectros de FTIR das membranas de quitosana neutralizadas e
reticuladas, sem 1,4-naftoquinona, de ambas metodologias seguem ilustrados nas
Figuras 17a e 17b.
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Figura 17 - Espectros de FTIR das membranas de quitosana liofilizadas (a) e por
evaporacao de solvente (b), neutralizadas e reticuladas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

A verificagdo de bandas intensas na membrana QNL evidenciadas em 1550
cm' e 1414 cm™ pode ser atribuida a presenca do ion carboxilato, pois 0 método de
obtencdo das membranas foi através da solugdo de acido acético, e como
possivelmente ndo houve uma neutralizacdo efetiva com o hidroxido de aménio,
formou-se o acetato de quitosana, fato observado em outras pesquisas (FIDELIS et
al., 2013; FURTADO, 2014).

Nas membranas reticuladas QTO1L, QTO3L e QTO5L foi observada um
aumento da intensidade na regido da banda entre 1585 cm™ e 1521 cm'. E possivel
verificar uma banda discreta na membrana QTO5L correspondente a vibragcado de
estiramento do grupo P=0, 1206 cm™', o que confirma a interagdo entre quitosana e
TPP, visto que a banda identificada foi semelhante a encontrada em outras pesquisas
(GIERSZEWSKA-DRUZYNSKA; OSTROWSKA-CZUBENKO, 2010; PIEROG;
GIERSZEWSKA-DRUZYNSKA; OSTROWSKA-CZUBENKO, 2009). A presenca das
bandas 1550 cm™ e 1206 cm™" sugere que houve uma interagdo entre o grupo amino
e fosfato, sendo a reticulacdo confirmada nessa analise. Nas trés membranas

identificou-se vibragdo da deformacdo N-H do grupo amina na regido 1402 cm™ e
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deformacgao axial do grupo C-O-C em 1022 cm™'. Foi observada uma banda em 895
cm™' atribuido ao alongamento da ligagdo P-O-P, dado confirmado com o estudo de
Martins et al., (2012).

Quanto as membranas preparadas por evaporacdo de solvente, a QNE
diferentemente da QNL apresentou neutralizacao efetiva, devido a intensidade do
grupo amina (-NH2) na regido 1563 cm™'. Os espectros das amostras reticuladas
apresentaram bandas em regides semelhantes as liofilizadas, porém com menor
intensidade nas regides 1550 cm™ e 1366 cm™'. Na regido equivalente a banda 895
cm! houve leve aumento da intensidade, confirmando a reticulagdo com a presenca
da ligagao P-O-P.

Os espectros das membranas de quitosana/1,4-naftoquinona liofilizadas e por
evaporacao de solvente, neutralizadas e reticuladas, sdo apresentados na Figura 18a
e 18b.

Figura 18 - Espectros de FTIR das membranas de quitosana/1,4-naftoquinona
liofilizadas (a) e por evaporacao de solvente (b), neutralizadas e reticuladas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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Ao se comparar as membranas de quitosana/1,4-naftoquinona com as de
quitosana apenas, observa-se um aumento na intensidade da banda entre 3435 cm

e 3112 cm™ e 1655 e 1513 cm’, esta Ultima regido possivelmente relacionada a
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competicao do 1,4-naftoquinona pela interagdo com os grupos funcionais do polimero
(CRUZ, 2015). As demais bandas permaneceram nas mesmas regides quando
comparados os dois grupos (liofilizadas e evaporadas com 1,4-naftoquinona). As
principais bandas de absorcao dos pds dos materiais e das membranas de quitosana
e quitosana/1,4-naftoquinona podem ser visualizadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Principais bandas de absor¢cdo nos espectros de FTIR para os pés de
quitosana, tripolifosfato de soédio, 1,4-naftoquinona e membranas de quitosana e
quitosana/1,4-naftoquinona.

Numero de onda (cm™) Atribuicao
3362 a 3272 OH, NH
2876 CH
1650, 1653 C=0
1585, 1563, 1550 NH
1402 NH
1379 CHs
1297 C-O
1206 P=0
1147, 1064, 1022,893 COC
1129 PO2
1090 PO3
895, 884 POP
858, 767 Deformacéao angular fora do plano CH

Fonte: Dados da Pesquisa, 2017

De modo a elucidar a interacdo do 1,4-naftoquinona e quitosana foi realizado
um calculo estimativo (Equacéo 4) através das bandas de interagdo correspondente
a essas substancias. Observou-se um aumento de 39,97% da banda 1650cm’
referente ao aumento da absorbancia da vibracao pelo efeito cumulativo de ambos
compostos. Na banda 1585cm-" verificou-se uma reducdo de 29,12% da absorbancia
da banda correspondente a interacdo do grupo funcional C=0O do 1,4-naftoquinona
com o NH da quitosana.
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5.1.2 Difracao de Raios X (DRX)

O pbé de quitosana, tripolifosfato de soédio e do 1,4-naftoquinona foram
caracterizados por difragcao de raios X com a finalidade de observar sua cristalinidade
e, posteriormente, a mesma propriedade nas membranas. Os respectivos

difratogramas estédo apresentados na Figura 19.

Figura 19 - Difratogramas de raios X do p6 da quitosana, tripolifosfato de sodio e 1,4-
naftoquinona.
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1 1 1 1 1 1
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Ao observar o difratograma do p6 da quitosana verifica-se que 0 mesmo
apresentou picos com base larga em 26 = 9,8° e 206 = 20° (Figura 19), tipicos de
material semicristalino, estando em concordancia com os difratogramas apresentados
por Cruz et al., (2016), Barbosa (2011) e Fidéles (2010), e com grau de cristalinidade
de 9,15%. A quitosana apresenta um perfil semicristalino consequente as fortes
interacdes intra e intermolecular, caracterizada pelas pontes de hidrogénio formadas
entre os grupos amina, alcool, amida, dentre outros grupos funcionais presentes
(URAGAMI; TOKURA, 2006).
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Na analise do Tripolifosfato de sédio, identificou-se a presenca de picos de base
estreita entre 26 = 11,6° e 20 = 39,48°, com grau de cristalinidade elevado de 86,81%,
corroborando outros estudos desenvolvidos (MARTINS et al., 2012; BOU et al., 2000).

Quanto ao difratograma do p6 do 1,4-naftoquinona (Figura 19), esse apresentou
picos intensos de base estreita entre 26 = 13,5° e 20 = 27,7° e grau de cristalinidade
de 81,7%, o que condiz com um composto de estrutura cristalina.

A Figura 20 ilustra os difratogramas das membranas de quitosana liofilizadas e

por evaporacao de solvente, neutralizadas e reticuladas.

Figura 20 - Difratogramas de raios X das membranas de quitosana liofilizadas (a) e
por evaporacao de solvente (b), neutralizadas e reticuladas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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Observa-se que, embora a cristalinidade da membrana QNL com a presenca
do hidréxido de aménio tenha alcangado um valor de 20,9%, o0 seu difratograma
apresentou um pico largo em aproximadamente 26 = 19,8°, e na regido 20 = 8,5° e
12,7°, um alargamento caracteristico de fase amorfa, quando comparada ao p6 de
quitosana pura, o que esta de acordo com os resultados de Martins et al., (2012). A
membrana QNE apresentou grau de cristalinidade de 21,5%, e picos em 206 = 10,17°,
15,1°,19,8° e 22,13°.

Na membrana QTO1L verifica-se a existéncia de dois picos em 20 = 8,5° e
11,39, provavelmente relacionados a presencga do agente reticulante, pois seu grau de
cristalinidade foi de 24,3%. A membrana QTO3L apresentou um alargamento de pico
na regido entre 20 = 19,3° a 26,9° com grau de cristalinidade de 18%.

A membrana QTO5L apresentou um difratograma com picos discretamente
largos em aproximadamente 20 = 8,3°, 11,4°, 18,3° e 23,4° e grau de cristalinidade de
17%, evidenciando uma diminuicao da cristalinidade, possivelmente ocasionada pelo
agente reticulante, corroborando a pesquisa de Cruz et al., (2016), que trabalharam
com sintese e caracterizacéo de arcaboucgos de quitosana com agente antineoplasico
e de Costa Jr e Mansur (2008), que caracterizaram blendas de quitosana/poli(alcool
vinilico) reticuladas quimicamente com glutaraldeido para aplicacdo em engenharia
tecidual e justificaram essa redugédo devido a diminuicdo dos graus de liberdade na
conformacéo 3D.

As membranas QTO1E, QTO3E e QTO5E nao apresentaram alteragdo do perfil
cristalino entre si. Todas exibiram uma regido de pico largo, quando comparado com
a QNE e com o p6 de quitosana, possivelmente devido a acdo do TPP, com grau de
cristalinidade crescente: 18%, 21,6% e 22,2%.

Os difratogramas das membranas de quitosana com 1,4-naftoquinona
liofilizadas e por evaporacdo de solvente, neutralizadas e reticuladas seguem
apresentados na Figura 21.

A membrana QN7L apresentou comportamento semelhante @ QNL, mesmo
com a adicdo do 1,4-naftoquinona, com pico de base larga de 206 = 20° e grau de
cristalinidade de 17,6%, diferindo dos valores encontrados na pesquisa de Cruz et al.,

(2016), cujo grau de cristalinidade foi inferior.
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Figura 21 - Difratogramas de raios X das membranas de quitosana/1,4-naftoquinona
liofilizadas (a) e por evaporacao de solvente (b), neutralizadas e reticuladas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

As membranas QN7T01L, QN7TO3L e QN7TO05L nao apresentaram alteracao
do perfil cristalino entre si. Todas exibiram uma regiado de pico largo entre 26 = 19,2°
e 26,6° e grau de cristalinidade crescente de 25,1%, 25,7% e 28,4%. Uma possivel
justificativa para tal caracteristica pode ter sido a presenca do 1,4-naftoquinona, bem
como do préprio agente reticulante nessas membranas, elevando o grau de
cristalinidade. Essas informac6es assumem importancia ao se estudar a velocidade
de degradacao enzimatica da quitosana, visto que esta € inversamente proporcional
ao seu grau de cristalinidade (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Ao se analisar as membranas com o 1,4-naftoquinona, porém produzidas por
evaporagcao de solvente, evidencia-se uma diferenca no seu perfil cristalino, com
caracteristica mais amorfa em relacao as anteriores. As membranas QN7E, QN7T01E
e QN7TO3E apresentaram comportamento semelhantes, com 0s mesmos picos
caracteristicos em 20 = 9,5° 11°, 22,3° (esse possivelmente relacionado ao TPP) e
29,9%; o grau de cristalinidade foi 13,8%, 20,1% e 24,1%, respectivamente.
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A QN7TO5E exibiu um comportamento parecido com a QN7T05L no que se

refere ao pico de base larga, 23,4°, porém seu grau de cristalinidade caiu para 16,2%.

5.1.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia da superficie das membranas liofilizadas, neutralizada QNL e
reticuladas QTO1L, QTO03L e QTO5L foi avaliada por MEV e segue ilustrada na Figura
22.

Figura 22 - Micrografias eletrénicas de varredura da superficie das membranas de
quitosana liofilizadas, neutralizada (a) QNL e reticuladas (b) QTO1L, (c) QTO3L, (d)
QTOS5L, com magnitude de 500x, seguidas do corte transversal com magnitude de
100x, respectivamente.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

A micrografia da membrana QNL (Figura 22a) apresenta superficie rugosa, com
estrutura em sulcos paralelos, pouco profundos. Essas caracteristicas também foram
encontradas por Fidéles et al., (2013) e Cruz et al., (2016) em seus trabalhos.

Observa-se na Figura 22b, 22c¢ e 23d as micrografias referentes as membranas
de quitosana reticuladas em diferentes concentracées em sequéncia: QTO1L, QTO3L
e QTO5L. Identifica-se a presenca de poros que diminuem, bem como seu tamanho,
provavelmente, a medida em que se aumenta a concentracao do agente reticulante,
e este fato confirma os estudos de Kim e Lee (2011). O congelamento seguido de
liofilizacdo realizado apds a reacdo de reticulagdo, também pode ter alterado a

morfologia das membranas pois, no congelamento, a agua possui a tendéncia de se
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concentrar em cristais desordenados na estrutura. A presenca de particulas de
tamanhos diferentes, dispersas, esbranquicadas também foi identificada,
possivelmente do agente reticulante TPP.

Ao corte transversal foi possivel identificar estruturas lamelares, com poros
interconectados, em concordancia com os estudos de Cruz et al, (2016) e
Pourhaghgouy e Zamanian (2015).

A morfologia das membranas de quitosana/1,4-naftoquinona liofilizadas,
neutralizada e reticuladas esté ilustrada na Figura 23.

Figura 23 - Micrografias eletronicas de varredura da superficie das membranas
liofilizadas de quitosana com 1,4-naftoquinona liofilizadas, neutralizada (a) QN7L e
reticuladas (b) QN7TO1L, (c) QN7TO3L, (d) QN7TO5L, com magnitude de 500x,
seguidas do corte transversal com magnitude de 100x, respectivamente.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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As micrografias observadas nas Figuras 23a, 23b, 23c e 23d ilustram as
membranas QN7L, QN7TO01L, QN7TO3L e QN7TOS5L, respectivamente. Verifica-se
que, ao comparar com as anteriores, a adicao de 1,4-naftoquinona promoveu uma
formac&o mais intensa de poros com tamanhos e formas diferentes, interconectados
aumentando a porosidade das mesmas e favorecendo a formagdo de estruturas
fibrilares. As setas presentes nas imagens apontam para o suporte da fita de carbono
utilizada para realizagéo do ensaio.
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A porosidade possui relevancia em um sistema de liberacdo controlada de
farmacos, uma vez que permite a penetracdo de fluidos bioldgicos, facilitando a
difusdo dos farmacos para o meio (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Por meio da Figura 24 pode-se analisar o aspecto superficial das membranas
de quitosana por evaporacdo de solvente, neutralizadas (hidroxido de aménio) e

reticuladas (TPP) em trés concentracdes.

Figura 24 - Micrografias eletrénicas de varredura da superficie das membranas de
quitosana por evaporagao de solvente, neutralizada (a) QNE e reticuladas (b) QTO1E,
c) QTOBE, (d) QTO5E, com magnitude de 500x e 1000x, respectivamente.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Pode-se perceber que ndo houve alteracdo superficial notéria entre as
amostras. As membranas aparentam homogeneidade, com riscos presentes em
algumas superficies analisadas devido as marcas provenientes do suporte de
poliestireno no qual a solucao de quitosana foi vertida para secagem. Sua topografia
€ lisa, densa, sem porosidade superficial. Em algumas micrografias observa-se a
presenca de particulas dispersas na superficie, as quais podem ser atribuidas ao
agente reticulante que nao foi totalmente dissolvido na solugéo.

As micrografias referentes as membranas de quitosana/1,4-naftoquinona
produzidas por evaporacao de solvente seguem ilustradas na Figura 25.
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Figura 25 - Micrografias eletronicas de varredura da superficie das membranas de
quitosana com 1,4-naftoquinona por evaporacao de solvente, neutralizadas (a) QN7E
e reticuladas (b) QN7TO1E, (c) QN7TO3E, (d) QN7TO5E, com magnitude de 500x e
1000x, respectivamente.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
As caracteristicas identificadas nas micrografias da Figura 25 sao semelhantes
aquelas sem o 1,4-naftoquinona, inferindo-se que o composto esta bem distribuido na

matriz polimérica, pois ndo apresentam alteracdo de coloragéo.

5.1.4 Termogravimetria (TG/DTG)

Uma das técnicas de analise térmica que permite a avaliacdo da variacao de
massa de uma substdncia em funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a
substdncia € submetida a um programa controlado de temperatura € a
termogravimetria. Apresenta varias aplicagdes inclusive na industria farmacéutica
para avaliacdo da estabilidade térmica dos farmacos, etapas de decomposi¢ao dos
mesmos entre outras (IONASHIRO; GIOLITO, 2008).

A Figura 26 ilustra as curvas termogravimétricas do pd de quitosana,

tripolifosfato de sédio e do 1,4-naftoquinona.



91

Figura 26 - Curvas termogravimétricas dos pés de quitosana, tripolifosfato de sédio e
1,4-naftoquinona.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Ao se observar a curva de TG do pé da quitosana, verifica-se a ocorréncia de
duas etapas. A primeira na faixa aproximada de 30 a 150°C, com perda de massa de
16,07%. A segunda etapa incidiu na faixa de 267 a 585°C, com perda de massa de
64,52% e massa residual de 19,41%. A primeira etapa pode ser decorrente da
volatizagdo do solvente e desidratacao, ou seja, a perda da agua livre que se encontra
ligada a cadeia de quitosana (grupo OH e NH) conforme ja reportado em outros
estudos (FIDELIS et al.,, 2013; FURTADO, 2014). A segunda é atribuida a uma
desacetilacdo e despolimerizagdo dos compostos (BRITO; CAMPANA FILHO, 2007).

Quanto ao tripolifosfato de soédio, na sua curva TG observou-se uma unica
etapa com perda de massa de 3,27% na faixa de temperatura entre 124 e 175°C,

possivelmente referente a agua livre retida no material.
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A curva TG do p6 do 1,4-naftoquinona apresentou perda de massa na faixa de
75 a 214°C de 92,19%, referente a degradagéo de sua molécula e uma segunda perda
na faixa de aproximadamente 215 a 230°C, de 7,87% (Figura 26), possivelmente
relacionada ao grupo C-O identificado no FTIR. Sousa et al., (2012), no estudo sobre
estabilidade térmica das quinonas, reportaram que o 1,4-naftoquinona exibiu perda
Unica de massa na faixa de temperatura entre 70 e 156°C, diferindo dos resultados da
atual pesquisa.

A Figura 27 ilustra as curvas termogravimétricas das membranas de quitosana
liofilizadas e por evaporacdo de solvente, neutralizadas e reticuladas e a Tabela 8
apresenta os respectivos valores aproximados da perda de massa, temperatura e
massa residual relativos as etapas de decomposi¢cao térmica destas membranas.

Ao se analisar a Figura 27 em conjunto com a Tabela 8, observa-se que a perda
de massa inicial das membranas neutralizadas € semelhante; na segunda etapa a
QNE alcanga um valor maior para a perda de massa e para a temperatura de
degradacao, nao apresentando massa residual, diferentemente da QNL.

Nas membranas reticuladas observa-se que a adicdo do TPP aumentou a
estabilidade térmica das amostras e o percentual de massa residual € bem superior
as membranas neutralizadas, em particular nas amostras por evaporac¢ao de solvente.

Estudos referem que o processo de reticulagdo quando é muito baixo, tende a
diminuir a estabilidade térmica da amostra, porém quando a reticulacdo € aumentada
até determinado ponto, essa estabilidade tende a aumentar, conforme visualizado
neste trabalho, corroborando os trabalhos de Fidélis et al., (2013); Neto et al., (2005).
E possivel que uma maior quantidade de agente reticulante leve a um aumento na
temperatura de decomposicao, uma vez que novas ligagdes intercruzam as moléculas
(FIDELIS et al., 2013).
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Figura 27 - Curvas termogravimétricas das membranas de quitosana liofilizadas (a) e
por evaporacgéao de solvente (b), neutralizadas e reticuladas.
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Tabela 8 - Valores aproximados da perda de massa, temperatura e massa residual
relativos as etapas de decomposicao térmica para as membranas de quitosana
liofilizadas e por evaporacéo de solvente, neutralizadas e reticuladas.

Amostras 12 Etapa 22 Etapa Residuo
m(%) T(°C) m(%) T(°C) m(%)
QNL 15,91 30-125 72,95 135 — 586 11,13
QTOo1L 26,80 30 — 222 55,25 225 - 584 17,95
QTOo3L 18,53 30— 165 51,38 177 — 588 30,09
QTO05L 14,02 30-165 52,91 190 — 590 33,07
QNE 15,51 30— 182 84,46 184 — 503 0
QTO1E 18,01 30 -232 40,05 235 - 584 41,94
QTO3E 21,80 30-214 49,65 219 — 586 28,55
QTOS5E 17,75 30-195 39,30 197 — 583 42,95

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

As curvas termogravimétricas das membranas de quitosana/1,4-naftoquinona,

liofilizadas e por evaporagdo de solvente, neutralizadas e reticuladas e os valores
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aproximados da perda de massa, temperatura e massa residual relativos as etapas

de decomposigéo térmica destas membranas s&o ilustradas na Figura 28 e Tabela 9.

Figura 28 - Curvas termogravimétricas das membranas de quitosana com 1,4-
naftoquinona liofilizadas (a) e por evaporacdo de solvente (b), neutralizadas e
reticuladas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Tabela 9 - Valores aproximados da perda de massa, temperatura e massa residual
relativos as etapas de decomposicao térmica para as membranas de quitosana/1,4-
naftoquinona liofilizadas e por evaporacéo de solvente, neutralizadas e reticuladas.

Amostras 12 Etapa 2° Etapa Residuo

m(%) T(°C) m(%) T(°C) m(%)
QN7L 15,69 30 — 247 70,00 249 — 586 14,31
QN7TO1L 19,28 30—-198 55,69 209 - 585 25,03
QN7TO3L 19,77 30 — 205 52,37 217 — 585 27,86
QN7TO5L 20,47 30 — 206 48,90 215 -585 30,63
QN7E 16,92 30—-190 50,74 202 — 589 32,34
QN7TO1E 14,00 30 —200 46,41 208 — 587 39,59
QN7TO3E 18,50 30 — 220 37,42 229 — 586 44,08
QN7TO5E 18,50 30-217 35,75 221 — 585 45,75

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
As membranas neutralizadas QN7L e QN7E apresentaram maior resisténcia a

temperatura de degradacao, se fazendo necessaria uma temperatura maior para
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favorecer a degradacao do material, que teve seu inicio em 249°C para QN7L e 202°C
para QN7E. Entretanto, ao serem confrontadas com as de quitosana sem o 1,4-
naftoquinona, infere-se que essa substancia favoreceu essa condicao.

Na andlise comparativa do comportamento térmico entre as membranas
liofilizadas e por evaporacao de solvente (Tabela 9) ndo sdo observadas diferencas
acentuadas. Ambos os grupos apresentaram uma perda de massa inicial em torno de
18%. A estabilidade térmica das amostras por evaporacao de solvente apresentou um
leve incremento ao serem comparadas com as liofilizadas, com diminuicdo da
degradacdo na segunda etapa, o que resultou em massa residual maior. Nao foram
verificadas alteracdes no perfil de degradagdo entre as membranas reticuladas de
quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona.

Segundo Cruz et al., (2016), a termogravimetria reveste-se de importancia por
prover informacdées fundamentais para o acondicionamento adequado das
membranas e para as técnicas mais adequadas de esterilizagdo das mesmas, quando

forem utilizadas em seres humanos.

5.1.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica temoanalitica
empregada de forma complementar a Termogravimetria (TG). Nela mede-se a
diferenca de energia liberada ou absorvida pela amostra, em relacdo a um material de
referéncia em funcdo da temperatura, enquanto a amostra e a referéncia séo
submetidas a uma programacao de temperatura (SILVA, 2016).

A Figura 29 ilustra os resultados das andlises de calorimetria exploratéria
diferencial dos pds da quitosana, tripolifosfato de sédio e do 1,4-naftoquinona.

A curva DSC do pé da quitosana apresentou um pico endotérmico e um pico
exotérmico; o primeiro pico localizado em 176°C alusivo a evaporagéo de substancias
volateis, como agua ligada as pontes de hidrogénio com os grupos hidroxila da
quitosana e, o segundo se encontra em 311°C e relaciona-se a degradacao da
quitosana (SILVA et al.,, 2016; TORRES et al., 2005). Esses dados estdo em
consonancia com os apresentados pela termogravimetria.

Quanto ao resultado da curva de DSC referente ao pé do tripolifosfato de sédio,
esse apresentou varios picos endotérmicos, sendo o mais evidente em 165°C.
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Figura 29 - Termogramas dos pdés de quitosana, tripolifosfato de sédio e 1,4-
naftoquinona.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

A partir da curva DSC do 1,4-naftoquinona observam-se dois picos: um
endotérmico e um exotérmico. O pico endotérmico apresentou-se em 124°C e o pico
exotérmico, referente a degradacdo do residuo final do material se deu em,
aproximadamente, 314°C, com a quebra do grupamento C-O, observado no FTIR, o
que diferiu de um outro estudo, ao apresentar dois picos endotérmicos em 122°C e o
outro entre 130 e 165°C sem evento exotérmico (SOUSA et al., 2012).

Os resultados dos termogramas das membranas de quitosana liofilizadas e por
evaporacao de solvente, neutralizadas e reticuladas estéo ilustrados na Figura 30.

As membranas neutralizadas apresentaram uma pequena diferenga no que se
refere ao pico endotérmico, com a QNL em 166°C e a QNE em 178°C. O pico
exotérmico foi semelhante em ambas. Para as membranas reticuladas, observou-se
um aumento discreto de intensidade no pico endotérmico, em particular naquelas por
evaporacao de solvente; em contrapartida, pico exotérmico diminuiu. Dessa forma, é
possivel deduzir que a adicdo do TPP, assim como visto na Termogravimetria,
aumentou a faixa de temperatura, passando de 135°C na segunda etapa onde ocorre
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a degradacao do material, neste caso as membranas neutralizadas, para 177°C, no
minimo, nas membranas com TPP, sendo necessaria maior quantidade de energia

para que ocorra a degradacdo do sistema.

Figura 30 - Termogramas das membranas de quitosana liofilizadas (a) e por
evaporacao de solvente (b), neutralizadas e reticuladas.
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A Figura 31 ilustra os termogramas das membranas de quitosana/1,4-
naftoquinona liofilizadas e por evaporag¢ao de solvente, neutralizadas e reticuladas.

A presenca do 1,4-naftoquinona nas membranas de quitosana neutralizadas
ndo mudou o perfil térmico das mesmas. As membranas reticuladas e com 1,4-
naftoquinona, de ambas metodologias, ndo apresentaram diferencgas relevantes entre

si no que se refere aos picos endotérmicos e exotérmicos.



98

Figura 31 - Termogramas das membranas de quitosana/1,4-naftoquinona liofilizadas
(a) e por evaporacao de solvente (b), neutralizadas e reticuladas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

5.1.6 Ensaio Mecanico de Tracao
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Os valores encontrados a partir do ensaio de tracao para as membranas de
quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona liofiizadas QNL, QTO1L, QTO3L, QTO5L,
QN7L, QN7TO1L, QN7TO3L, QN7TO5L estdo ilustrados na Tabela 10.

Os resultados das membranas liofilizadas reticuladas sugerem que houve um

aumento da resisténcia a tensdo ao serem comparadas com a neutralizada (QNL),

cuja deformacéao aumentou. De acordo com Martins et al., (2012), através da interagao

dos grupos protonados da quitosana com os ions carregados negativamente do TPP

ha uma criagdo de redes idnicas, entdo quanto maior a quantidade de reticulacdo

usada, maior a densidade de reticulagdo fisica e isso prové uma maior rigidez da

cadeia polimérica. Entretanto, conforme relatado por Neto et al., (2005), € necessario

gue haja um equilibrio no quantitativo utilizado no processo de reticulacao.
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A membrana QTO1L apresentou maior resisténcia a tragdo em detrimento as
demais (p-valor<0,05), com excegcado da QTO3L, confirmando os autores anteriormente
mencionados. Quanto a deformacado maxima foi possivel identificar que a membrana
QNL difere estatisticamente das demais membranas (p-valor < 0,05).

Tabela 10 - Valores médios das propriedades mecanicas das membranas de
quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona liofilizadas QNL, QTO1L, QTO3L, QTO5L,
QN7L, QN7TO1L, QN7TO3L, QN7TO5L.

Membranas Resisténcia a Deformacao Modulo de

Tensao Maxima Elasticidade
(MPa) (%) (MPa)

QTO5L 0,30 £0,13 5,09 £ 1,31 6,45 + 3,77
QTO3L 0,58 £0,12 3,81 £0,57 15,42 + 2,35
QTO1L 0,74 £0,32 3,95 +£1,80 24,52 £+17,89

QNL 0,13+ 0,04 12,93 + 3,90 1,09 + 0,36

QN7TO5L 0,07 £ 0,08 5,11 £2,38 1,97 £ 2,51

QN7TO3L 0,16 £ 0,06 5,59 £ 3,36 3,62 £1,92

QN7TO1L 0,09 £0,03 6,15 £ 3,32 1,04 £0,43
QN7L 1,59 £ 0,62 4,27 £0,87 40,37 £ 20,38

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Nas membranas com 1,4-naftoquinona (Tabela 10) observou-se uma redugao
dessa resisténcia, inferindo-se que o composto fragilizou o material, com excecao da
QN7L que teve, dentre todas essas, maior resisténcia a tensdo, com p-valor<0,05.
Possivelmente, nesse caso, o proprio 1,4-naftoquinona pode ter agido como uma
espécie de agente reticulante; além disso, essa membrana também diferiu
estatisticamente (p-valor<0,05) no médulo elastico, guando comparada as demais do
conjunto, com excecao da QTO1L.

Em relacdo as membranas por evaporagao de solvente, o comportamento do
ensaio mecanico apresentou valores bem distintos quando comparados as liofilizadas.
E possivel observar na Tabela 11 um aumento importante na resisténcia a tensao
dessas membranas e, mesmo com a adicdo do 1,4-naftoquinona as amostras
reticuladas, as membranas entre si ndo apresentaram diferencas significativas, (p-
valor = 0,590>0,05). No que se refere a deformacao, verificou-se que a membrana
QNE apresentou um maior valor estatisticamente significativo frente as demais (p-
valor<0,05). Quanto ao médulo elastico, a membrana QN7TO1E exibiu valor
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significativo maior (p-valor<0,05) em relacdo as membranas QN7E, QTO3E e QNE e
a membrana QN7E apresentou o menor valor (p-valor<0,05), com excecdo da QTOSE.

Valores aproximados a QNE foram reportados por Bonilla et al., (2013) em seu
estudo sobre o impacto da adicdo de quitosana nas propriedades fisicas em filmes
com amido. Na avaliagdo da quitosana, eles observaram uma resisténcia a tensao de

74 Mpa, com deformacao de 4,6%.

Tabela 11 - Valores médios das propriedades mecanicas das membranas de
quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona por evaporacao de solvente QNE, QTO1E,
QTO03E, QTO5E, QN7E, QN7TO1E, QN7T03E, QN7TO5E.

Membranas Resisténcia a Deformacao Médulo de
Tensao Maxima Elasticidade
(MPa) (%) (MPa)
QTO5E 48,96 + 42,33 6,75 £4,08 1294,08 + 1591,04
QTO3E 33,45 + 25,07 9,01 + 3,61 487,84 + 563,57
QTO1E 52,29 £ 23,79 6,34 £ 1,77 868,46 + 399,13
QNE 77,27 £ 63,33 29,63 £ 13,10 440,75 + 630,07
QN7TO5E 40,24 + 42,47 4,62 + 2,66 826,91 £ 889,99
QN7TO3E 37,98 £ 37,57 5,00 £ 0,91 699,33 £ 570,63
QN7TO1E 50,64 £ 17,62 3,65+0,77 1390,99 + 424,45
QN7E 29,80 = 41,27 5,21 £2,94 29,75 £41,28

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Ao se comparar, estatisticamente, as membranas liofilizadas e as por
evaporacao de solvente verificou-se que quanto a resisténcia a tracdo as membranas
evaporadas possuem valores médios maiores que as liofilizadas (p-valor<0,05) com
excecao das membranas QN7 e QT05 de ambos os tipos. No que se refere a
deformacao maxima houve diferenca significativa apenas para as membranas QTO03E,
QTO1E e QNE. Para o médulo elastico, constatou-se que as membranas QN7TOSE,
QN7TO3E, QN7TO1E, QTO3E, QTO1E e QNE apresentaram valores médios
significativamente maiores que as demais (p-valor<0,05). Esses resultados também
podem estar relacionados a variabilidade na confecgdo dos corpos de prova,
tempo/temperatura no decorrer do processo de congelamento/liofilizacdo e ainda a
direcao das lamelas e/ou fibrilas identificadas na MEV.

Essas diferencas observadas entre ambos os tipos de membrana,
principalmente no que se refere a resisténcia de tensdo e o médulo elastico podem
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estar relacionadas a forma como sédo processadas, pois nas liofilizadas observa-se
gue a medida em que ocorre 0 congelamento, os cristais crescem, as moléculas de
quitosana superficiais sao repelidas e empacotadas entre si, formando paredes
(POURHAGHGOUY; ZAMANIAN, 2015). Uma vez que a quitosana é congelada, a
liofilizacdo do material € realizada, de modo que os cristais de gelo sdo removidos
sem destruir suas paredes, e a estrutura porosa € assim obtida. Essa situacéo foi
observada no ensaio de MEV ja relatado.

Em contrapartida, a formacdo da membrana por evaporacdo de solvente
acontece devido a preservacdo de emaranhados de cadeia e interagdes
intermoleculares formadas durante o processo de secagem, como a ligacéao
eletrostatica e de hidrogénio, que sdo conhecidas por desempenharem um papel
essencial na estrutura dos polissacarideos (BECERRA et al., 2017).

As propriedades mecéanicas de filmes/membranas com menor deformacgao e
valores razoaveis de resisténcia a tracdo sugerem que eles tém elevado potencial
para uso em aplicagdes médicas (KOUCHAK; HANDALI; BOROUJENI, 2015; BANO
et al., 2014). Salienta-se que, na confec¢ao de um curativo deve-se ter como foco o
objetivo do curativo, para qual tipo de ferida ele esta sendo desenvolvido, em qual
fase do processo de cicatrizacdo sera empregada, qual a area corporal sera utilizada,
visto que os biomateriais desenvolvidos devem ser utilizados em superficies da pele
com tensdo na ruptura compativel com a do tecido normal, que pode sofrer uma
variagao entre 5 e 30 MPa (EVANS et al., 2013). Devem ser ainda considerados
parametros como a permeabilidade ao vapor de &gua, intumescimento e

molhabilidade.

5.1.7 Ensaio de Molhabilidade por Angulo de Contato

De acordo com o ensaio de molhabilidade para as membranas de quitosana e
quitosana/1,4-naftoquinona liofilizadas QNL, QTO1L, QTO3L, QTO05L, QN7L,
QN7TO1L, QN7TO3L, QN7TO5L (Figura 32) foi observado que todas apresentaram
resultados inferiores a 90°.Esses valores estdo associados ao aumento da porosidade

identificada na anéalise de MEV.
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Figura 32 - Medida do éangulo de contato das membranas de quitosana e

quitosana/1,4-naftoquinona liofilizadas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Tais resultados indicam hidrofilicidade, caracteristica desejada devido a
finalidade proposta ao material. Convém ressaltar que os valores apresentados pelas
membranas QN7TO5L, QN7TO3L e QN7T0O1L também corroboram a MEV, quando
comparadas suas estruturas de superficie as demais e, estatisticamente comparadas
a QNL a diferenca é significativa (p-valor<0,05), indicando que o 1,4-naftoquinona
possui influéncia na estrutura da superficie da membrana, favorecendo o perfil
hidrofilico.

A hidrofilicidade da quitosana, por sua vez, € atribuida aos grupos hidroxila e
amino presentes em sua estrutura (TSAI; WANG, 2008). A presenca de cargas
positivas quando os grupos amino estdo protonados diminuem a energia livre da
superficie, otimizando a molhabilidade do material (ZHENG et al., 2009).

Na Figura 33 observa-se os resultados da medida de angulo de contato das

membranas produzidas por evaporagao de solvente, neutralizadas e reticuladas.
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Figura 33 - Medida do angulo de contato das membranas de quitosana e
quitosana/1,4-naftoquinona por evaporagao de solvente.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Essas membranas, apesar de serem densas, exibiram uma medida de angulo
de contato menor que 90°, o que também indica hidrofilicidade. Observou-se que a
presenga do agente reticulante (TPP) diminuiu o angulo de contato nas membranas,
observacdo essa confirmada através do resultado da analise estatistica, na qual
destaca-se que as membranas QNE e QN7E apresentaram angulo de contato de
contato estatisticamente maior que os valores médios das demais membranas (p-
valor<0,05), com exce¢ao da QN7TO3E. Resultados semelhantes foram relatados por
Fidélis (2010) e Holanda (2011).

Todavia, o estudo de Pierdg, Gierszewska-Druzyhska e Ostrowska-Czubenko
(2009) menciona que a membrana de quitosana, apds sua reticulagao torna-se menos
hidrofilica como resultado da perda dos sitios de ligacdo das aminas envolvidas na
reacdo com o agente reticulante, porém apresenta uma maior resisténcia mecanica,
fato confirmado com ensaio de tragdo. O perfil mais amorfo dessas membranas
observadas através do DRX também corrobora os resultados da molhabilidade.

Quando foram comparados os valores médios do angulo de contato das
membranas liofilizadas QN7T01, QN7, QT05, QT01 e QLN com as membranas
evaporadas, verificou-se que séo estatisticamente maiores (p-valor<0,05) e as demais
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nao apresentaram diferenca significativa, o que leva a compreensao que as
membranas por evaporacao de solvente, de maneira geral, mostraram-se mais

hidrofilicas.

5.1.8 Grau de Intumescimento (Gl)

A propriedade de intumescimento das membranas em resposta as condi¢des
fisiolégicas simuladas foi estudada. A Figura 34 apresenta os resultados do grau de
intumescimento para as membranas de quitosana e quitosana/1,4-naftoquinona
liofilizadas QNL, QTO1L, QTO3L, QTOSL, QN7L, QN7TO1L, QN7TO3L e QN7TOS5L em
contato com 5 mL de solugcédo tampao fosfato (PBS) (pH 7,4), no tempo de 144 horas.

Os valores estao expostos a partir do célculo da equagéo 5.

Figura 34 - Grau de intumescimento das membranas de quitosana e quitosana/1,4-
naftoquinona liofilizadas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Ao se analisar o grafico, observa-se um ganho de massa entre todas as
membranas chegando, a maioria a 1700%, o que comprova elevada capacidade de

absorcdo, mantendo-se constante no decorrer das 144 horas. Através da analise
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estatistica verificou-se que apds 72h ndo havia mais aumento significativo no ganho
de massa das membranas (p-valor = 0,0000<0,05), indicando que esse ensaio para
tais membranas pode ser finalizado antes das 144h.

O menor Gl das membranas de quitosana reticuladas (QTO1L, QTO3L e QTOS5L)
pode estar relacionado ao processo de reticulagdo, com a incorporagcao do TPP,
confirmado pelos resultados obtidos no FTIR, pois de acordo com Fidélis (2014),
quando as cadeias macromoleculares sdo fixas por reticulagdes, a capacidade de
intumescimento da rede polimérica é diminuida. Essa observacgéo foi identificada na
membrana QTO1L, a qual apresentou o valor médio de massa estatisticamente menor
que o das demais membranas (p-valor<0,05). O estudo do comportamento do
intumescimento representa um importante parametro que influencia diretamente a
liberacao cinética de farmaco, em particular quando esse processo se da por difusao
(DI MARTINO et al., 2017).

O Gl das membranas de quitosana com 1,4-naftoquinona apresentou-se
ligeiramente superior em relacao as de quitosana, particularmente a QN7TO5L, que
diferiu estatisticamente das membranas QN7TO03L, QN7TO1L, QTO5L, QTO3L, QTO1L
e QLNL, de modo que tal membrana apresentou o valor médio de massa
estatisticamente maior (p-valor<0,05), indicando que a incorporacdo o 1,4-
naftoquinona favoreceu o intumescimento. Tal resultado ratifica os ensaios de DRX,
angulo de contato e MEV.

As membranas neutralizadas também apresentaram um Gl elevado,
particularmente a QN7L, que divergiu estatisticamente das membranas QN7TO1L,
QTOSL, QTO3L e QTO L, ao apresentar valor médio de massa significativamente maior
(p-valor<0,05), o que pode estar associado a neutralizagao parcial da quitosana, na
qual os grupos amino da mesma sao protonados, o que favoreceu maior interacao
com o PBS.

O grau de intumescimento das membranas por evaporacdo de solvente,

neutralizada e reticuladas, é ilustrado na Figura 35.
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Figura 35 - Grau de intumescimento das membranas de quitosana e quitosana/1,4-
naftoquinona por evaporacao de solvente.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Observa-se uma diminuicdo do Gl dessas membranas, comportamento
esperado de uma membrana densa quando comparada a uma porosa. Entretanto,
ainda assim elas atingiram uma taxa de absorcdo superior a 400%, com uma
estabilidade ao alcangar 2 horas, seguindo-se periodos alternados de perdas e
ganhos no decorrer de 144 horas, possivelmente em uma tentativa de alcangar a
estabilidade, quando algumas chegaram a degradacao e pela variabilidade do
processo na retirada do excesso de agua no processo da pesagem.

Esses resultados corroboram com os ensaios de DRX, com a apresentacéo de
um perfil mais amorfo e com a MEV, através de uma difusao inicial mais lenta. Por
meio da anadlise estatistica, obteve-se que apbés 24h, ndo houve mais ganho
significativo no aumento de massa das membranas (p-valor=0,0058<0,05), indicando
gue esse ensaio para as membranas densas pode ser finalizado bem antes das 144h.

As membranas de quitosana reticuladas absorveram mais PBS que as
membranas neutralizadas e, em um estudo realizado por Silva et al., (2004) é sugerida
a explicacao de que tal situacao decorre da diminuicao da cristalinidade do polimero
reticulado, que provoca maior espacamento entre as cadeias de quitosana.

As membranas com 1,4-naftoquinona (QN7TO1E, QN7TO3E e QN7TO5E)
apresentaram valor médio de Gl estatisticamente maior que as membranas QN7E,
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QTOS5E, QTO03E e QLNE), p-valor<0,05 para um nivel de confianga de 95%, de forma
semelhante as liofilizadas (porosas).

Ao se realizar a comparagao entre membranas liofilizadas e evaporadas,
percebeu-se que, praticamente todas diferem estatisticamente (p-valor<0,05), exceto
pela membrana QT01 (de ambos os tipos) (p-valor<0,05). Ou seja, as membranas
liofilizadas apresentaram valores meédios de intumescimento maiores que as
membranas evaporadas, exceto pela membrana QT01, que ndo mostrou diferenga
significativa.

Estudos mencionam que a agua é absorvida na membrana por dois processos:
ligacdo de agua ao préprio material e 4gua sendo mantida no espag¢o dos poros da
membrana (MA et al., 2017). Devido a auséncia de poros nas membranas densas
observadas nas imagens de MEV, a remocdo de agua das membranas ocorreu
principalmente induzida pela ligacao da agua as préprias membranas.

A capacidade de um dispositivo de preservar agua € um dos mais importantes
aspectos em engenharia tecidual, em relagéo a pele, especialmente no tratamento de
feridas (XI et al., 2010). A capacidade de absor¢éao de liquido de um curativo para
essa finalidade deve ser considerada, na perspectiva de uma rapida absorcao do
exsudato presente no leito da ferida (PANDIMA et al., 2012).

5.1.9 Biodegradacao Enzimatica

A Tabela 12 ilustra a degradacdo das membranas de quitosana e
quitosana/1,4-naftoquinona liofilizadas em solugdo de PBS e PBS/lisozima em 7, 14,
21 e 30 dias.

Verifica-se que, de maneira geral, houve perda crescente de massa nas
membranas, tanto nas imersas em PBS, quanto nas imersas em solugdo de
PBS/lisozima. Essas ultimas apresentaram uma perda de massa levemente superior
em comparacao com aquelas apenas em PBS, entretanto sem diferenca significativa
(p-valor>0,05). E possivel identificar que as membranas que continham 1,4-
naftoquinona perderam menos massa em relacao as de quitosana e, a medida que
diminuia a propor¢do do agente reticulante, a degradacdo do material foi maior. As
membranas com 1,4-naftoquinona neutralizadas degradaram menos em ambos os

tipos de solugdes.



108

Tabela 12 - Perda de massa percentual das membranas de quitosana e quitosana/1,4-

naftoquinona liofilizadas submetidas ao ensaio de biodegradacéo.

Perda de massa das membranas 7, 14, 21 e 30 dias de ensaio (%)
Membranas PBS Lisozima/PBS

7dias | 14 dias | 21 dias | 30dias | 7dias | 14dias | 21 dias | 30 dias
QN7TO5L | 11,99 10,30 19,93 22,03 7,79 19,61 21,17 31,08
QN7TO3L | 11,60 13,10 19,04 46,17 12,38 21,63 26,31 38,29

QN7TO1 L 9,68 10,4 20,22 50,43 9,66 21,2 15,64 53,70
QN7 L 11,70 17,36 20,73 24,65 19,18 30,04 31,67 26,95
QTO5 L 3,58 6,81 62,16 71,09 18,15 31,92 62,71 74,44
QTO3 L 6,28 18,09 33,24 37,53 22,25 35,21 37,82 48,90
QTo01 L 12,54 27,33 39,75 44,21 26,21 41,94 53,69 56,29
QLN L 9,48 17,52 65,23 51,59 11,92 29,55 63,83 60,64

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Compreende-se que um indice de degradacdo adequado ndao é apenas
benéfico para a regeneracao de tecidos, mas também para suporte mecanico. Uma
degradacao muito rapida pode diminuir as propriedades mecéanicas, enquanto que
uma degradacdo muito lenta pode induzir uma reacdo inflamatéria importante no
hospedeiro, que pode causar interferéncia negativa ao final (BO et al., 2015).

Na Tabela 13 pode-se visualizar a degradagdo das membranas de quitosana e
quitosana/1,4-naftoquinona por evaporacao de solvente em solugdo de PBS e
PBS/lisozima em 7, 14, 21 e 30 dias respectivamente.

O comportamento de degradacdo dessas membranas também seguiu
semelhante as membranas liofilizadas, com excecdo das membranas de quitosana
sem 1,4-naftoquinona reticuladas, as quais degradaram totalmente ao término do 7°
dia, ndo sendo realizadas as analises referentes as membranas correspondentes ao
149, 212 e 30° dia. Observou-se que o tipo de solucao empregado no processo de
biodegradacao nao afetou a medida da massa das membranas significativamente (p-
valor > 0,05).

Tabela 13 - Perda de massa percentual das membranas de quitosana e quitosana/1,4-
naftoquinona por evaporac¢ao de solvente submetidas ao ensaio de biodegradacéo.
Perda de massa das membranas 7, 14, 21 e 30 dias de ensaio (%)

Membranas PBS Lisozima/PBS
7dias | 14 dias | 21 dias [ 30 dias | 7dias | 14 dias | 21 dias | 30 dias
QN7T05 E 4,37 27,93 28,77 62 8,92 29,34 34,86 47,15

QN7TO3 E 5,37 17,47 19,24 33,54 22,5 42,30 51,41 46,80
QN7TO1 E 34,71 33,927 43,58 47,78 20,89 41,49 49,47 46,46

QN7 E 10,46 22,58 29,88 30,76 15,52 35,32 33,90 45,19
QTO5 E 100 - - - 100 - - -
QTO3 E 100 - - - 100 - - -
QT01 E 100 - - - 100 - - -
QLN E 37,95 56,50 69,64 100 41,83 43,06 68,21 100

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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Conforme j& mencionado, as membranas apresentaram uma perda de massa
mais acentuada na solu¢do de PBS/lisozima. A lisozima € uma enzima que possui a
habilidade de degradar polissacarideos catalisando a insercdo de moléculas de agua
para dentro da estrutura do polimero e, posteriormente quebrando as ligacdes
intramoleculares (SHAMEKHI et al., 2017).

Os resultados encontrados corroboram com o estudo sobre sintese e
caracterizagdo de arcabougos de quitosana com agente antineoplasicos de Cruz et
al., (2016). Além da lisozima favorecer a velocidade de degradacado da quitosana,
salienta-se também que o grau de desacetilacdo, o peso molecular, grau de
cristalinidade e reticulagdo da quitosana possuem influéncia consideravel na sua taxa
de degradacédo (SHAMEKHI et al., 2017; YANG at al., 2007; ZHANG; NEAU, 2001).

O grau de reticulacdo apresentado nas membranas possui importancia no
processo de degradacdo, isso porque os pontos de reticulagcdo restringem a
passagem das moléculas de PBS e de lisozima para dentro de sua estrutura
(SHAMEKHI et al., 2017), dificultando ou favorecendo a degrada¢éo, em consonancia
com o que foi visto na atual pesquisa. E provavel que o 1,4-naftquinona tenha
dificultado o processo de degradacao das membranas, em possivel acdo como agente
reticulante, além do préprio TPP utilizado, ou seja, a adicdo dessa substancia pode
ter prolongado o tempo de degradagédo das membranas. Tal observagéo é confirmada
através dos resultados de DRX ja mencionados, nos quais a presenca dessas duas
substancias nas membranas favoreceu a um perfil menos amorfo.

A velocidade da degradacao provocada pela reticulagcao é um fator relevante
uma vez que, variando esta taxa, € possivel controlar a duragdo de um sistema de
liberacao do farmaco no organismo (CRUZ et al., 2016).

A caracteristica fisica das membranas também ajuda a compreender o
comportamento de degradagcdo. Membranas densas, preparadas por evaporacao de
solvente, apresentam uma estrutura de rede compacta quando comparada a estrutura
de hidrogel ou de um curativo poroso, sugerindo uma estabilidade relativamente
prolongada quanto a biodegradacao (MA, et al., 2017). Entretanto, nesta pesquisa, ao
serem comparados os resultados entre as membranas liofilizadas e por evaporagao
de solvente, verificou-se que essas Uultimas diferem estatisticamente quanto as
liofilizadas (p-valor=0,021<0,05), apresentando uma taxa de degradagao superior as

liofilizadas, possivelmente relacionada a espessura do material.
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5.1.10 Avaliacao da Viabilidade Celular (Citotoxicidade)

Os resultados ilustrados na Figura 36 correspondem a viabilidade celular das
membranas que apresentaram melhor desempenho em relacdo as demais no que se
refere a liberacdo controlada, neste caso a QN7T05L, QN7TO3L e QN7TO1L. A
membrana QN7L foi utilizada para observar se o processo de neutralizagdo teria
alguma influéncia na citotoxicidade. A membrana QTO5L por ndo possuir o 1,4-
naftoquinona foi utilizada para comparagao, assim como 1,4-naftoquinona dissolvido
em PBS na concentragéo de 450 uMol/L.

Figura 36 - Percentual da viabilidade de fibroblastos L929 nas membranas QN7TO05L,
QN7TO3L, QN7TO1L, QN7 e QTO5L e célculo da incerteza.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

De acordo com os resultados identificados, observa-se que as membranas
estudadas apresentaram efeitos citotdxicos visto que, de acordo com a ISO
10993:2009, a viabilidade celular apresentou valores inferiores a 70%, inclusive ao
subtrair o valor do calculo da incerteza. Comparando-se os valores das trés primeiras
membranas, compreende-se que a medida que se diminuiu a concentracao do agente
reticulante, menos citotdxico era o efeito das mesmas. A membrana de quitosana com

1,4-naftoquinona neutralizada (QN7L) também apresentou potencial citotoxico,
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aproximando-se do valor da QN7TO5L. A membrana QTO5L foi a que mais se
aproximou da viabilidade celular, possivelmente pelo fato de nao possuir o 1,4-
naftoquinona. Todavia, quando comparado o percentual de citotoxicidade dessa
ultima membrana com o valor minimo determinado por Bispo (2009), que € de 50%, a
membrana é considerada n&o citotoxica.

Em um estudo no qual se avaliou a viabilidade das células fibroblasticas
embrionarias de ratos, NIH/3T3, tratadas com doxorrubicina, 5-fluorouracil ou 5-
fluorouracil + doxorrubicina carreado em nanocomplexos a base de quitosana
enxertada por acido polilactico modificado com carboxi observou-se que a viabilidade
caiu para menos de 10% apds 24 h de contato, indicando a maior eficacia desse
sistema para transportar a droga para dentro das células (DI MARTINO et al., 2017).

A cultura celular € uma ferramenta importante para estudar a citotoxicidade de
compostos com potencial atividade terapéutica (PAILARD et al., 1999). Varias
moléculas que possuem a estrutura da quinona, apresentam efeitos antiproliferativos
sobre crescimento da célula cancerigena. A atividade citotoxica das quinonas esta
relacionada a inibicdo de transportadores de elétrons, desacoplamento de fosforilagao
oxidativa, geragéo de EROS, e danos ao DNA (FREITAS et al., 2012).

Kayashima e colaboradores (2009) no seu estudo sobre os efeitos anti-cancer
e anti-angiogénico das naftoquinonas e outros compostos estruturais semelhantes
verificaram que, dentre os 13 compostos estudados, o 1,4-naftoquinona inibiu
fortemente o crescimento das células de cancer de c6lon humano (HCT116) e outras
linhas celulares cancerigenas (A549 — pulm&o, BALL-1 — leucemia linfoblastéide,
Hela - cérvice, HL60 — leucemia promielocitica, e NUGC-3 — estébmago).

Silva Junior e colaboradores (2011) demonstraram que as naftoquinonas e os
compostos derivados de B-lapachona tém atividade (valores de ICso inferiores a 2 uM)
contra linhas celulares cancerigenas, a exemplo da HL-60 e MDA-MB435, induzindo
a morte celular por apoptose, mediada pela formacdo de EROS. A biflorina inibiu a
atividade proliferativa de cinco linhas celulares de cancer testadas, com melhores
resultados contra o adenocarcinoma intestinal HCT-8 (ICso = 0,88 pg mL-1)
(VASCONCELOS et al., 2005). Essa mesma substancia tem mostrado eficiéncia em
inibir a proliferacdo celular em linhagens tumorais CEM, HL-60 (leucemia), B16
(melnanoma), HCT-8 (colon), MCF-7 (mama). A linhagem tumoral SK-Br3 (mama) foi
tratada com biflorina e também demonstrou relevante efeito citotéxico (WISINTAINER,
etal., 2014).
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A citotoxicidade de uma série de aminonaftoquinonas foi estudada contra as
linhas celulares cancerigenas SF-295 (glioblastoma), MDAMB-435 (mama), HCT-8,
HCT-116 (célon), HL-60, OVCAR-8 (ovario), NCI-H358M (cancer de pulmao
broncoalveolar) and PC3-M (préstata) e ainda contra PBMC (células mononucleares
de sanguineas). Cinco compostos da série apresentaram relevante atividade
citotoxica e seletiva para todas as linhagens mencionadas (ICso= 0.49 a 3.89 ug mL-
). Os compostos foram menos citotéxicos para PBMC (ICso = 5.51 a 17.61 ug-mL™),
exibindo uma certa seletividade (MORAES et al., 2014).

5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA A QUANTIFICACAO DO 1,4-
NAFTOQUINONA

Os atributos de especificidade, linearidade, precisédo, exatidao, robustez, limite
de deteccao (LD) e de quantificacdao (LQ), foram consideradas para validacao
segundo a RE n? 899/2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA);
adequados a analise.

O processo de validagdo € crucial para definir se uma metodologia
desenvolvida estd adequada aos objetivos a que se destina, para a obtencédo de
resultados confiaveis que possam ser apropriadamente interpretados.

5.2.1 Determinacao do Comprimento de Onda do 1,4-naftoquinona

Inicialmente foi realizada uma varredura na concentragdo de 450 uMol/L de
solugéo de 1,4-naftoquinona em PBS, entre 200 e 700 nm com o objetivo de identificar
o comprimento de onda da substancia, no qual obteve-se o pico de absorcdo maxima
em 341 nm, conforme apresentado na Figura 37.
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Figura 37 - Espectro da solucao de 1,4-naftoquinona, com a absorcdo maxima em

341 nm.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

5.2.2 Especificidade e Seletividade

Na Figura 38 observa-se a comparagao entre 0 comprimento de onda da

solucao-mae (1,4-naftoquinona/PBS) com agua destilada, PBS e acido acético.

Figura 38 - Espectro da solucdo de 1,4-naftoquinona, com a absorcdo maxima em

341 nm.
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Verifica-se que ndo houve pico de absor¢cado quanto as demais substancias no
comprimento de onda atribuido ao 1,4-naftoquinona, garantindo-se dessa forma que
0 método se apresenta seletivo e especifico.

5.2.3 Linearidade e Intervalo

Para a linearidade foi analisada a solugao de 1,4-naftoquinona utilizando cinco

pontos, com concentragbes variando de 50 a 450 yMol/L. Foi obtida uma curva de

origem linear, de acordo com o visualizado na Figura 39.

Figura 39 - Curva analitica do 1,4-naftoquinona, obtida pelo método
espectrofotométrico UV/VIS, no intervalo de concentragéo entre 50 a 450 uMol/L.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

O coeficiente de correlagao foi de 0,9998, significando que 99,98 % da variacao
total em torno da média é explicada pela regressao linear. Logo, as solugdes
preparadas, dentro do intervalo especificado apresentaram leituras de absorgcéo
diretamente proporcionais a concentragéo, corroborando com o critério descrito na RE
899/2003 ANVISA, que determina um coeficiente de correlagdo minimo de r =0,99 do

analito, confirmando a linearidade do método.
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5.2.4 Exatidao

A exatidao para o presente método analitico foi determinada através das
quantificacdées de trés concentragdes diferentes, declaradas com valores de baixa,
média e alta concentracdo, cada uma em triplicata e os valores médios obtidos estdo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores da exatiddo em trés niveis de concentracdo de 1,4-naftoquinona.

Concentracao Média da Concentracao Coeficiente de Exatidao
Tedrica Real Variacao (%)
(MMol/L) (MMol/L) (%)

50 51,732 0,165 103,464
250 244,853 0,031 97,943
450 453,714 0,095 100,825

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

A exatidao variou de 97,943 a 103,464%. O intervalo aceitavel é de 80% a
120% da concentragéo teérica do teste, dessa forma, verifica-se que o método é
considerado exato em relacdo as concentracbes analisadas conforme as

especificacdes estabelecidas pela agéncia reguladora (BRASIL, 2003).

5.2.5 Precisao

A repetibilidade (precisao intracorrida) do método foi avaliada a partir da leitura
(n=6) do ponto médio da curva de calibracdo (250 uMol/L); a precisao intermediaria
da mesma forma, porém em dois dias e com analistas distintos. A precisao
interlaboratorial também foi realizada com a leitura do ponto médio, entretanto com o
equipamento UV-1800, UV spectrophotometer, da Shimadzu, pertencente ao
Laboratério de Quimica da Universidade Estadual da Paraiba. Os valores obtidos se

encontram na Tabela 15.
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Tabela 15 - Dados da precisao do método analitico a partir da concentracao de 250

pMMol/L.
Analista Concentracao Média da Coeficiente = Recuperacao
Teorica Concentracao de Variacao (%)
(MMol/L) Real (%)
(MMol/L)
Intracorrida
(analista a)
250 247,040 0,610 98,816
Intermediaria/
Intercorrida
(analista a) 250 247,802 0,183 99,120
(analista a) 250 244,718 0,078 97,887
(analista b) 250 234,286 0,194 93,714
(analista b) 250 242,379 0,059 96,951
Interlaboratorial
(analista a) 250 246,5 0,544 98,6

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

De acordo com os valores observados na Tabela 15 a partir do Coeficiente de
Variagédo (ou também chamado de Desvio Padrao Relativo — DPR), verifica-se que o
mesmo esta abaixo de 5%, valor esse considerado de referéncia pela ANVISA, avalia-
se entdo que o método é preciso, ndo sofrendo influéncia de mudanca de

analista/dia/equipamento.

5.2.6 Robustez

Para a avalicdo da robustez, optou-se pela substituicdo do solvente da
concentracdo teodrica média 250 pMol/L. Na Tabela 16 verificam-se os valores
correspondentes a robustez do método. Nessa etapa, foi utilizada a agua destilada e
observou-se que o CV se apresentou abaixo de 5%, conforme preconiza a RE 899/03,
sendo considerado robusto.

Tabela 16 - Dados da robustez do método analitico a partir da concentragéo de 250

JMol/L.
Solvente Concentracao Média da Coeficiente Recuperacao
Teodrica Concentracao de Variacao (%)
(MMol/L) Real (%)
(uMol/L)
Agua destilada 250 242,40 0,134 96,96

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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5.2.7 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

De acordo com as condi¢cdes experimentais obtidas, os limites de detecgao e
de quantificacdo encontrados foram de 0,5965 uMol/L e de 1,9884 puMol/L,
respectivamente. Estes valores sao de grande importancia para a determinagéo do
farmaco, com exatidao e precisdo, em situagdes em que a concentracao de analito na
amostra possa ser muito baixa, como no caso de ensaios de cinética de dissolugao
(CUNHA-FILHO, et al., 2009). A partir dos resultados obtidos, a espectrofotometria
UV/VIS se mostrou uma técnica linear, especifica, exata, precisa e robusta, de acordo
com os parametros de validagdo (BRASIL, 2003).

5.3 LIBERACAO DO 1,4-NAFTOQUINONA A PARTIR DAS MEMBRANAS DE
QUITOSANA

A liberacéo in vitro do 1,4-naftoquinona a partir das membranas de quitosana
liofilizadas e por evaporacao de solvente foi estudada em solugao tampéo fosfato —
PBS (pH = 7,4), e o meio de liberacdo foi quantificado por medida direta da
absorbancia a 341 nm, feita no UV-Vis. As Figuras 40 e 41 ilustram os valores de
concentracdo em tempos predeterminados, totalizando um ensaio de 360 horas dos
sistemas estudados.

Figura 40 - Grafico da concentracdo de 1,4-naftoquinona liberado a partir das
membranas liofilizadas QN7TO05L, QN7T0O3L, QN7TO1L e QN7L imersas em PBS
durante 14 dias.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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O perfil do comportamento de liberacdo das membranas liofilizadas (Figura 40),
segundo o observado, foi realizado em trés etapas. Para algumas membranas, mais
de trés. E, a ultima etapa, parece ser sempre maior que a precedida, com excecao da
QNT7L, provavelmente por néo ter sido reticulada, ndo conseguindo manter padrao de
liberacao constante e crescente como as demais. Seu pico maximo ocorreu em 72
horas alusivo a 0,41% de fragdo (massa) liberada (491,68 ug). A liberagdo da amostra
QN7TO3L foi mais intensa, ocorrendo em trés momentos, com o Ultimo chegando a
uma concentragao de aproximadamente 234 uMol/L em 336 horas referente a 0,78%
(925,17 pg). As membranas QN7TO1L e QN7TO5L ndo apresentaram liberagéo
superior a QN7TO3L, porém elas deram indicios de que também possuiam
capacidade para liberar a droga em mais etapas, como em um tempo superior a 15
dias.

Figura 41 - Grafico da concentracdo de 1,4-naftoquinona liberado a partir das
membranas liofilizadas QN7TO5E, QN7T03E, QN7TO1E e QN7E imersas em PBS
durante 14 dias.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

A liberacdo do 1,4-naftoquinona das membranas por evaporacédo de solvente
(Figura 41) apresentou um comportamento também em etapas, porém mais irregular
gue as liofilizadas, sem conseguirem alcanc¢ar o valor maximo inicial. Dentre estas, a
gue apresentou melhor desempenho foia QN7T01E, a qual alcangou seu pico maximo
em 144 horas, com concentracdo de 169,89 uMol/L, equivalente a 0,56% de fracao
(massa) liberada (670,55 ug), seguida da QN7TO3E e QN7TO5E, todas com valores
proximos da metade daqueles alcangados pela QN7T0O3L. A membrana com menor
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perfil de liberagao foi a QN7E, semelhante a neutralizada liofilizada (QN7L),
alcangando pico maximo de concentragdo em 72 horas (64,27 pMol/L), com 0,21% de
fracao (massa) liberada (253 ug). Esses comportamentos séo justificados pelo ensaio
de intumescimento, no qual as amostras que tiveram maior intumescimento liberaram
maior quantidade do composto.

Ao se analisar o comportamento da liberacdo do 1,4-naftoquinona, verificou-se
em ambos os tipos de membranas que ndo houve o efeito burst mencionado em outros
estudos (SILVA, 2015; LOPES; VEIGA; MORAES, 2015). Esse efeito € conhecido
como uma alta liberacdo inicial da droga, o que reduz o tempo de vida efetivo do
dispositivo utilizado (HUANG; BRAZEL, 2001).

Em uma outra pesquisa observou-se um efeito burst inicial de 4,384%
provavelmente devido a presenca da droga na superficie polimérica, seguindo-se uma
liberacédo sustentada de 76,74% no decorrer de 28 horas porque a droga, lentamente
se difundiu para superficie através do nucleo, observacdo essa que, pode ter
acontecido nesta pesquisa (GULATI; NAGAICH; SARAF, 2014). Esse comportamento
pode favorecer uma liberagdo sustentada nos curativos, por exemplo, no que tange
ao numero de troca dos mesmos, pois a depender do tempo de liberagao alcangado,
assim como sua concentragdo, essa troca sera reduzida favorecendo a reepitelizagéo
do tecido afetado e acao da substancia, relacionado também ao tempo de degradacao
do polimero.

Esse tempo de liberagéo pode ser regulado aumentando ou diminuindo o grau
de reticulacdo entre as cadeias poliméricas, observando a forma e composi¢do do
polimero ou através da modificacdo da superficie (HUANG; BRAZEL, 2001). A
reticulacado, nesse estudo foi do tipo fisica, realizada com o TPP em concentracoes
baixas, que variaram de 0,1 a 0,5%. Foi possivel identificar que a reticulagao a 0,3%
e 0,1% favoreceram a liberacdo de uma massa maior, mantendo uma concentragéo
quase constante no decorrer das etapas identificadas do ensaio para ambas
metodologias.

O grau de intumescimento (Gl) também deve ser considerado, pois 0 seu grau
maximo ocorrera quando as cadeias poliméricas interagirem com as moléculas do
solvente e se expandirem até alcancgar o estado de solvatagcédo e, de acordo com a
densidade de reticulacdo, a expansao do material ocorrera sofrendo resisténcia até

que o sistema atinja o equilibrio, fato que influencia a cinética de liberagao de farmacos
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em sistemas matriciais. Tal situacdo é dependente da temperatura e do tipo de
solvente utilizado (LANGER; PEPPAS, 2003)

A liberacdo, nesse estudo, foi favorecida pelo grau de intumescimento
alcancado e mantido constante durante o tempo de realizagdo do ensaio,
principalmente no que se refere as membranas liofilizadas. Aquelas obtidas por
evaporacao de solvente também apresentaram um Gl elevado, mas inferior as
liofilizadas, e com comportamento irregular (semelhante a etapas ou fases) e isso se
refletiu na liberacdo, sendo essa ultima também inferior a amostra mencionada.

O solvente onde se encontravam as membranas e seu pH também possuem
influéncia no desempenho da liberagéo. A solucao tampao fosfato PBS utilizada nesta
pesquisa apresentou pH de 7,4. Estudos sinalizam que dispositivos poliméricos, a
exemplo da quitosana, em presenca de pH acido sdo mais sensiveis no que se refere
a liberacao, influenciando positivamente nesse processo e no grau de intumescimento
(VAGHANI; PATEL, 2011a; VAGHANI; PATEL, 2011b). Entretanto, o intumescimento
verificado nesta pesquisa, considerando-se seu propdsito, foi satisfatorio e isso tem
relacdo direta com a liberagéo e, quanto a essa ultima, o pH 7,4 pareceu nao favorecer
o efeito burstja comentado e, possivelmente manteve a liberagdo sustentada por mais
tempo, mesmo que as concentragdes ndo tenham sido tao elevadas. E provavel que
as ligagdes quimicas entre os grupos funcionais da quitosana e do 1,4-naftoquinona
também possam explicar essa situagcéo ou a propria dificuldade de afinidade deste
composto com 0 meio aquoso, visto ser hidrofébico. Estudos semelhantes a esse ja
foram reportados (KHLIBSUWAN et al., 2017; TAMANNA; BULITTA; YU, 2015).

Sugere-se que 0 comportamento da liberagdo do 1,4-naftoquinona de ambos
0s conjuntos de membranas possa ser explicado pelo tipo de sistema que foi utilizado,
neste caso o0 maitricial. Nesse sistema acredita-se que o0 composto esteja
homogeneamente disperso na matriz polimérica de quitosana e, para ser liberado séo
necessarios processos que incluem a penetragdo de dgua na matriz, promovendo 0
intumescimento, a difusdo do composto pelos poros dessa matriz e por fim, a
erosao/degradacao do polimero, inclusive alguns desses processos podem ocorrer
simultaneamente (KIM et al., 2009). Um esquema ilustrativo pode ser observado a

partir da Figura 42.
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Figura 42 - Desenho esquematico da distribuicdo do 1,4-naftoquinona na membrana
de quitosana seguida do processo difusional apés o contato com a solugéo, neste
caso, PBS.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Nessa pesquisa foram observadas tais caracteristicas, porém de forma distinta
entre as liofilizadas e as por evaporacdo de solvente, que possivelmente
determinaram as diferengas entre as intensidades de liberacédo identificadas. Nas
primeiras, devido ao processo de liofilizacao se desenvolver com um congelamento
brusco prévio, ndo ha tempo habil para uma organizagdo molecular, de forma que
esse desordenamento proporciona uma facilitacao no processo de difusao, enquanto
que naquelas por evaporagdo de solvente, o processo de formacdo da matriz de
quitosana se desenvolve mais lentamente, com tempo para uma ordenag¢ao molecular

e isso dificulta o processo de difusao, conforme ilustrado na Figura 43.
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Figura 43 - Desenho esquemético da organizagdo molecular de ambos os tipos de
membrana, liofilizada e por evaporacao de solvente.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

O tipo de polimero hidrofilico escolhido e a quantidade na elaboragéo da matriz
€ de suma importancia na obtencdo de uma combinacdo adequada dos mecanismos
mencionados. A sua compreensao esta relacionada a possibilidade de modulacao e
controle mais efetivo na liberacédo dos farmacos (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

E interessante ressaltar que as membranas liofilizadas, as quais apresentaram
um comportamento de liberagao mais semelhante entre si € mais elevado em relagao
aquelas por evaporagao de solvente, apesar da concentragdo do 1,4-naftoquinona
ndo representar uma parcela consideravel em relacdo ao quantitativo inicial
incorporado (750 pMol/L), foi reportado por Kayashima et al.,, (2009) que a
concentracado de 100 pMol foi efetiva na agdo anti-angiogénica (priva a formacéo de
vasos) em experimento com ratos e, na concentracao de 300 uMol apresentou inibicao
significativa no crescimento de células proliferativas do HCT116 (células de cancer de
c6lon humano). O valor maximo alcangado nesse estudo foi de 234 uMol/L, ou seja,

um quantitativo préximo a um valor de referéncia.
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6 CONCLUSOES

e Os espectros de FTIR para os constituintes das membranas analisadas estao
de acordo com o reportado na literatura, a excecao do 1,4-naftoquinona,
utiizado nessa pesquisa, que além dos grupos funcionais caracteristicos,
apresentou o grupo C-O possivelmente relacionada a alguma substancia
encontrada nos 3% de impureza, visto que o 1,4-naftoquinona utilizado
apresentou 97% de pureza;

e Os difratogramas apresentaram picos caracteristicos da quitosana nas
membranas desenvolvidas e, nas membranas com o 1,4-naftoquinona
observou-se o aumento da cristalinidade;

e Na andlise morfologica realizada pela MEV observou-se, nas membranas
liofilizadas, caracteristicas de superficie porosa e, naquelas por evaporagao de
solvente, uma superficie lisa, sem porosidade superficial e homogénea
caracteristica de um material denso;

e Nas andlises de TG/DTG nao foram observadas alteracdes relevantes quando
comparadas as membranas liofilizadas com e sem reticulacao e as obtidas por
evaporagao de solvente nessas mesmas condigoes;

e Ao ensaio de DSC observou-se que os resultados estdo de acordo com o
reportado na literatura, a excecdo da curva exotérmica identificada no 1,4-
naftoquinona, que pode estar relacionada a degradacgéo do grupo funcional C-
O, observada ao FTIR;

¢ No ensaio mecanico de tracao verificou-se que as membranas por evaporagao
de solvente apresentaram resisténcia superior as liofilizadas;

¢ No teste de molhabilidade observou-se que todas as amostras exibiram um
perfil hidrofilico; ja na andlise do grau de intumescimento verificou-se que as
membranas liofilizadas apresentaram um aumento médio da massa média
superior aquelas por evaporacao de solvente, sendo todas acima de 400%;

o Nao foi observada diferenca significativa entre as membranas no que se refere
as solugdes de PBS e PBS/lisozima quanto a degradacdo. Entretanto, as
amostras nao porosas apresentaram degradacao superior as porosas;

e Todas as amostras com 1,4-naftoquinona submetidas ao ensaio de
citotoxicidade apresentaram-se téxicas;
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e No ensaio de liberacao controlada foi possivel evidenciar uma liberacao lenta,
controlada, caracterizada em etapas.

e Diante do exposto, pode-se concluir que as membranas de quitosana
estudadas se apresentam promissoras como curativos para utilizacdo em
sistema de liberagcdo controlada do 1,4-naftoquinona, de acordo com a
finalidade proposta neste trabalho, em particular as membranas liofilizadas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar a permeabilidade a vapor d"agua, visto a existéncia de normas para
elaboracgao de curativos;

e Realizar estudos comparativos com farmacos ja utilizados comercialmente;

e Analisar qual o modelo matematico para a cinética de liberagdo do 1,4-
naftoquinona nas membranas de quitosana melhor se adequa;

e Estudo sobre a eficiéncia das membranas liofilizadas (porosas) contendo 1,4-

naftoquinona in vivo.
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