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RESUMO

A quitosana (QTS), um biopolimero obtido a partir de desacetilacdo
parcial da quitina, tem atraido a atencdo da comunidade cientifica
devido a sua combinagdo Unica de propriedades tais como atividade
antimicrobiana e cicatrizante, capacidade de formar complexos com
metais e baixa toxicidade. O seu efeito antibacteriano esta associado
com a carga positiva dos grupos aminicos, que se podem ligar a
superficie das células bacterianas e interferir com as func¢des normais da
membrana, inibindo o seu crescimento. A quitosana possui muitas
propriedades que sdo vantajosas para cura de feridas como a
biocompatibilidade,  biodegradabilidade, atividade  hemostética,
aceleracdo de cura e propriedades anti-infecgdo. Estes efeitos, no
entanto, s@o ainda maiores quando a quitosana encontra-se na forma de
nanoparticulas (Nano). O objetivo deste trabalho foi produzir
nanoparticulas de quitosana incorporadas com zinco para a avaliagdo da
atividade cicatrizante e antimicrobiana. Para a formacdo das
nanoparticulas, foi utilizado o método de gelificagdo ibnica, que consiste
em adicionar, a temperatura ambiente, uma fase alcalina contendo
tripolifosfato (TPP) em uma fase acida com quitosana. As Nano+Zn
foram obtidas através da adicdo de nitrato de zinco em suspensdo com
nanoparticulas. As particulas foram analisadas através do tamanho,
potencial zeta,  microscopia eletrbnica de transmissdo (MET),
espectroscopia de absorcdo atdmica em chama (FAAS), espectroscopia
de energia dispersiva de raios-X (EDX), espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR) e analise termogravimétrica (TGA). A atividade
antimicrobiana foi avaliada através da determinacdo da concentracédo
inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM)
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus e a cicatrizagdo de
feridas foi estudada em camundongos. Através de um planejamento
fatorial 2° observou-se que as melhores condicdes experimentais para a
producdo de nanoparticulas foram &cido acético 0,1 M, pH 4,4 e razdo
de QTS:TPP de 3:0,8. Com essas condicGes, foram obtidas particulas
com didmetro médio de 76,2 nm e potencial zeta de 32,6 mV. As
melhores condigbes para promover a adsorcdo de zinco as
nanoparticulas foram temperatura ambiente, 8 h de agitacdo e
concentracdo da solucdo de Zn*? de 40 Mg Gnano - O teste de FAAS
revelou que as nanoparticulas incorporaram 84,4% de Zn*?> ou
33,8 Mg Gnano *. Os resultados de EDX, FTIR e TGA comprovaram a
formacéo das nanoparticulas e adsorcdo dos ions metalicos. A atividade



antimicrobiana das Nano foi maior em relagdo a S. aureus, ja que, tanto
a CIM quanto a CBM foram de 5 mg mL™ para as Nano e 8,66 mg mL™
para as Nano+Zn. No 12° dia de tratamento, a reepitelizacdo das feridas
dos camundongos tratados com Nano e Nano+Zn ndo diferiram
significativamente entre si, as reducbes foram de 90,5 e 96,1%,
respectivamente. Este trabalho permite concluir que foi possivel
produzir nanoparticulas de quitosana pelo método de gelificacdo idnica,
com tamanho e potencial zeta desejados, sendo que, o gel composto por
essas particulas apresentou importante acao cicatrizante.

Palavras-chave: quitosana, nanoparticulas, tripolifosfato, atividade
antimicrobiana, cicatrizacdo de feridas.



ABSTRACT

Chitosan (CTS), a biopolymer obtained from partial deacetylation of
chitin, has attracted the scientific community’s attention for its unique
combination of properties such as antibacterial and healing activity,
ability to form metal complexes and low toxicity. Its antibacterial effect
is associated with the positive charge of the amino groups, which can
bind to the bacterial cell surface and interfere with normal functions of
the membrane, inhibiting their growth. Chitosan possess many
properties that are advantageous for wound healing like
biocompatibility, biodegradability, hemostatic activity, healing
acceleration and anti-infection properties. These effects, although, are
even greater when chitosan is in the form of nanoparticles (Nano). The
aim of this work was to produce chitosan nanoparticles incorporated
with zinc (Nano+Zn) to evaluate of the wound healing and antimicrobial
activity. For nanoparticles formation it was used the ionotropic gelation
method that consists in adding, at room temperature, an alkaline phase
with tripolyphosphate (TPP) to an acid phase with chitosan. The
Nano+Zn were obtained by adding of zinc nitrate into chitosan’s
nanosuspensions. The nanoparticles were analyzed by size and zeta
potential, transmission electron microscopy (TEM), atomic absorption
spectroscopy (AAS), energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX),
infrared spectroscopy (FTIR) and thermogravimetric analysis (TG). The
antibacterial activities were evaluated by determination of minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) against Escherichia coli and Staphylococcus aureus and the
wound healing was evaluated in mice. Using a 22 factorial planning, it
was observed that the best experimental conditions for nanoparticles
production were acetic acid 0.1 M, pH 4.4 and ratio of CTS:TPP of
3:0.8. With these conditions, particles were obtained with average
diameter of 76.2 nm, zeta potential of 32.6 mV. The optimum conditions
for promoting the adsorption of zinc to nanoparticles were room
temperature, 8 h of magnetic stirring and solution concentration of Zn*?
of 40 mg nano . The AAS revealed that the nanoparticles incorporated
84.4% Zn™* or 33.8 mg gnano'l. The results of EDX, FTIR and TG proved
the formation of nanoparticles and adsorption of metal ions. The
antimicrobial activity of Nano was higher in relation to S. aureus, since
both the MIC as the MBC were 5 mg mL™ for Nano and 8.66 mg mL™
for Nano+Zn. On the 12th day of treatment, re-epithelialization of
wounds of mice treated with Nano and Nano+Zn did not differ
significantly, the reductions were 90.5 and 96.1%, respectively. This



work showed that it was possible to produce chitosan nanoparticles by
ionic gelation method with desired size and zeta potential, and the gel
composed of these particles have significant healing action.

Keywords: chitosan, nanoparticles, tripolyphosphate, antimicrobial
activity, wound healing.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a nanociéncia e a nanotecnologia sdo consideradas
como um dos mais fascinantes avangos nas tradicionais areas do
conhecimento e constituem um dos principais focos das atividades de
pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em todos o0s paises
industrializados (AOUADA, 2009). Dentre os polimeros naturais, a
quitosana tem sido muito utilizada na producdo de nanoparticulas por
ser um polissacarideo hidrofilico, biocompativel, biodegradavel e de
baixa toxicidade (SINHA et al., 2004) obtido de fonte renovavel e
biodegradavel.

Industrialmente, a quitosana € produzida a partir da
desacetilacdo alcalina ou enzimatica de quitina (OLIVEIRA JUNIOR,
2006) a qual € encontrada nos exoesqueletos de crustaceos, na parede
celular de fungos e em outros materiais biolégicos. O baixo custo de
producdo, a abundancia de matéria-prima e o aproveitamento dos
subprodutos da pesca de crustaceos tornam o processo de producdo de
guitosana ecologicamente interessante e economicamente viavel
(CAMPOS, 2007), ja que, estas carapacas Sd0 rejeitadas por muitas
indUstrias pesqueiras.

Os polimeros quitina e quitosana tém sido bastante estudados
devido ao elevado potencial de aplicacBes em industrias alimenticias,
farmacéuticas, cosméticas, na agricultura e podem também ser utilizados
como agentes floculantes no tratamento de efluentes e como adsorventes
na clarificacdo de dleos (KHOR e LIM, 2003). Ja as nanoparticulas de
quitosana, sdo desenvolvidas principalmente para aplicacdo nas areas
farmacéutica e biomédica como carreadoras de farmacos, devido a sua
capacidade de liberacdo lenta e continua de compostos.

A quitosana apresenta reconhecida propriedade antimicrobiana
(bactericida, bacteriostatica, fungicida e fungistatica) e cicatrizante.
Alguns pesquisadores explicam a atividade antimicrobiana da quitosana
por seus grupos amino que, uma vez em contato com os fluidos
fisiolégicos, provavelmente sdo protonados e se ligam aos grupos
anionicos dos microrganismos, resultando na aglutinagdo das células
microbianas e na inibicdo do crescimento (RAVI KUMAR, 2000).

E reconhecida a atividade antimicrobiana da quitosana tanto
contra bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus, quanto
contra bactérias Gram-negativas como Escherichia coli (QI et al., 2004).
Pela sua versatilidade, este biopolimero é muito utilizado na
conservagdo de carnes (DARMADIJI e 1ZUMIMOTO, 1994), no
recobrimento de feridas (CAMPOS et al., 2006), para a protecdo de
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frutos contra a podriddo parda causada por fungos (LI e YU, 2001),
entre muitas outras aplicacdes.

Quando a quitosana encontra-se na forma de nanoparticulas, sua
atividade antimicrobiana aumenta, pois a maior area superficial e a
densidade de cargas fazem com que as nanoparticulas tenham um maior
grau de interagdo com a superficie de carga negativa das células
bacterianas (SHI et al. 2006), por isso, 0 potencial bactericida e
bacteriostatico das nanoparticulas de quitosana vem sendo explorado
por muitos pesquisadores.

Uma grande variedade de métodos para sintese de
nanoparticulas de quitosana é encontrada na literatura, no entanto, a
gelificacdo ibnica é a técnica mais utilizada por apresentar a vantagem
de que as nanoparticulas sdo obtidas espontaneamente sob condices de
controle amenas que ndo envolvem altas temperaturas, utilizacdo de
solventes organicos ou técnicas de sonicagdo (CALVO et al., 1997).
Este método é baseado no principio simples de que em condicGes acidas
os grupos -NH," da quitosana s&o protonados (-NHs) podendo interagir
com anions, como o tripolifosfato, formando nanoparticulas (LEE et al.,
2001).

O elevado teor de nitrogénio na quitosana, que excede o teor de
7% (p/p), explica a capacidade que este biopolimero possui de se
complexar a ions metdlicos. Em meio &acido, 0s grupos amino
protonados da quitosana sdo capazes de se ligar a anions metalicos
através de mecanismos de troca ibnica. Ja em meio neutro ou levemente
acido, este biopolimero é capaz de adsorver muitos cations como uranio,
cobre, chumbo e zinco (GUIBAL, 2002), sendo este dltimo, um
elemento com considerdvel agdo antimicrobiana e que auxilia na
cicatrizacéo.

Outra importante propriedade bioldgica da quitosana é a sua
capacidade de auxiliar na cicatrizacdo de lesdes. Isto ocorre porque a
quitosana é capaz de ativar os macrofagos, que sdo células que
participam diretamente de toda a resposta do organismo frente a
qualquer estimulo agressor fisico, quimico ou bacteriano (CASTRO et
al., 2004). Quando metais como o zinco sdo adsorvidos a quitosana,
tanto a atividade antimicrobiana quanto a cicatrizante deste polimero
aumentam, ja que o0 zinco € um micronutriente bacteriostatico e
essencial no processo de regeneracédo da pele.

O principal objetivo deste trabalho foi produzir nanoparticulas
de quitosana incorporadas com zinco para a avaliacdo da atividade
cicatrizante e antimicrobiana.
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E os objetivos especificos foram:

- Caracterizar a quitosana in natura quanto ao grau de
desacetilagdo, massa molar, espectroscopia dispersiva de raios-X,
termogravimetria e espectroscopia na regido do infravermelho;

- Testar diferentes razbes de quitosana:tripolifosfato (QTS:TPP)
e avaliar a influéncia no tamanho e potencial zeta das nanoparticulas
obtidas por gelificagdo i6nica;

- Verificar o efeito das varidveis: concentracdo de acido acético,
pH e razdo de QTS:TPP sobre o tamanho e potencial zeta das
nanoparticulas de quitosana;

- Determinar a influéncia do tempo de agitacdo na formacao de
nanoparticulas;

- Examinar a caracterizacdo das nanoparticulas quanto a
morfologia, distribuicdo do potencial zeta, distribuicdo do tamanho,
analise térmica, espectroscopia dispersiva de raios-X e espectroscopia
na regido do infravermelho;

- Estudar a incorporagéo de zinco as nanoparticula de quitosana;

- Analisar a atividade antimicrobiana das nanoparticulas de
quitosana, puras e incorporadas com zinco, em relacdo as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli através do teste de halo,
concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima;

- Auvaliar a acdo cicatrizante das nanoparticulas de quitosana,
puras e incorporadas com zinco, em camundongos.

1.1 Inovagdo tecnoldgica do projeto de pesquisa

Nas ultimas duas décadas, ocorreu uma mudanga de paradigma
dos materiais bioestaveis para os biodegradaveis para aplicacOes
biomédicas. A tendéncia atual prevé que, nos proximos anos, 0s
materiais utilizados para aplicacBes terapéuticas temporarias serdo
substituidos por materiais biodegradaveis que possam ajudar o corpo a
reparar os tecidos danificados (NAIR e LAURENCIN, 2007). Neste
contexto, é importante que se estude a acdo cicatrizante da quitosana, ja
que este polissacarideo € biodegradavel e obtido de fonte abundante e
renovavel.

Os custos dos tratamentos de patologias relacionadas a
deficiéncia cicatricial aumentam a importancia dos estudos em busca de
medicamentos e curativos capazes de interagir com o tecido lesado,
tendo por objetivo acelerar o processo (MENDONCA e COUTINHO-
NETTO, 2009). A atividade antimicrobiana da quitosana também
auxilia no processo de cicatrizagdo, no entanto quando este polimero
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esta associado a metais como 0 zinco, sua agdo antimicrobiana e
cicatrizante aumenta.

Na literatura ha muitos trabalhos a respeito da atividade
cicatrizante e antimicrobiana da quitosana e de seus derivados, no
entanto pouco é encontrado sobre suas nanoparticulas, sendo que,
trabalhos sobre a atividade cicatrizante de nanoparticulas de quitosana
incorporadas com zinco sdo desconhecidos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Nanotecnologia

O conceito original de nanotecnologia envolve a construcdo de
estruturas em escala molecular e a manipulagdo de materiais em uma
escala atdbmica (cerca de dois décimos de um nandmetro). A
nanotecnologia também pode ser definida como o estudo e uso de
estruturas com tamanho entre 1 e 100 nandmetros, sendo que, um
nandmetro é definido como um bilionésimo de metro, ou seja, 10° m.

As pesquisas envolvendo os materiais na escala nanométrica e a
sintese destes materiais através da manipulacdo controlada da sua
microestrutura sdo campos interdisciplinares emergentes (GLEITER,
2000). De acordo com Aouada (2009), a nanotecnologia esta
rapidamente convergindo com a biotecnologia e tecnologia da
informacdo para alterar radicalmente os sistemas da alimentagdo e
agricultura.

Galambeck e Rippel (2004) destacam que a nanotecnologia €
um conjunto de conceitos, conhecimentos e de ferramentas
experimentais que permite um novo nivel de dominio da matéria nas
condicbes ambientes. Com isso, sdo criadas novas estruturas
organizadas a partir da escala molecular, dotadas de propriedades
microscopicas e macroscopicas.

Tém-se buscado métodos para producdo de nanoparticulas que
além de garantir a estabilidade da molécula e a manutencdo de sua
atividade bioldgica, possam formar estruturas estaveis, solveis, com
tamanho e carga favoravel a aplicacdo desejada (REIS et al., 2006).

2.1.1 Nanoparticulas poliméricas

O termo nanoparticula polimérica inclui as nanocapsulas e as
nanoesferas, as quais se diferem entre si segundo a composi¢do e
organizacdo estrutural. As nanocadpsulas sdo constituidas por um
invélucro polimérico disposto ao redor de um nuacleo oleoso, enquanto
gue as nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composicdo, sdo
formadas por uma matriz polimérica, onde a diferenciacdo de nucleo
ndo é observada, trata-se de uma matriz mais homogénea (AOUADA,
2009).

Nanoparticulas poliméricas estdo sendo cada vez mais
investigadas por suas propriedades de liberacdo sustentada e por
alcangar sitios especificos de a¢do de farmacos. Um material que vem se
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destacando e sendo largamente utilizado é a quitosana, um
polissacarideo de alto peso molecular obtido através da desacetilagdo
parcial da quitina, formado por cadeias de monossacarideos unidos por
ligagdes glicosidicas com grupos amino disponiveis para reagdes
(DAMIAN et al., 2005).

Neste trabalho, foi utilizado o biopolimero quitosana para a
obtencdo de nanoparticulas obtidas através de formagdo espontanea
entre a quitosana e um poliénion.

2.2 Quitina e quitosana

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 insolGvel contida na carapaca
dos insetos e passou a chama-la de quitina, sendo este nome derivado da
palavra grega Chiton, que significa carapaga ou caixa protetora (RAVI
KUMAR, 2000). O pesquisador afirmou que se tratava da mesma
substancia encontrada nas plantas, a celulose, no entanto, somente em
1843, Payen detectou que a quitina continha nitrogénio em sua estrutura
e a diferenciou da celulose (ALMEIDA, 2009).

Depois da celulose, a quitina é o biopolimero mais abundante
encontrado na natureza (MOURA, 2008), composto pelos mondmeros
N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina apresentados na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica de D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina.

CH,0H o Cl\izOH o
N\ HO—\———
o TN o
NH, H
éo
\
CHj
D-glicosamina N-acetil-D-glicosamina

A quitina apresenta estrutura cristalina ou amorfa, insoltvel em
agua, solvente organico e em alguns acidos e bases diluidas. Em acidos
minerais concentrados ocorre degradacdo da sua cadeia polimérica. Uma
das poucas alternativas para solubilizar a quitina é empregar uma
solucdo de N,N-dimetil acetamida contendo 5% de cloreto de litio ou
utilizar uma solucéo concentrada a quente de tiocianato de litio, sendo
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que, este polimero precipita com a adi¢cdo de agua, alcool ou acetona
(MATHUR e NARANG, 1990).

Apesar da quitina ser amplamente distribuida na natureza, é
extraida em larga escala do exoesqueleto de crustdceos como caranguejo
e camardo. A quantidade de quitina varia ndo somente no tipo de animal,
mas também nas partes do mesmo. Segundo Peter et al. (2002), as fontes
mundiais de quitina em organismos marinhos estio entre 10° a 10’
toneladas por ano. A Tabela 1 contém fontes naturais de quitina.

Tabela 1 - Ocorréncia natural da quitina.

Animais Marinhos Insetos Microrganismos
Anelideos Escorpido Algas verdes
Moluscos Aranha Levedura (tipo B)

. Fungos arede
Celenterados Brachiopodos celu?ar) (®
Crustaceos Formiga Mycelia Penicilliun

Algas  verdes e

Lagosta Barata magrrons
Siri Besouro Esporos
Camarao Chytridiacce
Camarao graddo Blastocladiaceae
Krill Ascomydes

Fonte: MOURA, 2008.

Os residuos de camarado apresentam de 5 a 7% do seu peso total
composto por quitina (SOARES et al., 2003), enquanto que 0s
exoesqueletos de crustaceos, como o siri, podem apresentar entre 15-
20% (NACZK et al., 2004).

Quitina ndo € comumente encontrada na natureza como
substancia pura, uma vez que esta associada a outros compostos como
proteinas, sais minerais, pigmentos e lipideos (MACHOVA et al.,
1999). Na forma pura, este biopolimero foi identificado apenas nas algas
diatoméaceas Thalassiosira fluviatis e Cyclotella cryptia (ROBERTS,
1992). Portanto, a quitina é um polissacarideo obtido ap6s o emprego de
processos de purificacdo rigorosos, 0s quais removem 0s componentes
indesejados e que também podem provocar modificagbes na sua
estrutura nativa. O principal produto da quitina é a quitosana, que possui
maior valor comercial e propriedades de interesse para &mbito industrial
e para fins de pesquisa.
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A quitosana é um polissacarideo constituido de unidades de N-
acetil-D-glicosamina e D-glicosamina (Figura 1), unidas por ligagcoes [3-
1,4, formando uma longa cadeia linear (CAVALCANTI et al., 2005)
composta de trés grupos funcionais reativos, um grupo amino e dois
grupos hidroxilas primario e secundario nas posi¢Ges dos carbonos C-2,
C-3 e C-6 respectivamente.

E encontrada na natureza, particularmente como constituinte da
parede celular de alguns fungos especialmente nas espécies do género
Mucor (DAMIAN et al., 2005), mas também pode ser obtida
industrialmente através da hidrolise alcalina (SORLIER et al., 2003) ou
hidrélise enzimética (OLIVEIRA JUNIOR, 2006) dos grupos N-acetil-
D-glicosamina (N-desacetilacdo) da quitina.

Quitina e quitosana diferem quanto a proporcao relativa dessas
unidades monoméricas e podem ser distinguidas por suas solubilidades
em solucdo aquosa de acido acético 1% (v/v) (OLIVEIRA JUNIOR,
2006). A quitina, contendo um ntmero > 40% de N-acetil-D-
glicosamina (Fa>0.4) ¢ insolavel, visto que os polimeros soliveis sdo
chamados de quitosana (PETER, 2002). Na Figura 2 é apresentada a
estrutura quimica da quitina e quitosana, onde a quitina possui uma
fragdo molar dos grupos N-acetil-D-glicosamina (F,) de 0,75 e a
quitosana possui Fa de 0,25.

Figura 2 - Estrutura quimica da quitina e quitosana.

CH3 CHy
éO (o]
P
CH;0H NH CHZCIH FI{H
o o HO- -0 HO o
HO e 0 Ho 0 o
NH CH30H NH, CH40H
éo
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CHj Quitina
Desacetilagdo
alcalina ou
enzimatica
v CHy
o
. CH,0H NH; CH50 NH
-0 (o] HO — 0 HO o
HO- o g M’OH‘ g
NH; CH,OH Hz CH,0H
Quitosana

Fonte: OLIVEIRA JUNIOR, 2006.
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2.3 Processo de obtencdo da quitosana

A principio, a hidrélise dos grupos acetamida da quitina pode
ser alcangada em meio acido ou alcalino, mas a primeira condi¢do néo é
empregada devido a susceptibilidade das ligacGes glicosidicas a
hidrélise acida. De fato, mesmo quando realizada em meio alcalino, a
desacetilacdo da quitina raramente é completa, pois quitosanas séo
obtidas quando a extensdo da reacdo atinge cerca de 60% (ou mais) e 0
prolongamento da reacdo, que gera produtos mais completamente
desacetilados, também provoca severa degradacdo das cadeias
poliméricas (MATHUR e NARANG, 1990).

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

O processo de obten¢éo da quitosana € iniciado pelo isolamento
da quitina que ocorre em duas etapas: inicialmente, minerais como
carbonato e fosfato de célcio sdo solubilizados usando &cido cloridrico,
apos, as proteinas sdo removidas pelo tratamento com uma solucéo de
hidroxido de sédio diluido e, ap6s lavagem e secagem, é obtido um
material em forma de flocos. Finalmente, a quitosana é obtida ap6s o
aquecimento da quitina com uma solucéo concentrada de hidréxido de
sodio que hidrolisa os grupos N-cetil. Em alguns casos deve ser
realizado o processo de descoloracdo, com a utilizacdo de solventes
organicos. O rendimento, a qualidade e as propriedades da quitosana sao
fortemente dependentes do controle de cada etapa (HIGUCHI, 2002).

De acordo com Ravi Kumar (2000), a quitina desacetilada em
40% de NaOH a 120°C durante 3 h possibilita a obtencdo de uma
quitosana com grau de desacetilacdo de 70%.

Segundo Arruda (1999), a obtencdo de padrdes de quitosana é
um problema porque a variabilidade da matéria-prima e dos processos
utilizados é muito grande. Os lotes obtidos pelo mesmo processo, nas
mesmas condi¢fes de desacetilagdo mostram diferengas no grau de
polimerizacdo, na viscosidade e na reatividade quimica, devido a
desacetilacdo aleatdria.

Um aspecto importante na utilizagdo de quitosana diz respeito a
sua producdo a partir da quitina. Esta deve ser realizada de forma
adequada, de maneira que garanta, ao final do processo, a obtencéo de
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quitosana com alto grau de pureza, sobretudo isenta de contaminantes,
como proteinas, endotoxinas e metais toxicos (KHOR, 2002).

Como o processo de obtencdo da quitosana é muito variavel, o
polimero obtido deve ser caracterizado adequadamente quanto a massa
molar, grau de acetilacéo e distribuicdo deste grupo ao longo da cadeia
polimérica. Estas  caracteristicas  podem influenciar  na
biodegradabilidade do mesmo, principalmente na acessibilidade
enzimatica, influenciando a hidrdlise do polissacarideo (COSTA SILVA
et al., 2006).

2.4 Propriedades fisicas e quimicas da quitosana

As propriedades fisico-quimicas da quitosana frequentemente
mais analisadas s@o o grau de desacetilagdo, massa molar, viscosidade e
grau de polimerizacdo (MILIOLI, 2011). A é&rea de aplicacdo deste
polimero depende, principalmente, deste conjunto de propriedades.

Comparada a muitos outros polimeros naturais, a quitosana tem
a vantagem de possuir carga positiva, 0 que confere a mesma
propriedade de mucoadesividade (AGNIHOTRI et al., 2004). Em
solucdes aquosas de acidos diluidos, a quitosana adquire maior nimero
de cargas positivas devido a protonagdo dos grupos amino de suas
cadeias e passa a exibir o comportamento de um polieletrolito catiénico
(RINAUDO et al., 1999). Devido a esse comportamento é possivel
utilizar a quitosana nas mais diversas formas: como membranas, esferas,
microesferas e até mesmo géis, ja que apresenta carater higroscopico,
sendo capaz de absorver até 400% da sua massa inicial em meio aquoso
(CAMPQS, 2007).

A quitosana apresenta caracteristicas como um grande ndmero
de grupos hidroxila e amino reativos em sua estrutura, permitindo o
acoplamento de ligantes, alta biodegradabilidade e grande afinidade por
metais pesados, que justificam seu uso para fins farmacoldgicos,
biomédicos, alimenticios, na agricultura e no tratamento de agua e
esgoto (KURITA, 1998). Sua capacidade de complexacdo com diversos
fons metélicos possibilita sua utilizagdo em processos de remocéo de
zinco, prata, cadmio, mercario, chumbo, niquel e cromo que se encontre
em niveis acima dos limites de tolerancia e/ou permitidos (RESENDE,
2007).
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2.4.1 Grau de desacetilagdo

A medida do grau de desacetilagdo (GD) auxilia na defini¢do do
polimero como quitina ou quitosana. Quando o grau de desacetilacdo da
quitina atinge cerca de 50%, torna-se solivel em solucdo aquosa acida e
é chamada de quitosana (RINAUDO, 2006).

Quitosanas comerciais possuem, geralmente, grau de
desacetilacdo variando de 66 a 95% (AGNIHOTRI et al., 2004). Como
muitas das propriedades deste polissacarideo estdo intimamente
relacionadas a este parametro, torna-se imprescindivel a determinacdo
do mesmo para o conhecimento do teor de grupos N-desacetilados e,
consequentemente, de grupos -NH, presentes na cadeia polimérica das
amostras de quitosana.

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para medir o grau de
desacetilacdo da quitosana, tais como: titulagdo condutométrica e
potenciométrica (LAUS et al., 2010), analise elementar (ANTONINO,
2007), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 'H) e de carbono (RMN **C) (GARCIA et al., 2008),
espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (ROSA, 2009),
cromatografia gasosa (DAMIAN et al.,, 2005), cromatografia de
permeacdo em gel, titulagdo potenciométrica (OLIVEIRA JUNIOR,
2006), entre outras.

2.4.2 Massa molar

Assim como o grau de desacetilacdo, a massa molecular da
guitosana é bastante variavel e depende diretamente da origem e do
processamento da quitina. A distribuicdo de massa molar é influenciada
por varios parametros, tais como: tempo, temperatura, concentracdo dos
reagentes e condicdes atmosféricas empregadas na reacdo de
desacetilacdo da quitina. A massa molecular da quitina natural é
frequentemente maior que 1000 kDa, enquanto que a da quitosana
comercial fica em torno de 100 kDa, dependendo das condi¢des de
producdo (GOMES, 2007).

Na literatura sdo encontrados diferentes métodos para a
caracterizar a massa molar da quitosana como cromatografia de
permeacdo em gel (METHACANON et al., 2003), cromatografia de
exclusdo por tamanho (NGUYEN et al., 2009) e viscosimetria capilar
(CANELLA e GARCIA, 2001). Sendo esta Ultima, uma das técnicas
mais utilizadas para determinar a massa molar de polimeros em solugdes
diluidas, pois ndo exige uma aparelhagem complexa e de alto custo.
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De acordo com Rinaudo (2006), a maior dificuldade encontrada
em quantificar a massa molar da quitosana refere-se a solubilidade da
amostra e a dissociagdo de agregados frequentemente presentes em
solucdes de polissacarideos. Para evitar este tipo de problema, Rinaudo
et al. (1993) propuseram a utilizacdo de uma solucdo tampédo com 0,2
mol L™ de acetato de sédio e 0,3 mol L™ de 4cido acético (pH ~ 4,5) e
relataram que ndo tiveram nenhuma evidéncia de agregacdo com este
solvente.

A importancia da massa molecular é demonstrada em varios
estudos que focalizam a aplicagdo farmacéutica da quitosana. Pesquisas
mostram que, para esta finalidade, torna-se interessante o
desenvolvimento de polimeros de baixa massa molecular (SATO et al.,
2001).

Zheng e Zhu (2003) demonstraram que a massa molar da
quitosana influencia na sua atividade antimicrobiana. Contra bactérias
Gram-positivas, a atividade aumenta quanto maior a massa molar,
enquanto que, para bactérias Gram-negativas, quanto menor a massa
molar do polimero, maior a atividade antimicrobiana. Esses resultados
sugerem que os efeitos da quitosana sdo distintos nos dois tipos de
bactérias: no caso das Gram-positivas, a hipotese é de que quitosana de
alta massa molecular forma peliculas ao redor da célula que acabam por
inibir a absorcdo de nutrientes, enquanto que quitosana de baixa massa
molecular penetra mais facilmente em bactérias Gram-negativas,
causando distlrbios no metabolismo desses microrganismos.

Gan et al. (2005) e Ing et al. (2012) avaliaram a influéncia da
massa molar da quitosana no tamanho de suas nanoparticulas, obtidas
pelo método de gelificacdo idnica com tripolifosfato, e observaram que
o tamanho das particulas formadas com polimeros de baixa, média e alta
massa molar cresceu significativamente com o aumento da massa molar.

2.4.3 Solubilidade

A solubilidade da quitosana esta relacionada com a quantidade
de grupos amino protonados na cadeia polimérica. Quanto maior a
guantidade destes grupos, maior a repulsdo eletrostatica entre as cadeias
e também maior a solvatacdo em agua (SANTOS et al., 2003). O grau
de protonacgdo pode ser determinado pela variagdo da concentracdo de
quitosana. Para uma dada concentracdo de &cido, o grau de protonagéo
depende do pK do &cido usado para solubilizar a quitosana (RINAUDO
etal., 1999).
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A quitosana é soltvel em solugbes acidas como de &cido
cloridrico, acido acético e &cido férmico, sendo sua solubilidade
dependente da forca i6nica do meio, do pH, do grau de desacetilacdo da
quitosana e da sua massa molar média, portanto, essas caracteristicas
devem ser previamente determinadas para seu uso como biomaterial
(BERGER et al., 2004).

Por tratar-se de um polimero catiénico, em condi¢es de pH
neutro e alcalino, apresenta grupamentos amino livres sendo, desta
forma, insolivel em &gua. Em meio acido, os grupamentos amino
podem ser protonados, tornando o polissacarideo soltvel na faixa de pH
entre 2,0 e 6,0 (GOMES, 2007). A alcalinizacdo da solucdo aquosa de
quitosana a valores de pH superiores a 6,2 sistematicamente leva a
formacdo de precipitados gelificados (SORLIER et al., 2003).
Usualmente solucbes aquosas de acido acético entre 1 e 3% séo
utilizadas para solubilizar o polimero.

2.5 Propriedades biol6gicas da quitosana

A quitosana possui reconhecida atividade cicatrizante e
antibacteriana. Este biopolimero tem baixa toxicidade e é seguro ao ser
humano, sendo que, sua toxicidade é evidenciada apenas quanto €
empregado como suplemento alimentar por longos periodos de tempo e
esta relacionado com o bloqueio da absorcdo de calcio e vitaminas
lipossoluveis, podendo causar disfungBes Osseas, deficiéncia vitaminica
e retardo do crescimento (COSTA SILVA et al., 2006).

2.5.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana da quitosana e seus derivados foi
descoberta por Allan e Hadwiger (1979) que observaram o efeito
fungicida dos biopolimeros em diferentes classes de fungos. Neste
contexto, a atividade antimicrobiana de quitina, quitosana e seus
derivados contra diferentes grupos de microorganismos como bactérias,
leveduras e fungos vém recebendo consideravel atengéo.

Vaérios estudos tém demonstrado que a carga superficial da
guitosana muda drasticamente em funcdo do pH da solucdo em que é
imersa, gerando uma carga positiva que ataca a parede celular dos
microrganismos. Quando os grupos amino da quitosana entram em
contato com os fluidos fisiolégicos, provavelmente sdo protonados e se
ligam a grupos anidnicos dos microrganismos, resultando na aglutinagdo
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das células microbianas e inibicdo do crescimento (RAVI KUMAR,
2000).

De acordo com Jung et al. (1999), a atividade antimicrobiana da
quitosana pode ser resumida em dois principais mecanismos: a natureza
catibnica da quitosana, que favorece ligagdes com o 4cido sialico nos
fosfolipidios restringindo 0 movimento de substancias microbioldgicas;
e a penetracdo através da parede celular que impede a transcri¢cdo do
DNA em RNA. Ou seja, a atividade antimicrobiana se da por interacdo
dos grupos amino livres da cadeia polimérica da quitosana.

Como a quitosana exibe atividade antimicrobiana contra a
maioria dos fungos filamentosos causadores de doencas alimentares
(RHOADES e ROLLER, 2000), é indicada como coadjuvante no
processamento em industrias alimenticias, sendo muito utilizada como
revestimento de origem natural para alimentos.

Inimeros estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar
a atividade antimicrobiana de quitina, quitosana e seus derivados contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A Tabela 2 contém a
Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) de quitosana necessaria para
inibir o crescimento de algumas bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

Tabela 2 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de quitosana contra bactérias.

Bactéria Reacdo de Gram CIM (ug mL™)
Agrobacterium - 100
tumefaciens
Bacillus cereus + 1000
Corynebacterium + 10
michiganence
Erwinia sp. - 500
Erwinia carotovora - 200
subsp.

Escherichia coli - 20
Klebsiella pneumoniae - 700
Micrococcus luteus + 20

Pseudomonas - 500
fluorescens

Staphylococcus aureus + 20

Xanthomonas - 500
campestris

Fonte: RABEA et al., 2003.
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Na Tabela 2 pode-se observar o quanto a atividade
antibacteriana da quitosana muda de acordo com a bactéria estudada ja
gue este mecanismo esta intimamente relacionado as propriedades
fisico-quimicas do polimero e as caracteristicas da membrana do
microrganismo (COSTA SILVA et al., 2006).

Micrografias eletronicas realizadas por Qi et al. (2004) em
Staphylococcus aureus e Escherichia coli na presenca de quitosana
mostram que a membrana do S. aureus foi enfraquecida ou até mesmo
fragmentada, enquanto que o citoplasma da E. coli foi concentrado e o
intersticio da célula foi ampliado. De acordo com Wang (1992), altas
concentracdes de quitosana (1-1,5% p/v) sdo necessarias para se obter
completa inativagdo de S. aureus depois de 2 dias de incubagdo em pH
de 5,5 e 6,5. Em relagdo a E. coli, o autor observou que a bactéria teve
seu crescimento completamente inibido depois de 2 dias de incubaco
na concentragdo de 1% (p/v) de quitosana em pH 5,5.

Em estudos sobre conservagéo de carne, Darmadji e lzumimoto
(1994) notaram que a concentracdo de 0,01% (p/v) de quitosana (Fa
0,15) inibiu o crescimento de bactérias como Pseudomonas fragi, B.
subtilis, E. coli e S. aureus. Ja Simpson et al. (1997) observaram que
somente 0,0075% (p/v) de quitosana (Fa 0,075) foi necessario para
inibir completamente o crescimento de diversas bactérias, entre elas E.
coli, em camardes crus. Os resultados mostram que a quitosana é
eficiente no combate a contaminacdo microbiol6gica de alimentos,
sendo que, quanto menor o grau de acetilagdo do biopolimero, maior é a
sua atividade antibacteriana.

A quitosana tem sido amplamente utilizada no campo
biomédico devido ao seu efeito bacteriostatico. Campos et al. (2006)
investigaram a atividade antibacteriana de solugdes com diferentes
concentracdes de quitosana (0,5, 1 e 1,5% p/v), contra a bactéria E. coli,
em recobrimento de feridas e constataram que todas as solucGes
apresentaram o efeito inibitério no crescimento da bactéria, sendo que,
guanto maior a concentracdo do biopolimero, maior a acdo
antibacteriana.

Os diferentes resultados obtidos nos estudos de atividade
antibacteriana da quitosana mostram que este polissacarideo apresenta o
poder de inibir tanto o crescimento das bactérias Gram-negativas quanto
das Gram-positivas, com sucesso. E € devido a isto, que cada vez mais a
quitosana vem sendo empregada no combate a estes dois tipos de
bactérias.
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2.5.2 Cicatrizagéo de tecidos

A cicatrizagdo € um processo biolégico dinamico de reparacdo
de injurias causadas ao organismo que abrange uma vasta gama de
processos celulares, moleculares, fisioldgicos e bioldgicos. Entre os
polimeros naturais mais estudados para a regeneracdo da pele estdo os
alginatos, a quitosana, o acido hialurénico, a celulose, o colageno, a
gelatina e seus derivados. Esses polimeros podem ser usados como
agentes gelificantes, excipientes para dar consisténcia a cremes, matrizes
em adesivos, curativos tipo esponja, géis, membranas e adesivos em
sistemas de liberagdo transdérmica (SILVA et al., 2008).

Géis poliméricos tém sido extensamente empregados como
curativos porque possuem a capacidade de proteger as feridas de
infeccOes secundarias e proporcionar um ambiente hidratado que auxilia
no processo de cura. Outra vantagem do uso de gel € que este material
pode ser removido da lesdo sem causar trauma (YANG et al., 2010).
Segundo Alemdaroglu et al. (2006), géis a base de quitosana atuam
como curativos ideais jA que este polimero é biocompativel,
biodegradavel, hemostatico, anti-infeccioso e que acelera a cicatrizacdo
de feridas.

O processo de cura da lesdo cutanea tem sido convenientemente
dividido em trés fases que se sobrepdem de forma continua e temporal:
inflamatdria, proliferativa e de remodelagem. Cada fase apresenta uma
célula ou substancia caracteristica sem a qual o processo nao evolui
normalmente.

2.5.2.1 Fase inflamatoéria

Ap6s a ocorréncia do ferimento, inicia-se 0 extravasamento
sanguineo que preenche a area lesada com plasma e elementos celulares,
principalmente plaquetas. A agregacdo plaquetéria e a coagulacdo
sanguinea geram um tampdo, rico em fibrina, que além de restabelecer a
hemostasia e formar uma barreira contra a invasdo de microrganismos,
organiza matriz provisdria necessaria para a migragao celular. Essa
matriz servird também, como reservatério de citocinas e fatores de
crescimento que serdo liberados durante as fases seguintes do processo
cicatricial (EMENIG et al., 2007)

Os corpos estranhos, que sdo introduzidos nas feridas durante
uma lesdo, causam respostas inflamatorias, atrasando a cura e podendo
levar até a formacdo de granulomas ou abscessos (BOATENG et al.,
2008). A quitosana auxilia no processo anti-infeccioso, pois possui
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propriedade imunomoduladora que ocorre devido a sua capacidade de
ativar quase que exclusivamente os macrofagos.

Macréfagos sdo células que, apds o contato com um agente
agressor, liberam citocinas e mediadores pro-inflamatérios, intervindo
em defesa do organismo contra infeccdes. As citocinas fornecem sinais
celulares indispenséaveis durante o processo de cicatrizagdo, sendo que,
em feridas de pacientes diabéticos, ha deficiéncia destas proteinas
(WANG et al., 2008).

Além da fungdo de fagocitar microrganismos, fragmentos
celulares e corpos estranhos, as células inflamatdrias produzem fatores
de crescimento, que preparam a ferida para a fase proliferativa, quando
fibroblastos e células endoteliais também ser@o necessarios
(MENDONCA e COUTINHO-NETTO, 2009).

2.5.2.2 Fase proliferativa

A proliferacdo é a fase responsavel pelo fechamento da lesdo
propriamente dito, se inicia em torno de 48 h apés a lesdo e tem duragdo
de aproximadamente de trés semanas (GARCIA, 2011). Esta fase
compreende: reepitelizacdo com a movimentacdo das células epiteliais
oriundas tanto da margem como de apéndices epidérmicos localizados
no centro da lesdo; fibroplasia e angiogénese, que compdem o chamado
tecido de granulacdo responsavel pela ocupacdo do tecido lesionado
cerca de quatro dias apds a lesdo. Os fibroblastos produzem a nova
matriz extracelular necessaria ao crescimento celular enquanto os novos
vasos sanguineos carreiam o0Oxigénio e nutrientes necessarios ao
metabolismo celular local (MENDONGCA e COUTINHO-NETTO,
2009).

O tecido de granulacéo ao se contrair, retrai as bordas da ferida
de pele para o centro da ferida permitindo que a area a ser reepitelizada
se torne menor. Quando a granulagdo é excessiva, ocorre um
retardamento da cicatrizacdo. A prevencdo pode ser obtida pelo
favorecimento de uma cicatrizacdo subcrostal, sendo que a formacéo da
crosta em feridas ndo exsudativa favorece o processo de cicatrizagdo
(EURIDES, 1995/1996).

A quitosana possui a capacidade de estimular a formacao
adequada de tecido de granulagdo, acompanhada por angiogénese e
regular a deposicdo de fibras finas de coladgenos (MUZZARELLLI,
2009). Este polimero auxilia no processo proliferativo, pois ativa os
macrofagos os quais liberam interleucina-1, que estimulam a
proliferagdo de fibroblastos e influencia a estrutura do colageno. Os
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macréfagos liberam também N-acetilglicosaminidase, que hidrolisa a
quitosana em mondmeros de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina,
gue sdo unidades de aguUcares necessarias a biossintese do acido
hialurbnico e outros componentes da matriz extracelular pelos
fibroblastos (COSTA SILVA et al., 2006). Todas estas propriedades, em
conjunto, fazem com que a quitosana auxilie na reparacdo ideal das
lesbes epidérmicas.

2.5.2.3 Fase de remodelacgéo

Nessa fase do processo de cicatrizagdo, também chamada de
maturacgdo, ocorre uma tentativa de recuperacdo da estrutura tecidual
normal. Esta fase é marcada por maturacdo dos elementos e alteracdes
na matriz extracelular, ocorrendo o depdsito de proteoglicanos e
colageno. Depois de trés semanas de lesdo, ha equilibrio entre a sintese e
a degradacdo de colageno, comecando a remodelacdo da ferida, sendo
que, a resolucdo deste processo em lesdes crénicas pode estender-se por
anos (GARCIA, 2011).

De acordo com Alemdaroglu et al. (2006), a quitosana também
auxilia da fase de remodelacdo jd que aumenta as funcbes de células
inflamatorias tais como os leucécitos polimorfonucleares, macrofagos e
fibroblastos, promovendo assim, a granulacéo e organizacéo das células
durante o processo de epitelizagéo.

Em sua revisdo, Ravi Kumar (2000) reporta que, em células
tratadas com quitosana, had aumento da atividade da lisozima
extracelular, o que estimula a formacéo de tecido conjuntivo. O autor
descreve que lesdes tratadas com este biopolimero apresentam menor
grau de fibroplasia, favorecendo a reepitelizagdo com formacdo de
cicatriz lisa.

Pelo fato de a lisozima hidrolisar a quitosana em seus
mondmeros, este polissacarideo se torna biodegradavel e biocompativel
com o tecido humano. Essas caracteristicas, associadas a sua baixa
toxicidade, estdo sendo exploradas no desenvolvimento de biomateriais
comerciais, para tratamento de lesdes, como por exemplo, o curativo
hidrocoléide Tegasorb® da 3M, feito a base de quitosana utilizado na
regeneracao de feridas crénicas (MUZZARELLI, 2009).

2.6 AplicacBes da quitosana e suas nanoparticulas

Por se tratar de um polimero natural, biodegradavel,
extremamente abundante e com baixa toxicidade, a quitosana tem sido
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proposta como um material potencialmente atraente para usos diversos,
principalmente nas indUstrias de alimentos e farmacéuticas. A Tabela 3
apresenta algumas aplica¢des da quitosana em diferentes areas.

Tabela 3 - Algumas aplicagBes da quitosana nas areas industrial, da saide e
nutricional.

Industrial Saude/Nutricional
Purificacdo de agua residual Agente absorvedor de gordura
de industrias
Estabilizante de gordura em Regeneracdo de ferimentos
preparacdes de alimentos
Estabilizante de aromas Antiacido
Reserva de troca idnica Auxiliar no controle de pressao
arterial
Aditivos de cosméticos e Regenerador de estrutura dssea
Xampus
Adsorventes na remocéo de Reducéo do nivel de &cido Urico
metais e corantes téxteis
Protecéo bactericida de Bactericida/Antiviral
sementes
Estabilizante de frutas e Inibe a formacdo de placas
verduras pereciveis dentérias bacterianas
Agente imobilizante de Membranas artificiais

microrganismos
Fonte: MILIOLI, 2011.

Desde 1996, o emprego de membranas de quitosana para
purificacdo de biomoléculas vem sendo estudado visando a recuperacéo
e purificacdo de proteinas ja que este polimero é altamente hidrofilico,
possui excelente habilidade de formacédo de filmes, alta reatividade, alta
capacidade de adsorcdo protéica e também baixo custo (YANG et al.,
2002).

Devido a sua versatilidade, a quitosana pode ser utilizada como
agente floculante no tratamento de &guas e esgostos. Segundo estudos
realizados por Zeng et al. (2008), a utilizacdo de floculantes feitos a
partir de quitosana reduz mais (7-34%) os custos em tratamentos de
agua do que o uso de floculantes tradicionalmente utilizados como
policloreto de aluminio. O emprego de quitosana é mais atraente
economicamente ja que é um biopolimero encontrado naturalmente no
exoesqueleto de crustaceos, trazendo também beneficios ambientais.
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A presenga de metais pesados no ambiente é de grande
preocupacdo devido a sua toxicidade e bioacumulacéo. A quitosana vem
sendo amplamente utilizada para a absorcdo de ions metalicos de
efluentes devido a sua capacidade em formar complexos com estes ions
(VIEIRA, 2008).

A aprovacéo pelo FDA (Food and Drug Administration) de seu
uso como ingrediente para produtos de beleza (pele e cabelo) tem
também aumentado o interesse industrial por este material (BEPPU,
1999). Boriwanwattanarak et al. (2008) desenvolveram um hidrogel a
base de quitosana para aplicagdo em cosméticos e observaram que nédo
houve irritacdo da pele dos voluntarios apds a sua aplica¢do, o que
indica que este biopolimero ndo é tdéxico e pode ser utilizado em
produtos transdérmicos.

Yeh et al. (2009) avaliaram a utilizagdo de membranas de
quitosana como substituto de membranas amni6ticas no tratamento de
distarbios da superficie ocular, e concluiram que o polimero tem
potencial para ser um biomaterial adequado para o tratamento destes
distrbios por apresentar vantagens bioldgicas tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedade de auxiliar na
cicatrizagdo.

E reportada na literatura, a potente acio analgésica topica tanto
da quitina quanto da quitosana. Estudos realizados por Okamoto et al.
(2002) mostram que o principal efeito analgésico da quitosana é
decorrente da captura de hidrogénios acidos liberados no local da
inflamac&o pela ionizag&o do grupo aminico a NHs".

Muitos pesquisadores reportam a utilizacdo de produtos a base
de quitosana para a regeneracdo de tecidos como: peles artificiais (MA
et al., 2003), hidrogéis (YANG et al., 2010), fibras (UENO et al., 1999),
filmes (ANTONOV et al., 2008), esponjas (WANG et al., 2008) e
curativos (ISHIHARA et al., 2002) devido a sua capacidade de auxiliar
no combate a infecgoes.

Na area farmacéutica, a quitosana vem sendo utilizada como um
excipiente para modificar a liberacdo de farmacos em formulagdes de
administragdo oral, nasal, transdérmica e topica. As nanoparticulas de
quitosana também se destacam nas areas farmacéuticas e biomédicas
como carreadoras de farmacos, formando um sistema de liberacdo lento
e continuo para a veiculacdo de proteinas (WANG et al., 2007), vacinas
(VILA, 2004), genes (GAN et al., 2005) e insulina (AZEVEDO et al.,
2010).
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Na area odontolégica, nanoparticulas de quitosana vém sendo
incorporadas a cimentos endodonticos com a finalidade de aumentar a
atividade antimicrobiana destes materiais (BLANCO, 2011).

2.7 Métodos para obtencdo de nanoparticulas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana tém vantagem sobre as outras
particulas em desenvolvimento por sua capacidade de controlar a
liberacdo de agentes ativos e evitar o uso de solventes perigosos durante
a preparacdo destas nanoparticulas, devido a sua solubilidade em
solucdo acida aquosa (WILSON et al., 2010).

Uma grande variedade de métodos para sintese de
nanoparticulas de quitosana € encontrada na literatura como
polimerizacdo em molde (AOUADA, 2009), gelificagdo idnica (FAN et
al., 2012; NASTI et al., 2009), sintese com carboximetilcelulose (CUI e
MUMPER, 2001), formulagdes que utilizam glutaraldeido (LIU et al.,
2005), emulsdo (JIN et al.,, 2011), sintese com alginato (GUPTA e
KARAR, 2011), coacervacdo (MAO et al., 2001) e micelar reverso
(KAFSHGARI et al., 2012).

Com os diferentes métodos para obtencéo de nanoparticulas, 0s
tamanhos das particulas de quitosana-TPP encontrados na literatura séo
bastante varidveis, entretanto, a maior parte dos trabalhos apresenta
tamanhos maiores do que 100 nm. A obtencdo de nanoparticulas de
guitosana com tamanhos menores é um ramo em crescimento e merece
atencdo no campo da nanotecnologia.

Nos Ultimos anos, muitos métodos para a sintese de
nanoparticulas de quitosana tém sido desenvolvidos, entretanto, uma das
técnicas mais utilizadas é a gelificagdo idnica (AGNIHOTRI et al.,
2004) a qual foi empregada neste trabalho.

2.7.1 Gelificacao ibnica

Desde que Bodmeier et al. (1989) publicaram que pequenas
particulas podem ser obtidas através do gotejamento de uma solugdo de
quitosana em uma solucdo de TPP, muitos pesquisadores (AJUN, et al.,
2009; AZEVEDO et al., 2010; CHEN e SUBIRADE, 2005; HU et al.,
2008; REJINOLD et al., 2011; WANG et al., 2007) tém explorado esse
fendmeno como um potencial uso farmacéutico.

Como pode ser observado na Figura 3, a formacdo das
nanoparticulas através do método de geleificagdo idnica estd
fundamentada na presenga de ligagdes inter e intramoleculares entre a
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quitosana e o tripolifosfato de sédio (NasP3O10) que é um polidnion
multivalente (AJUN et al., 2009), com baixa toxicidade, baixo custo e
ao contrario de outros agentes reticulantes, ele ndo apresenta graves
restricGes de manuseio e armazenamento.

Figura 3 - Gelificagdo idnica da quitosana com tripolifosfato de sédio.
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Nanoparticulas

Fonte: Adaptado de ZHAO et al., 2011.

Esta técnica envolve a adicdo, a temperatura ambiente, de uma
fase alcalina (pH 7-9) contendo tripolifosfato (TPP) em uma fase cida
(pH 4-6) contendo quitosana. As nanoparticulas sdo formadas
espontaneamente apds a mistura das duas fases através de ligacdes inter
e intramoleculares formadas entre os fosfatos do TPP e 0s grupos amino
da quitosana (AOUADA, 2009).

O método de gelificacdo ibnica para a obtencdo de
nanoparticulas de quitosana apresenta as seguintes vantagens: as
nanoparticulas sdo obtidas espontaneamente sob condigBes de controle
amenas que nao envolvem altas temperaturas, utilizacdo de solventes
organicos ou técnicas de sonicacdo (CALVO et al., 1997).

A formacdo de nanoparticulas de quitosana-TPP de alto
rendimento com tamanho nanométrico e densidade de carga
predeterminada, pode ser manipulada e controlada variando-se as
condi¢des do processo como concentragdo de quitosana, razdo em massa
de quitosana e TPP e valores de pH (AOUADA, 2009). Na literatura
existem diferentes trabalhos que tem o objetivo de avaliar o efeito destes
pardmetros no tamanho e no potencial zeta das nanoparticulas de
quitosana (GAN et al., 2005; GRENHA et al., 2005; NASTI et al.,
2009).
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Pesquisas na formacgdo de nanoparticulas de quitosana vém
crescendo muito na &rea farmacéutica porque estas podem penetrar
facilmente tecidos epiteliais através dos finos capilares sanguineos
presentes nestes tecidos. Isto permite que os farmacos sejam
eficientemente levados até &reas especificas do corpo (BOWMAN e
LEONG, 2006).

Gan et al. (2005) reportaram que o tamanho das nanoparticulas
€ o principal fator determinante no transporte e na absorcdo dos
farmacos carreados pelas particulas através do tecido epitelial, sendo
que, particulas menores do que (~ 100 nm) proporcionam absorgéo
arterial 3 vezes maior do que as de maior tamanho (~ 275 nm).

2.8 Zinco

O zinco esta envolvido em numerosos aspectos do metabolismo
celular. Este mineral é essencial ao organismo e desempenha vérias
funcbes, como a participacdo na estrutura e funcdo de mais de 300
enzimas diferentes (TUBEK et al., 2008). Atua em diversos processos
biolégicos como na regulacdo de genes e também na sintese e
degradacdo de glicidios, lipidios e proteinas (KUCHARZEWSKI et al.,
2003).

Visando a cicatrizagdo, 0 zinco é comumente usado por via
topica, embora ndo esteja claro quando este elemento foi utilizado pela
primeira vez no tratamento de feridas da pele. Apds grandes cirurgias,
ha um declinio acentuado de zinco no sangue e no tecido dos pacientes,
podendo chegar a uma reducdo de até 50% do metal no tecido de
granulacdo e na margem das feridas, sendo que, isto provoca a ma
cicatrizacdo das lesdes (LANSDOWN et al. 2007).

Este elemento é indispensavel para a cicatrizacdo de feridas
porque estabiliza a membrana celular e é necessario para a proliferacdo
e regeneragdo normal da pele (HEYLAND et al., 2008). Pacientes com
Ulceras cronicas ttm um metabolismo anormal de zinco e baixos niveis
deste oligoelemento no soro sanguineo (LANSDOWN et al., 2007) por
isso, na maior parte dos casos, os médicos realizam o tratamento das
Ulceras de pele com suplementos de zinco.

Faure et al. (1991) estudaram os efeitos da suplementacdo diaria
de 30 mg de zinco na dieta de pacientes submetidos a grandes cirurgias
de reconstrucdo vascular e observaram que, além dos beneficios
biolégicos esperados, estes pacientes apresentaram  cicatrizes
significativamente menores do que 0s pacientes tratados com placebo.
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Além de auxiliar na terapia de cicatrizacdo de lesbes, a
aplicacdo tdpica de zinco no tratamento de lesbes da pele auxilia
também na reducdo significativa do consumo de antibidtico pelos
pacientes, em comparagdo com os pacientes tratados com placebo, ja
que este metal também possui consideravel atividade antimicrobiana
(AGREN et al., 2006).

Muitos dos estudos realizados nas décadas de 1950 e 1960,
pretendendo mostrar o papel intrinseco de zinco e beneficios deste
elemento na cicatrizacdo de feridas agudas, foram inconclusivos
(LANSDOWN et al., 2007). No entando, em pesquisa um pouco mais
recente, Keefer et al. (1998) demonstraram que a terapia topica com
zinco (431 mg Kg'lrato) reduziu os detritos de lesdes e contribuiu no
avango da epitelizacio de queimaduras realizadas em ratos machos. O
composto contendo zinco apresentou atividade bacteriostatica além de
aumentar a degradacdo do tecido necrotico, mostrando que sua agéo tem
potencial para melhorar significativamente a cura de feridas em
pacientes queimados.

De acordo com Lansdown et al. (2007), em 2004 foi discutido
na Unido Mundial das Sociedades de Tratamento de Feridas, em Paris, a
tendéncia da utilizacdo de zinco no tratamento de feridas, portanto é
importante avaliar os potenciais beneficios oferecidos por esse elemento
na cicatrizacdo de leses.

2.9 Acdo quelante de zinco em quitosana

A formacdo de complexos entre a quitosana e metais ocorre
devido & presenga dos grupos amino presentes neste polimero. Esta
complexagdo pode ser descrita de acordo com a teoria acido-base de
Lewis, onde a quitosana se comporta como uma base, formando
ligagcdes covalentes com os ions metalicos, os quais atuam como &cidos,
recebendo um par de elétrons do polissacarideo (LIMA, 2009). Por isso,
a adsorcdo de ions metalicos é mais fortemente evidenciada e altamente
favoravel para pH mais elevado, pois nestas condicdes a quitosana nao
se encontra protonada (MILIOLI, 2011).

Um grama de quitosana apresenta capacidade de adsorcao
maior do que 1 mmol de cation metalico para a maioria dos ions
metélicos, sendo que, esta capacidade varia de acordo com a
cristalinidade, afinidade por &gua, porcentagem de desacetilagdo e
guantidade de grupos amino presentes no polimero (JANEGITZ et al.,
2007). De acordo com Wang et al. (2004) o zinco € um dos ions mais
faceis de ligar & a cadeia polimérica da quitosana.
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Alguns modelos tém sido propostos para explicar 0 mecanismo
de coordenacdo da quitosana com ions metalicos. O primeiro modelo,
conhecido como modelo pendente, considera que o ion metalico se
encontra ligado aos grupos amino da quitosana, formando apenas um
tipo de complexo (Figura 4a). Um segundo modelo, conhecido como
modelo em ponte, propde a formacdo de um complexo em que o ion
metalico se encontra ligado a varios grupos amino e grupos hidroxila da
mesma cadeia polimérica ou de cadeias diferentes (Figura 4b) (WANG
et al., 2004).

Figura 4 - Estruturas propostas para os complexos formados entre quitosana e
Zn*.

CH,OH
2 o HO NH,
HO :z P_/
NH, n-
24 - \ \'H2
H:(}.-...,Z:‘l'q- Hg[l HO
H,0
o
@) CH,OH

Fonte: Adaptado de WANG et al., 2004.

A formacio do complexo de Zn** com quitosana depende
também do pH do meio. Em baixos valores de pH é sugerida a formacéo
dos complexos propostos no modelo pendente, ja com o aumento do pH,
correspondendo & neutralizacdo da fragdo do grupo NHs", é sugerida a
formacédo de complexos sugeridos no modelo ponte (LIMA, 2009).

A capacidade da quitosana se complexar ao zinco tem despertado o
interesse de muitos pesquisadores para Seu potencial uso em
medicamentos ou alimentos (LIMA, 2009; YONEKURA et al., 2003) e
como agente antimicrobiano (PATALE e PATRAVALE, 2011; WANG
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et al., 2004). No entanto, a incorporagdo deste metal a nanoparticulas de
quitosana é pouco mencionada na literatura (DU et al., 2009).



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes

A quitosana utilizada é da Purifarma (S&o Paulo, Brasil) e foi
cedida pelo Grupo de Pesquisa em Quitinas e AplicacGes Tecnoldgicas
(QUITECH) do Departamento de Quimica da UFSC, Floriandpolis, SC.

Os demais reagentes utilizados estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Reagentes utilizados.

Reagente Formula Fornecedor Pureza (%)
Acido acético CH,COOH Synth 99,7
glacial
Acido nitrico HNO; Synth 65
Hidroxido de NaOH Vetec 99
sodio
Nitrato de Zn(NOg),.6H,0 Vetec 98
zinco
Tripolifosfato NasP3019 Sigma-Aldrich 98
de sédio

3.1.2 Equipamentos

- Ultra-som UltraCleaner 1400, Unique;

- pHmetro PHS-3B da PHTEK;

- Agitador magnético de 6 pontos da DIST;

- Centrifuga 12000 rpm SIGMA 4K15 da Laboratory
Centrifuges.
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3.2 Meétodos de caracterizacdo da quitosana in natura e
nanoparticulas

3.2.1 Grau de desacetilacdo (GD)

Como existem técnicas distintas para quantificar o GD da
quitosana, a escolha deve ser realizada optando-se pelo método mais
confidvel a que se tem acesso ja que frequentemente as diferentes
técnicas fornecem resultados distintos. A titulagdo potenciométrica foi
escolhida neste trabalho em funcdo da simplicidade e precisdo deste
método de caracterizacao.

Para a titulacdo potenciométrica foi utilizado um titulador
automatico Metrohm, modelo Titrino Plus 848 acoplado a um eletrodo
de vidro combinado (Ag/AgCl) que consiste em um sistema de célula de
titulacdo de vidro termostatizada a 25 °C, selada e sob atmosfera inerte
de argbnio para eliminar a presenca de CO, atmosférico. Nesta cela
foram adicionados 40 mL de HCI 0,1 mol L™ para se obter uma boa
dispersdo do adsorvente, bem como a protonacgdo dos grupos amino da
quitosana in natura analisada. A forga ibnica da solucdo foi mantida
com KCI 0,1 mol L™ e o agente titulante utilizado foi uma solucéo de
KOH 0,1 mol L™,

A curva dos valores de pH em funcdo do volume de titulante
deve apresentar dois pontos de inflexdo que correspondem a
neutralizagdo do excesso de acido forte e dos grupos amino do polimero.
A diferenca entre estes dois pontos de equivaléncia corresponde ao
volume de base requerido para neutralizar os grupos amino da
quitosana. O GD das amostras foi calculado utilizando a Equacéo 1.

%GD = 225100 Equagio 1

Onde: M é a concentragdo da solucéo de KOH em mol L™, V; e
V, sdo os volumes de KOH (mL) utilizados para neutralizar o excesso
de HCI e a quitosana protonada, respectivamente, 161 é a massa molar
da unidade monomeérica da quitosana e W é a massa de amostra em mg
utilizada na titulacéo.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Equilibrio
Quimico do Departamento de Quimica da UFSC, Floriandpolis, SC.
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3.2.2 Massa molar

A massa molar da quitosana foi determinada através da
viscosidade intrinseca [n] e 0 método adotado foi o proposto por Signini
e Campana Filho (1998).

Foram preparadas cinco solugdes diluidas de quitosana in
natura, que variaram entre 0,1 e 0,5 mg mL™. O solvente utilizado foi
uma solucdo tamp&o com 0,2 mol L™ de acetato de sédio e 0,3 mol L™
de 4cido acético (pH ~ 4,5). As solucbes foram mantidas sob agitacdo
constante durante 15 h e ap6s este periodo, cada solugcdo foi aquecida
em banho-maria por 2 min.

ApOGs atingir a temperatura ambiente, as solugbes foram
filtradas em membrana com porosidade 0,45um. Aliquotas de 10 mL
foram colocadas em viscosimetro capilar de Ostwald da Schott-Geréate o
qual foi introduzido em banho termostatizado em 25 + 0,1 °C.

Os tempos de escoamento foram determinados através de um
viscosimetro AVS-350 da mesma marca do capilar e correspondem a
média de quatro determinagdes independentes que apresentaram
varia¢do menor do que 0,1%. Estes valores foram utilizados para obter a
viscosidade especifica de cada solucdo diluida de quitosana como
mostrado na Equagdo 2.

A=t _ M _ g _ket 4 _Et_ 4
Ty

pgp = —= = — =
nesp Tio Tio K poto

Equacéo 2

onde n ¢ a viscosidade da solucdo diluida, n, € a viscosidade do
solvente puro, k € uma constante do viscosimetro, p a densidade do
liquido, t o tempo de escoamento da solucdo diluida e ty é o tempo de
escoamento do solvente puro.

Plotando-se uma curva das concentracfes das solugdes diluidas
(C) pela mesp/C € extrapolando-se os dados de nes,/C para concentracéo
zero se tem a viscosidade intrinseca [n]. Finalmente, através da equagéo
de Staudinger-Mark-Houwink (Equagéo 3) calcula-se a massa molar do
polimero (M) onde K = 0,074 e a = 0,76 (SIGNINI ¢ CAMPANA
FILHO, 1998). Os valores de K e a sdo especificos para a mistura de 0,3
mol L™ de acido acético e 0,2 mol L™ de acetato de sodio, a 25 °C.

[nl = KM®  Equacio 3
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As andlises para a determinacdo da massa molar da quitosana
foram realizadas no Laboratério de Materiais Poliméricos do
Departamento de Quimica da UFSC, Floriandpolis, SC.

3.3 Andlise de diferentes razbes de QTS:TPP na formacdo de
nanoparticulas

Para a formacdo de nanoparticulas de quitosana foi utilizada a
técnica de gelificacdo ibnica descrita por Calvo et al. (1997).
Primeiramente foi preparada uma solug&o com 2,5 mg mL™ de quitosana
em acido acético 0,17 M, a qual foi mantida sob agitacdo magnética, a
temperatura ambiente, durante 1 h seguida de 30 min de sonicag&o.
Apos este periodo, a solucdo foi filtrada e o pH inicial de 3,6 foi
aumentado para 4,5 com NaOH 0,1 M.

Em seguida, foi preparada uma solugdo com 1 mg mL™ de
tripolifosfato de s6dio em &gua deionizada sob agitacdo magnética, por
30 min em temperatura ambiente.

Neste estudo preliminar, foram preparadas diluicbes com a
solucdo mae de quitosana (2,5 mg mL™) a fim de se alcancar as
proporcdes de QTS:TPP variando de 2:1 até 6:1, a fim de se avaliar a
influéncia destas proporcGes sobre na formacéo das nanoparticulas. O
volume de 10 mL da solucdo de TPP foi adicionado, com auxilio de
uma seringa de insulina de 1 mL, a 25 mL de solucdo de quitosana nas
diferentes diluicGes. Apos a adigdo de TPP, as solugdes foram mantidas
sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente durante 1 h.

As amostras foram caracterizadas, em triplicata, quanto ao
tamanho médio de particulas (medida raio hidrodindmico), potencial
zeta e indice de polidispersdo. O tamanho das nanoparticulas também
foi caracterizado através de microscopia eletronica de transmissdo.

3.4 Avaliacdo da influéncia de diferentes pardmetros na formagéo
das nanoparticulas

Apbs a verificacdo da influéncia de diferentes razdes de
QTS:TPP na formacdo de nanoparticulas, avaliou-se novamente a
proporcao entre o polimero e o tripolifosfato juntamente com o pH e a
concentracdo de &cido acético, na formacgdo de nanoparticulas. Os trés
fatores foram avaliados em dois niveis resultando em um planejamento
fatorial 2°, totalizando oito experimentos.

O método utilizado para a formagdo das nanoparticulas foi o
mesmo descrito no item 3.3, no entanto, foram preparadas duas solugdes
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de quitosana: a primeira contendo 2 mg mL™ de polimero em &cido
acético 0,17 M e a segunda com a mesma concentracdo do
polissacarideo em é&cido acético 0,1 M. Apds a filtragem, ambas as
solugdes foram divididas em dois volumes iguais mas com pH
diferentes, de 4,4 e 4,6.

Em seguida, foi preparada uma solucdo com 1 mg mL™ de
tripolifosfato de sodio. Nos ensaios com a razdo de QTS:TPP de 3:1, 10
mL da solucéo de TPP foi adicionada a 15 mL de solucdo de quitosana e
nos experimentos com a proporcdo de 3:0,8, adicionou-se 8 mL da
solucdo de TPP na solucdo de quitosana (15 mL).

As oito diferentes formulagdes foram mantidas sob agitacdo
magnética, a temperatura ambiente durante 1 h. Apds este periodo, as
nanoparticulas foram quantificadas, em triplicata, quanto ao tamanho
médio, potencial zeta e indice de polidispersdo. O tamanho das
nanoparticulas também foi observado em microscopio eletronico de
transmissao.

Nas Tabelas 5 e 6 sdo apresentados a matriz do planejamento
fatorial 2% (duplicata) e os niveis das variaveis, respectivamente, para a
avaliacdo da influéncia destes fatores no potencial zeta e no tamanho das
nanoparticulas de quitosana.

Tabela 5 - Matriz do planejamento fatorial 2° de avaliagdo do tamanho e
potencial zeta das nanoparticulas de quitosana.

Ensaio pH  QTS:TPP [Acido acético]

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
Tabela 6 - Niveis das variveis utilizadas no planejamento fatorial.
Parémetro Nivel -1 Nivel +1
pH 4,4 4,6
QTS:TPP 3:0,8 3:1

[Acido acético] 0,1 M 0,17 M
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3.5 Estudo sobre adsorg¢éo de zinco em nanoparticulas de quitosana

Apos avaliar a influéncia de diferentes pardmetros na formagéo
das nanoparticulas, se escolheu as melhores condi¢des para a producéo
destas particulas em maior quantidade para a realizacdo dos estudos de
incorporacdo de zinco. O gel obtido continha 0,5 + 0,05% (p/v) de
nanoparticulas de quitosana. Esta quantificacdo foi realizada por
gravimetria através da secagem do gel em estufa a 50 °C durante 24 h.

Inicialmente foi preparada uma solucdo com 91 mg L™ de
nitrato de zinco que corresponde & concentracdo de 20 mg L™ de Zn*?,
No primeiro planejamento experimental, para cada um dos 4 ensaios,
foram pesados 10 g de gel (Becker de 250 mL) que continham cerca de
0,05 g de nanoparticulas. Nos frascos relativos aos ensaios 1 e 3 foi
adicionado 150 mL da solucdo de Zn(NOs), que corresponde a
concentracdo de zinco de 60 mg gnano'l. Ja nos ensaios 2 e 4 se
acrescentou 200 mL da solucdo de nitrato que equivale a concentracdo
de Zn*? de 80 Mg Grano

O pH das solugdes foi ajustado para 7,0 + 0,03 com o auxilio de
solugdes com NaOH e HNO;, ambas na concentragdo de 0,1 M. Os
frascos foram envolvidos e cobertos com papel aluminio, para evitar
possivel oxidacdo do metal, e mantidos sob agitagdo magnética durante
8 h. Os dois primeiros ensaios foram realizados em temperatura
ambiente enquanto que o dois Gltimos foram mantidos a 50 °C.

Apobs o periodo de agitacdo, as solugBes com nanoparticulas
incorporadas com zinco foram centrifugadas a 12000 rpm durante 30
min. O gel foi armazenado em refrigerador a 4°C e o liquido
sobrenadante foi filtrado a vacuo com membrana de acetato de celulose
com poros de 0,45 um e diametro de 47 mm. O liquido coletado foi
utilizado para a quantificacio do =zinco adsorvido através de
espectroscopia de absorcao atbmica com chama.

Nas Tabelas 7 e 8 sdo apresentadas a matriz do primeiro
planejamento fatorial 2? (duplicata) e os niveis das variaveis,
respectivamente, para o estudo exploratério sobre adsorcdo de zinco em
nanoparticulas de quitosana.
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Tabela 7 - Matriz do primeiro planejamento fatorial 2° de avaliagdo da adsorgo
de Zn*? em nanoparticulas de quitosana.

Ensaio  [Zn*"] T

1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
Tabela 8 - Niveis das variaveis utilizadas no primeiro planejamento fatorial 22
Componente Nivel -1 Nivel +1
[Zn"™] (MY Grano ) 60 80
T (°C) amb. 50

Com os resultados do primeiro planejamento fatorial, realizou-
se uma nova sequencia de experimentos a fim de aumentar a adsorcéo
de zinco nas nanoparticulas de quitosana. A metodologia utilizada foi a
mesma do planejamento anterior, no entanto avaliou-se diferentes
tempos de agitacdo (8 e 12 h) e novas concentragcdes de metal (20 e
40 Mg Gnano'). Nas Tabelas 9 e 10 sdo exibidos a matriz do segundo
planejamento fatorial 22 (duplicata) e os niveis das variaveis,
respectivamente.

Tabela 9 - Matriz do segundo planejamento fatorial 2° de avaliagio da adsorgdo
de Zn*? em nanoparticulas de quitosana.

Ensaio  [Zn"] t

1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1

Tabela 10 - Niveis das variaveis utilizadas no segundo planejamento fatorial 2°.
Componente Nivel -1 Nivel +1
[Zn™] (Mg Gnano ) 20 40
t (h) 8 12
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3.6 métodos de caracterizacéo das nanoparticulas
3.6.1 Tamanho médio das nanoparticulas

O tamanho médio das nanoparticulas foi medido através do
diametro hidrodindmico médio, que é determinado por espalhamento de
luz dinamico. O espalhamento de luz foi detectado em um angulo de 90°
e a 25 °C, ja para analise dos dados o dispersante, &gua teve viscosidade
de 0,8872 cP e indice de refracdo 1,330. Estes dados foram coletados,
em triplicata, através do equipamento Zetasizer Nano ZS da marca
Malvern Instruments, localizado no Laboratério de Controle de
Processos (LCP) do Departamento de Engenharia Quimica da UFSC,
Florianépolis, SC.

3.6.2 Potencial zeta

A medida do potencial zeta fornece informagdes sobre a carga
superficial das nanoparticulas sendo outra caracteristica importante que
se deve determinar para avaliar se ha carga disponivel para ligacGes com
outros materiais. Estas cargas mudam com a variagdo dos parametros
experimentais e atraveés deste potencial pode-se medir a magnitude das
interacGes repulsivas entre particulas e avaliar a estabilidade destas em
solucdo, sendo que a carga de superficie das nanoparticulas de quitosana
é determinada pelo grau de neutralizaco dos grupos -NHs;" pelos grupos
polianiénicos do tripolifosfato de sédio (HU et al., 2008). O potencial
zeta para cada amostra foi medido em triplicata no Zetasizer NanoZS.

3.6.3 Indice de polidispersdo (PDI)

O indice de polidispersio mede a homogeneidade da
distribuicdo do tamanho das nanoparticulas na amostra variando de 0 a
1. Estes dados foram adquiridos, em triplicata, no equipamento
Zetasizer NanoZS.

3.6.4 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para analisar o tamanho das nanoparticulas por microscopia
eletrénica de transmissdo (MET), as solugdes foram submetidas a
sonicacdo por dois minutos para melhorar a dispersdo das particulas e
evitar aglomeragdo. Em seguida, cada amostra foi gotejada sob uma
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pequena grade de cobre coberta com carbono e seca durante 24 h a
temperatura ambiente.

As imagens foram obtidas com o microscopio eletrénico de
transmissdo, da marca Jeol, modelo JEM-1011 TEM e com tensdo de
aceleracdo de 100 kV, pertencente ao Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC, Florianépolis, SC.

3.6.5 Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX)

Através da espectroscopia de energia dispersiva de raios-X é
possivel qualificar e também quantificar elementos com nimero atbmico
(Z) maior que 11 e com fracdo méssica superior a 0,1% (GOLDSTEIN
et al., 2003) presentes na estrutura analisada.

A andlise elementar obtida por EDX foi utilizada para a
caracterizacdo qualitativa da quitosana in natura, das nanoparticulas de
quitosana e também das nanoparticulas incorporadas com Zn. A
quitosana in natura em p6 foi colada no stub (porta-amostra) enquanto
gue as nanoparticulas de quitosana e nanoparticulas incorporadas com
zinco foram gotejadas e secas nos préprios stubs.

Em seguida, as amostras foram recobertas com uma fina
camada de ouro e analisadas em microscopio de varredura com canhao
de emissdo por efeito de campo elétrico (FEG-SEM), da marca Jeol e
modelo JSM-6701F acoplado com detectores de energia dispersiva de
raios-X (EDX). As anélises foram realizadas no Laborat6rio Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC, Florian6polis, SC. Os
resultados representam a média da andlise quimica de trés superficies
distintas para cada tipo de amostra.

3.6.6 Espectroscopia na regido de infravermelho (FTIR)

As analises de espectroscopia na regido do infravermelho foram
realizadas para a quitosana in natura, nanoparticulas de quitosana e
também para as nanoparticulas incorporadas com zinco. Foram
preparadas pastilhas de KBr contento 2% (p/p) de amostra, sendo que, a
quitosana in natura foi previamente seca em estufa e as nanoparticulas
foram liofilizadas, com ciclo de 12 h de congelamento a -59 °C seguido
de 24 h de liofilizagdo com vacuo de 50 pHg, em liofilizador L101 da
marca LIOTOP, pertencente ao Laboratério de Propriedades Fisicas de
Alimentos (PROFI) da UFSC, Florianépolis, SC.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em ampla regido,
de 400 a 4000 cm™, em espectrofotdmetro da marca Shimadzu, modelo
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IR Prestige-21 com transformada de Fourier. Esta técnica foi realizada
no Laboratdrio de Controle de Processos (LCP) da UFSC, Floriandpolis,
SC.

3.6.7 Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas foram obtidas através de um
analisador termogravimétrico Shimadzu TGA-50 com um programa de
temperatura de 25-500 °C, taxa de aquecimento de 10 °C min™ e vazéo
de 50 mL min™, sob atmosfera de nitrogénio. As analises foram
realizadas na Central de Andlises da UFSC, Florianopolis, SC.

3.6.8 Espectroscopia de absorcdo atbmica em chama (FAAS)

FAAS ¢é uma técnica abrangente porque permite determinar,
qualitativa e quantitativamente, mais de 70 elementos metalicos e nédo
metalicos. Essa analise pode detectar quantidades de partes por milhdo a
partes por bilhdo e, em alguns casos, concentracBes ainda menores
(MILIOLI, 2011).

As concentracdes residuais de Zn*? foram determinadas com o
auxilio de espectrometro de absor¢do atdbmica em chama da marca
Hitachi (Jap&o), modelo Z-8230, com correcdo de fundo por efeito
Zeeman polarizado. Foi utilizada lampada de catodo oco, especifica para
a quantificacdo deste metal, também da Hitachi.

As medidas foram efetuadas na Central de Anélises da UFSC,
Floriandpolis, SC e os laudos emitidos encontram-se em Anexos, nas
Figuras A4l e A42.

3.7 Ensaios microbiolégicos

Os testes microbioldgicos foram realizados para determinar se
as nanoparticulas de quitosana bem como as nanoparticulas adsorvidas
com zinco sdo capazes de inibir o crescimento de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. As analises foram realizadas no Laboratério
de Desenvolvimento de Biomateriais € Materiais Antimicrobianos do
IPARQUE/UNESC, em Criciiima-SC.

3.7.1 Método de difusdo em agar

O teste de difusdo em agar foi utilizado para avaliar a atividade
bacteriostatica das nanoparticulas de quitosana e das nanoparticulas
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incorporadas com zinco contra as bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 25922), e foram comparadas
com a quitosana in natura (controle positivo) e acido acético a 0,17 M
(controle negativo).

O meio de cultura utilizado nas placas de petri foi 0 4gar PCA,
sendo que ap6s a inoculacdo as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C por 24 h.

Porgdes de 2 mg das amostras em p6 e 100 uL da solu¢do com
acido acético foram depositadas assepticamente sobre a superficie dos
meios inoculados, em forma de discos, os quais foram incubados a 37 °C
por 24 h. Apo6s a incubacdo, as placas foram observadas quanto a
homogeneidade do crescimento bacteriano e, nos casos em que foi
verificada inibigdo do crescimento, o diametro do halo foi medido com
auxilio do software ImageJ a partir das imagens das placas. Os testes
foram realizados em duplicata e o0s resultados apresentados
correspondem aos valores médios.

3.7.2 Concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragéo
bactericida minima (CBM)

As andlises de CIM e CBM foram realizadas com a quitosana in
natura (QTS), nanoparticulas de quitosana (Nano) e nanoparticulas
incorporadas com zinco (Nano+Zn) frente as bactérias de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 25922).

Ambos os microrganismos foram ativados a partir de cepas
congeladas, das quais foram retiradas aliquotas de 50 pL e colocadas em
tubos contendo 5 mL de meio LB. Com o objetivo de verificar a pureza
de cada cultura, apds 24 h de incubagdo a 37 °C, uma aliquota de cada
bactéria foi aplicada, com alca de platina, em placa contendo agar PCA
e incubada novamente por 24 h. A seguir, uma colbnia isolada de cada
placa foi inoculada em 5 mL de meio LB e encaminhada a estufa de
incubacdo durante 24 h. Apos este periodo, com cada uma das cepas,
fez-se diluicdo seriada até 10° UFC mL™ com uso de salina 0,9 %.

Diferentes quantidades de cada uma das trés amostras foram
pesadas em eppendorfs e adicionadas a 2 mL de meio LB a fim de se
obter solugdes com concentragdes de 78; 45; 26; 15; 8,66 e 5 mg mL™.
A seguir, tomou-se uma aliquota de 40 pL dos microrganismos da
diluicio seriada de 107, fez-se a inoculacéo e incubou-se a 37 °C por
24h.

Na sequéncia, separou-se em tubos com 9,8 mL de salina,
aliquotas de 200 pL de cada eppendorf, com o objetivo de realizar o



64

teste de CBM. O restante do conteddo foi encaminhado ao
espectrofotdbmetro de UV-visivel para a determinacdo da concentracao
inibitéria minima. A leitura foi realizada utilizando-se comprimento de
onda de 600 nm.

A concentracdo bactericida minima foi realizada, tomando-se
aliquotas de 40 pL dos tubos de salina e aplicando em placas de petri
com meio de cultura PCA, utilizando-se alca de Drigalski. As placas
foram incubadas a 37 °C durante 24h, e ap0s este periodo, realizou-se a
determinacdo do nimero de col6nias por placa. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

3.8 Avaliacdo da atividade cicatrizante in vivo

Para execucdo desta pesquisa o projeto foi submetido ao Comité
de Etica na Pesquisa com Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Santa Catarina e aprovado pelo mesmo sob o nimero PP00744.

Os ensaios para avaliagdo da atividade cicatrizante foram
desenvolvidos no Laboratério de Bioquimica Experimental (LABIOEX)
do Departamento de Bioquimica da mesma Universidade. Os
experimentos foram realizados com camundongos de linhagem
isogénica Balb/c (Mus musculus), machos (20 + 2 @), com
aproximadamente 60 dias, obtidos a partir de reprodugdo controlada
realizada no biotério setorial do LABIOEX/UFSC.

Os animais foram mantidos conforme recomendagBes de
Guidelines reconhecidos internacionalmente e destinados para a criagdo
e 0 manejo de animais para a pesquisa. Assim, os camundongos foram
mantidos em gaiolas plasticas sob condi¢bes controladas (ciclo claro -
escuro de 12 h, a temperatura de 25 + 2 °C e 60% de umidade do ar),
recebendo racdo comercial e dgua ad libitum (BUITRAGO et al., 2008).

3.8.1 Procedimentos do modelo de excisdo de pele

Os procedimentos realizados para a remog¢do ou excisdo da pele
foram baseados em modelo experimental padronizado previamente no
biotério setorial do LABIOEX/ BQA (OLIVEIRA et al., 2000/2001;
PEREIRA, 2010).

3.8.1.1 Procedimentos anestésico e analgésico

Todos os animais foram submetidos a procedimento anestésico
prévio, com administracéo de cetamina 10% (100 mg kg™), xilazina 1%
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(10mg kg?) e maleato de acepromazina 1% (3 mg kg™) via
intraperitoneal.

Apobs o procedimento cirdrgico, os animais foram transferidos
para gaiolas individuais. Durante todo o periodo pés-operatério foram
administradas diariamente duas doses de 20 mg kg™ de analgésico
(dipirona sodica), via oral por gavagem, para minimizar a dor causada
pelo procedimento cirdrgico. O analgésico utilizado, bem como a dose e
a via de administracdo foram selecionados tendo como base sugestfes
estabelecidas por Mezadri et al. (2004) e Buitrago et al. (2008). Ao final
de 12 dias de tratamento, os camundongos foram sacrificados através de
aplicacdo dos anestésicos ja mencionados, no triplo da dose terapéutica
(superdosagem), para coleta do tecido cicatricial para analise dos
parametros bioquimicos.

3.8.1.2 Procedimento Cirurgico e pds-operatdrio

Ap0s a anestesia foi realizada a tricotomia da regido dorsal com
lamina de barbear e assepsia da pele com alcool 70% e delimitacdo da
area de 1 cm?, procedendo & excisio desta area de tecido epitelial dorsal
com tesoura cirdrgica (OLIVEIRA et al., 2000/2001). Apb6s o
procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais. Diariamente as gaiolas foram higienizadas para reducéo de
contaminacdo nas lesdes e na tentativa de manter um ambiente limpo e
adequado durante o periodo experimental.

3.8.2 Grupos experimentais

Os animais tratados receberam aplicagbes topicas
imediatamente ap6s o procedimento cirlrgico de excisdo de pele
(PEREIRA, 2010), que foi considerado como o dia 0. A cada trés dias
0s camundongos receberam nova aplicacdo da substancia avaliada no
grupo. Foram avaliados cinco diferentes grupos de tratamento com seis
animais cada (n=6).

3.8.2.1 Grupo controle negativo néo tratado (CN)

Este grupo ndo recebeu nenhuma aplicacéo tépica.
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3.8.2.2 Grupo controle positivo tratado com solucéo de acido acético
(CPAA)

Estes animais foram tratados com solugéo de acido acético 0,17
M, com pH 5,5 o qual foi ajustado com NaOH 0,1 M. A cada trés dias, 0
volume de 100 pL foi aplicado nos camundongos com o auxilio de uma
micropipeta. Este volume foi suficiente para cobrir a lesdo inicial de 1
cm? correspondendo a uma dose de solugdo acida de 5 mL Kg™.

3.8.2.3 Grupo controle positivo tratado com solu¢cdo de zinco
(CPZn)

Os camundongos deste grupo foram tratados com solugéo
contendo 0,91 g L™ de nitrato de zinco em &agua destilada, que
corresponde & concentragdo de 0,2 g L™ de Zn*% O pH da solugéo foi
calibrado a 5,5 e os animais receberam aplicacao topica de 100 puL cm’?,
sen?o que, esta aliquota corresponde a uma quantidade de zinco de 1 mg
Kg™.

3.8.2.4 Grupo gel de nanoparticulas de quitosana (Nano)

Para a realizacdo deste grupo experimental, as nanoparticulas
produzidas por gelificacdo ibnica foram centrifugadas a 12000 rpm
durante 30 min. O sobrenadante foi descartado e o gel foi lavado com
agua destilada e novamente centrifugado. Os camundongos foram
tratados com gel contendo 0,5 = 0,05% (p/v) de nanoparticulas de
quitosana com pH 5,5. A quantidade de 100 pL cm™ de gel foi aplicado
nos camundongos, com uma seringa de 1 mL. Este volume de gel foi
capaz de cobrir a lesdo, correspondendo a uma dose de gel de 5 mL Kg™
ou a uma dose de nanoparticulas de quitosana de 25 mg Kg™.

3.8.2.5 Grupo gel de nanoparticulas de quitosana incorporadas com
zinco (Nano+Zn)

Este grupo foi tratado com gel contendo 0,5 + 0,03% (p/v) de
nanoparticulas de quitosana incorporadas com zinco, com concentracdo
de metal de 33,8 Mg gnane*. ApOs a incorporacdo de Zn*?, o pH da
solucdo contendo as nanoparticulas foi ajustado para 5,5 e centrifugado
a 12000 rpm durante 30 min. O gel resultante da centrifugacdo foi
aplicado nos camundongos (100 pL), representando uma dosagem de
zinco de 0,8 mg Kg™.
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3.8.3 Morfometria da lesao

Esse pardmetro inclui a porcentagem de reducdo da lesdo
medida através da comparacdo entre a darea lesionada no dia do
procedimento cirdrgico e a area cicatrizada. Para determinar a reducéo
da lesdo, as feridas foram fotografadas com distancia padronizada
imediatamente ap06s a cirurgia em intervalos de trés dias, até o 12° dia de
tratamento (PEREIRA, 2010). As &reas das lesdes foram mensuradas
com auxilio do software ImageJ, a partir das fotografias obtidas.

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos em triplicata, foram avaliados por andlise de
variancia (ANOVA) através do teste de Tukey HSD do Programa
Statistica (versdo 8.0) com o qual avaliou-se se houve diferenca
significativa entre as médias das amostras num nivel de significancia de
5%.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracteriza¢do da quitosana in natura
4.1.1 Grau de desacetilacao

A medida do grau de desacetilagdo da quitosana é necessaria,
pois este parametro mede o percentual de grupos amino disponiveis nas
cadeias da quitosana que influenciam as propriedades fisico-quimicas do
polimero como solubilidade, viscosidade, comportamento polieletrélito
(SHIGEMASA et al., 1996), reatividade, estabilidade e, por
consequiéncia, a sua aplicabilidade. Na Figura 5 é apresentada a curva
obtida através da titulacdo potenciométrica para a determinagéo do grau
de desacetilacdo da quitosana.

Fiaura 5 - Curva de titulacdo potenciométrica da quitosana.
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A fracdo de -NH; da quitosana foi obtida por dissolucdo do
polimero em solucdo com excesso de HCI. Como pode-se observar na
Figura 5, a curva de titulacdo possue dois pontos de equivaléncia, sendo
que V; corresponde ao volume de KOH necessario para neutralizar o
excesso de HCI na solucdo enquanto que V, é o volume de base gasto
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para a neutralizagdo dos grupos amino do polimero. A diferenca entre
estes dois volumes corresponde a quantidade de KOH requerida para
neutralizar apenas os grupos -NH; protonados da quitosana.

Na figura acima é possivel observar que os valores de V; e V,
obtidos experimentalmente foram 2,06 e 3,79 mL, respectivamente.
Empregando estes valores na Equacdo 1, com M = 0,1 mol L e W = 34
mg, a quitosana apresentou 81,9% de grau de desacetilacdo, 0 que
implica dizer que a amostra analisada tem 18,1% de grupos acetilados
no substituinte do carbono 2 ou que 81,9% dos grupos ligados sdo
amino livres e disponiveis para se ligar aos mais diversos tipos de
compostos como, por exemplo, metais e farmacos. Este resultado
também mostra que o polimero utilizado nos experimento € a quitosana,
ja que seu GD é > 50% (RINAUDO, 2006).

Parize (2009) utilizou a quitosana da Purifarma, do mesmo lote
da utilizada neste trabalho, para o desenvolvimento de microparticulas e
filmes obtendo, através de titulagdo condutimétrica, grau de
desacetilagdo de 82,7%, resultado similar ao encontrado neste trabalho
por titulagdo potenciométrica.

4.1.2 Massa molar

A determinacdo da massa molar da quitosana é muito
importante devido sua influéncia em algumas propriedades como a
gelificacdo com ions fosfato, na solubilidade (BERGER et al., 2004) e
também na sua atividade antimicrobiana (ZHENG e ZHU, 2003).

No estudo de solucBes diluidas de polimeros é comum
determinar-se a viscosidade da solucdo em relacdo ao solvente puro. A
relacdo entre a viscosidade da solucéo e do solvente puro é denominada
viscosidade especifica (nes). Para determinar a mep utilizou-se os
valores dos tempos de escoamento medidos no viscosimetro e estes
resultados foram utilizados no grafico para a determinacdo da
viscosidade intrinseca, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6 - Curva da concentracdo das solugfes de quitosana em relagdo a
viscosidade especifica.
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Através da equacdo da reta da Figura 6 tem-se para a
extrapolagdo da concentracdo de quitosana igual a zero, que a
viscosidade intrinseca é de 505,5. Adicionando este valor na Equacéo 3,
a massa molar da quitosana encontrada é de 111,01 kDa.

Rosa (2009) e Parize (2009) utilizaram em seus experimentos
quitosana da Purifarma, do mesmo lote da utilizada neste trabalho, e
relataram que este polimero possui 122,7 e 122,3 kDa, respectivamente.
O valor obtido através da viscosimetria intrinseca estd proximo ao
encontrado pelos dois autores, e dentro da faixa de massa molar média
para quitosanas comerciais, que fica em torno de 100 kDa (GOMES,
2007).

4.2 Analise de diferentes razfes de QTS:TPP na formacdo de
nanoparticulas

Como a utilizacdo da quitosana da marca Purifarma para
formacéo de nanoparticulas é desconhecida, como estudo preliminar, se
avaliou diferentes formulagfes compostas por quitosana e TPP em
razbes que variaram de 2:1 até 6:1.

As nanoparticulas de quitosana foram facilmente preparadas
mediante a mistura de solu¢do TPP com a solucéo de quitosana porque
esta técnica baseia-se no principio simples de que a quitosana carregada
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positivamente liga-se, por meio da gelificagdo ibnica, com o
tripolifosfato de sédio negativamente carregado. Devido a esta
simplicidade, cada vez mais pesquisadores utilizam este método para
associar a quitosana os mais diversos compostos.

Na Tabela 11 sdo apresentados o tamanho médio das
nanoparticulas, PDI e potencial zeta para as diferentes razbes de
QTS:TPP e a Figura 7 contém o grafico com a distribui¢do do tamanho
de particulas e potencial zeta nas diferentes propor¢des de quitosana e
TPP.

Tabela 11- Tamanho das nanoparticulas, indice de polidispersdo e potencial zeta
para as diferentes razdes de QTS:TPP.

QTS:TPP  Tamanho (nm) PDI Potencial zeta (mV)
2:1 99,9+ 0,52 0,39 + 0,004 21,7 +0,4°
2,5:1 89,2 +0,4° 0,28 + 0,002 276+0,7°
31 82,5+0,3" 0,28 + 0,004 31,6 £0,7°
3,5:1 123,6 + 0,4° 0,38 + 0,001 33,7 £0,8™
4:1 149,4 +0,7° 0,41 + 0,003 35,7 +0,8°
45:1 164,3 +0,3° 0,42 + 0,001 41,9 +0,4°
5:1 252,0+0,6' 0,52 + 0,004 50,1 + 0,4
5,5:1 280,8 + 1,49 0,51 + 0,003 54,7 +0,5°
6:1 508,1+1,8" 0,59 + 0,004 57,3+0,3°

Médias com lefras iguais nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p=0,05).
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Figura 7 - Distribuicdo do (¢) tamanho (nm) e (e) potencial zeta das
nanoparticulas nas diferentes razdes de QTS:TPP.
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Através da Figura 7 pode-se observar que o potencial zeta das
nanoparticulas aumentou com o crescimento da concentragcdo de
quitosana. Este evento é esperado ja que a formacdo das nanoparticulas
de quitosana ocorre através da interacdo entre os grupos -NHs"
protonados da quitosana e os fosfatos do TPP, portanto, quanto maior a
concentragio de quitosana, mais grupos -NHs" estdo disponivel no meio
e maior é o potencial zeta da amostra.

Em relacdo ao tamanho das nanoparticulas obtidas com as
diferentes concentracbes de quitosana, nota-se que de todas as
propor¢Oes de QTS:TPP testadas, a de 3:1 foi a que proporcionou, com
um nivel de significancia de 5%, o menor tamanho médio de particulas,
de 82,5 nm. Através do grafico da distribuicdo do tamanho das
nanoparticulas pela intensidade (Figura 8), pode-se observar que a
amostra apresentou um (nico pico em 78,7 nm, mostrando que as
estruturas tinham, em sua maioria, tamanho homogéneo.
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Figura 8 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a
razdo de 3:1.
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A uniformidade no didmetro da maior parte das nanoparticulas
também se confirma pelo baixo indice de polidispersdo (0,28), pois de
acordo com Zhang e Kosaraju (2007), dispersdes com PDI abaixo de 0,3
indicam alta homogeneidade no tamanho das particulas presentes no
meio.

Através das imagens obtidas por MET, mostradas na Figura 9,
pode-se observar que as nanoparticulas de quitosana para a razdo de 3:1
apresentaram tamanho uniforme e coerente com o obtido para este
ensaio atraveés de medidas do didmetro hidrodindmico, de em média
82,5 nm.

Figura 9 - Imagens de MET das nanoparticulas de quitosana referente a razdo de
3:1 com barras de la de (a) 1um e (b) 20 nm.
SURULL LS =) = -
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Embora o didmetro médio das nanoparticulas alcangadas com a
razdo de 3:1 néo ter diferido significativamente das particulas obtidas
com a proporgdo de 2,5:1 (89,2 nm), o potencial zeta, de 31,6 mV
(Figura 10), foi estatisticamente maior no ensaio com a razéo de 3:1 do
gue no experimento com o menor teor de quitosana, no qual o potencial
foi de 27,6 mV.

Figura 10 - Distribuicao do potencial zeta das nanoparticulas referente a razéo
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Para a razdo de 2:1, apesar do tamanho das particulas encontrar-
se abaixo de 100 nm, o potencial zeta foi muito baixo, de 21,7 mV.
Segundo Miiller et al. (2001), geralmente, um potencial zeta de 30 mV é
requerido como 0 minimo necessario para que uma nanosuspensao seja
fisicamente estavel e estabilizada por suas repulsdes eletrostaticas.

Os tamanhos médios das nanoparticulas diferiram
significativamente entre a maioria do ensaios, mostrando que a
concentracdo de quitosana no meio influencia estatisticamente na
distribuicdo do tamanho destas particulas.

Para as razdes de 3,5:1 até 6:1, a concentracdo de quitosana em
excesso em relagdo a concentracdo de TPP levou a fragmentagdo do
polimero em diferentes tamanhos, formando nanoparticulas com
dimensdes grandes e heterogéneas. Isto pode ser observado na Tabela
11, pelo PDI, maior do que 0,3 em todos os casos, e também pelos
gréficos, que apresentam mais de um pico com diferentes distribui¢oes
de tamanho.
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Gan et al. (2005) em estudo semelhante a este, avaliaram o
tamanho de particulas e potencial zeta de trés quitosanas com diferentes
pesos moleculares em razdes de QTS:TPP variando de 3:1 a 7:1. Os
autores mostraram que tanto o tamanho quanto o potencial zeta das
particulas aumentaram linearmente com o acréscimo na concentracéo de
quitosana.

Nas proporcdes de 5:1 até 6:1, durante a agitacdo para a
formacdo das nanoparticulas, as solugcdes apresentaram aspecto
opalescente, que indica a formacéo flocos devido a formacgéo de grandes
particulas.

A Figura 11 representa o grafico da distribuicdo do tamanho das
particulas referente & razo de 6:1, mostrando dois picos distintos, com
tamanhos médios de 117,2 e 609,7 nm. Os gréaficos, tanto de tamanho
guanto do potencial zeta, para as razdes de 3,5:1 até 5,5:1 e também para
as proporcoes de 2:1 e 2,5:1 encontram-se em Anexos, da Figura Al até
a Figura Al4.

Figura 11 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a
razéo de 6:1.
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Na Figura 12 é apresentada a imagem obtida através da
microscopia eletrénica de transmissdo das nanoparticulas de quitosana
produzidas com a razdo de 6:1, mostrando desigualdade no didmetro das
particulas, que estd de acordo com os dois picos distintos observados na
Figura 11.
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Figura 12 - Imagem de MET das nanoparticulas de quitosana referente a razéo
de 6:1.

Grenha et al. (2005), também testaram diferentes razfes de
QTS:TPP para a formagdo de nanoparticulas, variando de 3,6:1 até 6:1,
e demonstraram que quanto maior a concentracao de quitosana no meio,
maior é o tamanho e o potencial zeta das particulas formadas. Com estas
diferentes proporcGes, os autores obtiveram particulas com tamanho
médio variando entre 300 e 390 nm e potencial zeta de 34 a 45 mV.
Como pode ser observado na Figura 13, o ensaio com 0 maior teor de
guitosana (6:1) apresentou o potencial zeta mais elevado, de 57,3 mV.

Figura 13 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas referente & razéo
de 6:1.
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Nas Figuras All e Al3, localizadas em Anexos, referentes aos
ensaios para as razfes de 5:1 e 5,5:1, respectivamente, além dos dois
picos distintos para a distribuicdo de tamanho, em ambos gréaficos
existem picos a £ 5.000 nm que representam a detec¢do de particulas
muito grandes que podem ser um indicativo de aglomerados presentes
no meio ja que, segundo Medeiros (2011), as nanoparticulas de
quitosana tendem a se agregar novamente, devido aos grupamentos
livres.

Através da andlise das diferentes razdes de QTS:TPP na
formacgdo de nanoparticulas de quitosana, pode-se que concluir que a
melhor proporcdo, para a obtengdo de particulas de menor didmetro
médio e potencial zeta superior a 30 mV, é de 3 partes de polimero para
uma parte de TPP.

4.3 Avaliacdo da influéncia de diferentes parametros na formagéo
de nanoparticulas

Segundo Aouada (2009), controlando-se as condigdes de
processo para a producdo de nanoparticulas de quitosana, é possivel se
obter particulas com carga superficial e tamanho desejados. Neste
planejamento experimental, variou-se a concentracdo do &cido acético
para a solubilizagdo da quitosana, o pH da solucdo e a proporcao entre
quitosana e TPP.

A concentracdo de &cido acético foi investigada porque
influencia na solubilizacdo da quitosana e, consequentemente, na
formacdo das nanoparticulas. De acordo com Rinaudo (2006), a
solubilidade deste polimero é geralmente testada em &cido acético,
dissolvendo-o em solugdes contendo 1% (mesmo que 0,17 M) ou 0,1 M
deste acido, portanto, estas duas concentracdes foram avaliadas no
planejamento.

Apesar da quitosana ser soltvel em ampla faixa de pH, para a
formacdo de nanoparticulas, é reportado na literatura valores como 4,4
(PAN et al., 2002), 4,5 (TSAI et al., 2011), 4,6 (KAVAZ et al.; 2008) e
até 4,8 (QI et al., 2004). Por esta razdo, neste planejamento fatorial
avaliou-se o pH da solugdo em dois niveis, 4,4 e 4,6.

A razdo entre quitosana e TPP controla a distribuicdo do
tamanho das particulas formadas, sendo que, esta distribuicéo influencia
na atividade biol6gica das nanoparticulas (PAPADIMITRIOU et al.,
2008). Por isso, a razdo entre quitosana e TPP foi estudada em dois
niveis (3:1 e 3:0,8) a fim de encontrar a proporcdo 6tima para se obter
nanoparticulas com tamanho reduzido e potencial zeta elevado.
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Na Tabela 12 sdo apresentados o potencial zeta e o tamanho das
nanoparticulas de quitosana obtidas através do planejamento fatorial 2°,
onde os trés parametros foram testados em dois niveis. O indice de
polidispersdo para as oito formulac6es avaliadas foi menor do que 0,3
(dados ndo mostrados).

Tabela 12 - Potencial zeta e tamanho das nanoparticulas de quitosana obtidas
através do planejamento fatorial 2°.

Ensaio pH QTS:TPP [Acido Tamanho  Potencial
acético] (M) (nm) zeta (mV)
1 (44 (308 ()01 76,2405  32,6+1,4°
2 (+)46 (-)3:08 ()01 79,020,6*  31,8+1,1%
3 () 44 (v)31 ()01 69,6+1,2° 27,6415
4 (+)46  (+)3:1 ()01 70,9+0,8°  26,5+0,8"
5 () 44 (308 (+) 0,17 83,5+0,1°  32,80,2°
6 (+)46 (308 (+) 0,17 82,0£0,4°  31,8+0,8"
7 () 44 ()31 (+) 0,17 73,1+0,7°°  25,7+0,4°
8 (+)46  (+)3:1 (+) 0,17 75,240,7°  235+04°
édias com lefras iguais nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p=0,03).

Nas Figuras 14 e 15 sdo mostrados os digramas de pareto com
os efeitos estimados das variadveis testadas em relagdo ao tamanho e
potencial zeta das nanoparticulas, respectivamente.

Figura 14 - Diagrama de pareto relacionado ao tamanho das nanoparticulas.
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Figura 15 - Diagrama de pareto relacionado ao potencial zeta das
nnnnnnn ticulas.
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Através da Figura 14, pode-se observar que, com um nivel de
significancia de 5%, a razdo de QTS:TPP e a concentracdo da solugdo
de 4&cido acético influenciaram significativamente no didmetro das
nanoparticulas. Ja em relacdo ao potencial zeta (Figura 15), é possivel
afirmar que a razdo de QTS:TPP foi a Unica variavel que influenciou
estatisticamente na carga superficial das particulas.

Os graficos de analise de efeito, apresentados na Figura 16,
permitem a melhor visualizacdo dos niveis das variaveis, para que se
possa observar qual a variavel que teve efeito significativo na formagéo
de nanoparticulas.
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Figura 16 - Gréficos da analise do efeito do (a) pH, (b) QTS:TPP e (c) [acido
acético] sobre o tamanho e efeito do (d) pH, (e) QTS:TPP e (f) [acido acético]
sobre o0 potencial zeta das nanoparticulas de quitosana.
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Apesar do pH néo ter influenciado expressivamente no tamanho
e potencial das particulas, no meio mais acido houve maior protonacéo
dos grupos -NH, da cadeia polimérica em -NH;", levando a um
potencial zeta ligeiramente mais elevado (Figura 16 (d)) e particulas um
pouco menores (Figura 16 (a)), ja que haviam mais grupamentos
cationicos livres para se ligar aos fosfatos do TPP.

Como o pH néo influenciou significativamente no diametro e
potencial das particulas, adotou-se o valor de 4,4 para experimentos
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futuros, ja que consome menos NaOH para elevar o pH da solucéo de
quitosana que inicialmente era menor do que 4,0.

Na Figura 16, pode-se observar que a variavel que mais
influenciou significativamente no tamanho e no potencial zeta das
particulas foi a razdo de QTS:TPP, este efeito é esperado, ja que 0s
anions do tripolifosfato de sddio se ligam a cadeia da quitosana
formando as nanoparticulas. Como mostrado na Figura 16 (b), com o
maior teor de TPP (razdo 3:1) houve mais ligacdes deste tipo, formando
particulas com menor didmetro hidrodinamico.

No entanto, nota-se na Figura 16 (e) que para a razdo de 3:0,8,
as nanoparticulas apresentaram potencial zeta médio superior a 32 mV
enquanto que para a propor¢do de 3:1 o potencial médio foi inferior a 26
mV. De acordo com Ing et al. (2012), nanoparticulas com carga
superficial superior a 30 mV se mostram mais estaveis e menos sujeitas
a agregacdo, por isso, a razdo de QTS:TPP de 3:0,8 é a melhor para a
producdo de nanoparticulas de quitosana.

Kavaz et al. (2008) também avaliaram o efeito de diferentes
razBes de QTS:TPP (1:1; 2:1 e 3:1) no tamanho das nanoparticulas de
quitosana e obtiveram, para a razdo massica de 3:1, 0 menor tamanho
médio de particula, de + 380 nm. Os autores encontraram tamanho
médio de particulas muito superior aos obtidos no planejamento
experimental deste trabalho, supostamente porque utilizaram o método
que envolve a preparacdo de nanoparticulas magnéticas de quitosana
com Fe;0,.

Em relacdo ao potencial zeta, os resultados demonstram que nao
ha diferenca significativa na utilizacdo de 0,1 M ou 0,17 M de acido
acético para solubilizar a quitosana. Entretanto, particulas com menor
raio hidrodindmico foram obtidas com a concentracdo de acido de
0,1 M.

Com base nestes resultados, os parametros foram fixados em
pH 4,4, concentracdo de &cido acético de 0,1 M e proporcdo de
QTS:TPP de 3:0,8 para a producdo de nanoparticulas para incorporacéo
de zinco. Nestas condicGes, o tamanho médio das particulas obtidas foi
de 76,2 nm como pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana pela
intensidade referente ao Ensaio 1 do planejamento experimental.
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Douglas et al. (2006), através do método de gelificacdo ibnica
de quitosana com alginato, obtiveram nanoparticulas com diametro
médio (157 nm) maior do que as obtidas no Ensaio 1. No entanto, o
potencial zeta de 32,2 mV obtido pelos autores foi bem préximo ao
encontrado neste primeiro experimento, de 32,6 mV como pode ser
reparado na Figura 18.

Os graficos de distribuicdo de tamanho e potencial zeta dos
demais ensaios do planejamento fatorial encontram-se em Anexos, da
Figura A15 até a Figura A28.

Figura 18 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente ao Ensaio 1 do planejamento experimental.
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Na Figura 19 sdo apresentadas imagens de MET das
nanoparticulas de quitosana obtidas com as condi¢Ges do Ensaio 1.
Como é possivel observar, as nanoparticulas apresentam uma
distribuicdo homogénea de tamanho menor do que 100 nm, que esta de
acordo com a distribuicdo de tamanho para este ensaio no qual as
particulas apresentaram diametro médio de 76,2 nm.

Figura 19 - Imagens de MET das nanoparticulas de quitosana referente ao
Ensaio 1 com barras de escala de (a) 1um e (b) 20 nm.
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4.4 Determinacéo da influéncia do tempo de agitacdo na formagéo
de nanoparticulas

Na literatura s&o encontrados diferentes tempos de agitacéo para
a formacdo de nanoparticulas de quitosana, que variam desde 20 min
(REJINOLD et al., 2011) até 1,5 h (GUPTA e KARAR, 2011). Nos
ensaios anteriores, nos quais se investigou as melhores condicGes para a
formag&o de nanoparticulas, o tempo de agitagdo adotado foi de 1 h. No
entanto, como foi utilizada grande quantidade de nanoparticulas nos
experimentos posteriores, € importante avaliar qual o menor tempo de
agitacdo aceitavel para a formacdo de particulas com didmetro e
potencial zeta requeridos.

As nanoparticulas de quitosana foram preparadas de acordo
com a formulagdo que apresentou os melhores resultados no
planejamento experimental, ou seja, a quitosana foi dissolvida em &cido
acético 0,1 M, o pH foi mantido em 4,4 e a proporcdo de quitosana e
tripolifosfato de sodio utilizada foi de 3:0,8. Em todos os ensaios
apresentados na Tabela 13 utilizou-se a mesma formulacdo, mudando
apenas 0 tempo de agitacdo durante a formacdo das particulas que
variou de 5 até 60 min.
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Tabela 13 - Tamanho das nanoparticulas e potencial zeta para os diferentes
tempos de agitagéo.

Tempo (min) Tamanho (nm) Potencial zeta (mV)
5 86,3 +0,6° 33,8+0,7°
10 84,3+ 0,6% 33,4 +05°
20 82,5+0,5° 33,4 +0,4°
30 73,7+0,7° 33,1+0,4°
40 72,3+0,3° 32,8 £0,4°
50 72,0 £0,2° 32,2+0,2°
60 71,6 +0,6° 32,1+0,3"

Meédias com letras iguais nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p=>0,03).

Apesar das nanoparticulas de quitosana se formarem
instantaneamente com a adicdo do tripolifosfato de sddio (CALVO et
al., 1997), o tempo de agitacdo influenciou significativamente no
didametro nas nanoparticulas obtidas, como pode ser observado na
Tabela 13. Ja em relacdo ao potencial zeta, apesar da carga superficial
ter decrescido com o aumento do tempo de agitagdo, as medidas ndo
diferiram estatisticamente entre todos os periodos avaliados.

Embora ndo significativa, a diminui¢cdo no tamanho e potencial
zeta das particulas pode ter ocorrido porque o aumento no tempo de
agitacdo proporcionou que os grupos fosfatos do TPP ficassem mais
tempo em contato com os grupos -NH;" da quitosana, formando mais
ligacdes e gerando nanoparticulas com menor diametro hidrodinamico.

Os menores diametros de particulas foram obtidos entre os
tempos de 30 e 60 min de agitacdo, sendo que, com um nivel de
significancia de 5%, os tamanhos das nanoparticulas formadas nesses
guatro diferentes periodos ndo diferiram estatisticamente entre si. Com
isso, o tempo de 30 min de agitacdo foi selecionado para 0s
experimentos futuros ja que, demanda menos tempo e energia para a
formag&o de nanoparticulas com tamanho médio de 73,7 nm e potencial
zeta de 33,1 mV, como pode ser visto na Figuras 20 e 21,
respectivamente.

Os graficos da distribuicdo de tamanho e potencial zeta para 0s
demais tempos de agitagcdo encontra-se em Anexos da Figura A29 até a
Figura A40.
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Figura 20 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em 30 min de agitac&o.
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Figura 21 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas em 30 min de
agitacéo.
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4.5 Estudo sobre adsorcédo de zinco em nanoparticulas de quitosana

Existem poucos trabalhos na literatura sobre a adsor¢do de
zinco em nanoparticulas de quitosana (DU et al., 2009). A maior parte
das pesquisas envolve a quelagéo de outros metais (SUN et al., 2011) ou
oxido de zinco (BHADRA et al.,, 2011; KHAN et al., 2008) em
nanoparticulas, ou entdo, a utilizacdo da quitosana na remoc¢do de
diversos ions metalicos (HAIDER e PARK, 2009; LAUS et al., 2010),
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incluindo o zinco (JAYASREE et al., 2011; PATALE e PATRAVALE,
2011).

Devido ao menor nimero de pesquisas nesta area especifica de
quelacdo de Zn*? em nanoparticulas de quitosana, esta etapa do trabalho
foi exploratoria. Segundo Janegitz et al. (2007), a quitosana tem
capacidade de adsorcao superior a 1 mmol de cation para cada grama de
polimero, com isso, a quelagdo de zinco teoricamente é superior a 65,37
mg ghlquitosana- Como este dado é desconhecido para nanoparticulas de
quitosana, no primeiro planejamento fatorial, avaliou-se as
concentragdes de Zn*? de 60 e 80 mg gnano'l.

Neste planejamento a temperatura de reacdo foi avaliada em
dois niveis: temperatura ambiente e 50 °C. Em trabalhos sobre adsorcéo
de metais em quitosana estes valores variam bastante, desde a
temperatura ambiente (DU et al., 2009; KHAN et al., 2008, LIU e KIM,
2012), 37 °C (SUN et al., 2011) e até 70 °C (HON e TANG, 2000). Na
Tabela 14 séo apresentados os resultados do primeiro planejamento
fatorial.

Tabela 14 - Porcentagens de adsorgdo de Zn*? &s nanoparticulas de quitosana
obtidas através do primeiro planejamento fatorial 2.
Ensaio [Zn**] (Mg Gnano ) T (°C) Adsorcao (%)

1 (-) 60 (-) amb. 41,4217
2 (+) 80 (-) amb. 27,2+0,1°
3 (-) 60 (+) 50 242 +1,0°
4 (+) 80 (+) 50 31,9+1,2°

Medias com [efras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p=0,03).

Como pode ser observado na Tabela 14, a adsor¢do de zinco
pelas nanoparticulas de quitosana foi significativamente maior no ensaio
1. Neste experimento, a concentragdo de Zn*? que foi adicionada as
particulas foi de 60 mg gnano~ € @ temperatura de reacdo era ambiente.
Os demais resultados ndo diferiram estatisticamente entre si.

As Figuras 22 e 23 apresentam, respectivamente, o digrama de
pareto e os graficos de analise de efeito que permitem visualizar os
efeitos das varidveis testadas em relacdo a porcentagem de adsorcdo de
zinco pelas nanoparticulas de quitosana.
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temperatura ambiente (Figura 23b), nestas condi¢cdes a quelacdo do
metal foi de 41,4%.

Hong e Tang (2000) avaliaram o rendimento da adsorcdo de
zinco em derivados de quitosana, com temperaturas de reac¢do variando
entre 30 e 70 °C. A temperatura 6tima, encontrada pelos autores, foi de
50 °C, sendo que, acima deste valor ocorreu a dessorcao dos ions.

No entanto, quando a quitosana é reticulada em nanoparticulas,
0 estudo apresentado na Tabela 14, mostrou que a quelacdo de Zn*? é
maior quando a temperatura de reacdo é ambiente, sendo que, a
adsorcao também é dependente da concentracdo do metal no meio. Este
resultado é economicamente favordvel j& que ndo ha gastos com
aquecimento quando se trabalha com temperatura ambiente.

Fixando a temperatura ambiente, foi realizado um segundo
planejamento fatorial onde se variou novamente a concentragdo do
metal (20 e 40 mg gnano'l). Como o planejamento foi exploratorio,
variou-se 0 tempo de reacdo também em dois niveis: 8 e 12 h. Na
maioria dos trabalhos cientificos sobre quelacdo de metais a quitosana e
derivados, os autores utilizam tempos bem variaveis: 1-5 h (HON e
TANG, 2000); 6 h (MILIOLI, 2011); 8 h (KHAN et al., 2008); 12 h
(LIU e KIM, 2012; DU et al.,, 2009). Os resultados deste segundo
planejamento sdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15 - Porcentagens de adsorgdo de Zn*? s nanoparticulas de quitosana
obtidas através do segundo planejamento fatorial 22

Ensaio [Zn**] (MY Ynane ) t (h) Adsorcao (%)
1 (-) 20 ()8 61,5+0,1°
2 (+) 40 ()8 84,4+05°
3 (-) 20 (+) 12 57,4 +0,2°
4 (+) 40 (+) 12 81,6 +0,2°

Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p=0,03).

Através da Tabela 15 pode-se observar que apesar da
porcentagem de adsorcao de zinco ser maior no ensaio 2, este valor ndo
diferiu significativamente do obtido no experimento 4. Isto indica que a
concentracdo de metal no meio foi o fator que mais influenciou
estatisticamente na porcentagem de adsor¢cdo. O mesmo pode se
observado entre os ensaios 1 e 3, onde os tempos de agitacdo séo
distintos e a adsorcdo do metal ndo diferiu expressivamente.
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Figura 24 — Diagrama de pareto relacionado & adsorcéo de Zn*? para o segundo
planejamento fatorial 2°.
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Figura 25 - Graficos da analise do efeito do (a) [Zn*’] e (b) tempo sobre a
porcentagem de adsorcéo de zinco para o segundo planejamento fatorial 2°.
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Comparando os resultados entre os ensaios 1 e 2 e entre 3 e 4
(Tabela 15), que divergiram na concentracdo de zinco, pode-se
averiguar que a adsorcdo diferiu estatisticamente entre estes ensaios,
sendo que houve maior ligacdo deste metal & cadeia polimérica nos
ensaios com concentracdo de zinco mais alta. Este evento pode ser
também comprovado através da Figura 25a, onde a adsorcdo foi
significativamente maior para a concentracio de Zn*? de 40 mg Gnano
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Na Figura 24 nota-se que, apesar de o tempo ter influenciado
significativamente na quelagdo de zinco, o resultado ndo foi tdo
expressivo quanto o obtido com a concentragdo do metal. Conforme
mostrado na Figura 25b, a maior porcentagem de adsorcéo foi obtida
com o menor tempo de agitacéo, de 8 h.

Com estes resultados, a concentracéo de zinco de 40 Mg Gnano
0 tempo de 8 h de agitacdo e a temperatura ambiente de reacdo foram
estabelecidos a producdo de nanoparticulas incorporadas com zinco para
posteriores andlises. Como nestas condicdes as hanoparticulas
incorporaram 84,4% do Zn*? disponivel na solucdo, pode-se admitir que
as nanoparticulas de cluitosana tém capacidade de adsorver o teor de
metal de 33,8 Mg Qnano -

4.6 Caracterizacéo das nanoparticulas de quitosana

Apos fixar os parametros de formacdo de nanoparticulas e de
adsorcdo de zinco, as particulas incorporadas com o metal foram
produzidas em maior quantidade para a caracterizagdo por
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X, espectroscopia na
regido de infravermelho e analise termogravimétrica.

4.6.1 Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X

A andlise de energia dispersiva de raios-X é uma técnica nédo
destrutiva, onde o0s raios emitidos pela amostra sdo convertidos em
cargas elétricas para a identificacdo da energia dos raios-X e
consequentemente dos respectivos elementos presentes na amostra
(MILIOLI, 2011). Nas Figuras 26, 27 e 28 sdo apresentados 0s espectros
de EDX para a quitosana in natura, para as nanoparticulas de quitosana
e nanoparticulas adsorvidas de zinco, respectivamente.

Figura 26 - Espectro de EDX para quitosana.
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Figura 27 - Espectro de EDX para as nanoparticulas de quitosana.

3000 -
2500+
2000+ 0
1500
1000
500 N
0 T T T
0.0 0.3 1.0 1.5 20 2.5 30 35

keV
Figura 28 - Espectro de EDX para as nanoparticulas incorporadas com zinco.
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Através dos espectros pode-se observar que os trés materiais
apresentaram picos de carbono, nitrogénio e oxigénio, caracteristicos
deste biopolimero, 0s quais possuem intensidade de energia da camada
Ka de 0,277; 0,392 e 0,525 keV(KORTRIGHT e THOMPSON, 2001),
respectivamente, como pode ser observado nas Figuras 26, 27 e 28.

O pequeno pico que aparece em ~ 2,122 keV no espectro da
quitosana é referente ao ouro, elemento utilizado no recobrimento da
amostra para analise. Nos espectros das nanoparticulas e nanoparticulas
incorporadas com zinco, a intensidade dos picos de P pode ser acentuada
devido a unido deste pico ao do Au por apresentarem energias de
camadas muito proximas.
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Na analise de EDX das nanoparticulas pode-se observar em sua
composicdo além dos elementos caracteristicos para amostra de
quitosana, a presenca de um pico em 2,012 keV relativo ao fésforo.
Com isso, confirma-se a formacdo das nanoparticulas devido a
incorporacdo de P na matriz do biopolimero. No espectro das
nanoparticulas com zinco, a presenca de P é detectada em dois picos, um
referente a camada Ko em 2,012 keV e outro devido a deteccdo da
camada Kf3 em 2,139 keV.

A adsorcdo do zinco as nanoparticulas é confirmada pela
presenca dos picos relacionados as camadas Ko e Lo deste metal,
situados em 0,861 e 1,011 keV, respectivamente.

Para avaliar a andlise elementar das amostras, foram realizadas
medidas pontuais da superficie do biopolimero e das nanoparticulas, as
guais estdo apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16 - Analise elementar da quitosana, nanoparticulas e nanoparticulas
adsorvidas de zinco.

Peso (%) C O] N P Zn

QTS 57,4+0,8 31,3x12 11,3+0,8 - -
Nano 53,3+0,8 32,3+1,2 9,1+0,8 5,3+1,2 -
Nano+Zn 55,7+12 30,8+15 6,8+0,7 4,606 2,1+04

Apesar de estar reportado na literatura que esta técnica pode ser
usada para qualificar e quantificar elementos (GOLDSTEIN et al.,
2003), para a quitosana, ndo é possivel se obter a concentracdo
elementar exata ja que este método ndo quantifica a porcentagem de
hidrogénio na amostra. Na andlise elementar, apresentada na Tabela 16,
pode-se observar que a quitosana apresenta em sua composi¢do, em
média, 57,4% de carbono, 11,3% de nitrogénio e 31,3% de oxigénio. No
entanto, de acordo com Roberts (1992), a quitosana totalmente
desacetilada apresenta aproximadamente 8,7% de nitrogénio na sua
constituicdo, valor bem inferior ao obtido por espectroscopia de energia
dispersiva de raios-X.

A andlise elementar das nanoparticulas indica que estas
possuem em sua estrutura, em média, 5,3% de fosforo proveniente do
TPP utilizado durante a gelificagdo idnica, comprovando que este
elemento se ligou a cadeia polimérica formando as nanoparticulas.

Pode-se observar ainda, que além dos elementos referentes a
formacdo de nanoparticulas, houve a incorporacdo de 2,1% de zinco as
mesmas, mostrando que o processo de adsorcdo foi eficiente.
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4.6.2 Espectroscopia na regido de infravermelho (FTIR)

O espectro de infravermelho é caracteristico da molécula como
um todo. Porém, certos grupos de atomos ddo origem a bandas que
ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia, independente da estrutura
da molécula (MILIOLI, 2011). Esta analise foi realizada a fim de se
obter informacOes referentes a estrutura do biopolimero e também das
nanoparticulas obtidas através da gelificacdo i6nica. Na Figura 29 sdo
apresentados os espectros de infravermelho para a quitosana in natura,
nanoparticulas e nanoparticulas incorporadas com zinco

Figura 29 — Espectros de infravermelho para a quitosana, nanoparticulas e
nanoparticulas com zinco.
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Nos espectros apresentados na Figura 29, pode-se notar a
presenca de bandas em 3442 cm™ que correspondem ao estiramento
axial OH das hidroxilas. Apesar do estiramento apresentar
aproximadamente 0 mesmo comprimento de onda nos trés espectros,
sua intensidade é menor para as nanoparticulas e nanoparticulas
adsorvidas com zinco ja que estas amostras foram liofilizadas e a
guantidade de grupos OH da agua ligada aos polimeros é menor.

A banda em 2869 cm™ no espectro da quitosana é atribuida a
deformacdo axial C-H, para as nanoparticulas, esta banda encontra-se
com intensidade bem inferior em 2908 cm™. J4 para as nanoparticulas
com zinco, a banda referente a esta deformacdo ndo é visivel no
espectro.
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A formacéo das nanoparticulas é confirmada pelo deslocamento
das bandas a 1657 e 1576 cm™ da quitosana para 1643 e 1536 cm™ no
espectro das nanoparticulas, que representam os grupos CONH; e NH,,
respectivamente. A mudanga no comprimento de onda destas duas
bandas bem como a maior intensidade da banda de NH, também foram
observados por outros pesquisadores (HU et al., 2008;
PAPADIMITRIOU et al., 2008; XU e DU, 2003), os quais sugerem que
ocorreram ligacdes entre estes grupos com o fosfato da molécula de
TPP, levando a formacédo das nanoparticulas.

No espectro das nanoparticulas com zinco, a banda referente ao
grupo CONH, estd bem retraida enquanto que a intensidade da banda de
NH, estd muito mais intensa do que nos espectros dos outros dois
polimeros comprovando que houve ligaces entre 0 Zn*" e os grupos
amino das nanoparticulas.

Nos espectros da quitosana e das nanoparticulas, atribui-se as
bandas em 1377 cm™ & deformacéo assimétrica de C-H do grupo CHs
referente ao grupo acetamido da cadeia polimérica, visto que a quitosana
ndo estd completamente desacetilada (LAUS et al., 2006). Para as
nanoparticulas com zinco, uma maior intensidade desta banda, em 1382
cm™, indica que também houve complexacdo do Zn®* com os grupos
CHs ainda presentes nas nanoparticulas.

Nos trés espectros ainda € possivel observar bandas em
aproximadamente 1082 cm™ relacionadas ao estiramento vibracional C-
O do &lcool primério dos biopolimeros (LAUS et al., 2010).

4.6.3 Analise termogravimétrica (TGA)
Neste trabalho foi avaliado o comportamento térmico da

quitosana, nanoparticulas e nanoparticulas incorporadas com zinco,
conforme mostrado nos termogramas da Figura 30.
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Figura 30 - Termogramas de TGA da QTS (a), Nano (b) e Nano+Zn (c).

Massa (%) QTS

Massa (%) Nano+Zn

Massa (%) Nano

@
L 0,000
100
DITGA
L 0,002
507 L 0,004 g
Q
>
|-0,006 <8
60| <
o
e
L 0,008
TGA
40
L 0,010
T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Temperatura (°C)
T T T T T T T T T T
® L 0,000
100 4
DITGA
L 0,001
)
80 - L0002
(@]
>
--0,003 S
s
Q
60 ~
L 0,004
TGA
L 0,005
40 T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Temperatura (°C)
T T T T T T T T T T
©
k0,000
100
DITGA L
F-0,001
I~
80 8
L0002 &
3 &
e
604 L-0,003 3
TGA |
F-0,004
40 T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

Temperatura (°C)



97

Pode-se verificar que para a quitosana (Figura 30a), a perda de
massa ocorreu em dois estagios. O primeiro estagio revela a perda de
agua que estava contida na amostra, equivalente a 7,1% e o segundo
estagio estd relacionado a perda de massa da quitosana devido a
decomposicdo das unidades acetiladas e desacetiladas do biopolimero
(PAULINO et al., 2006), que correspondeu a 53,1%. A temperatura de
decomposicdo do biopolimero foi de 323,8 °C sendo este valor muito
préximo aos encontrados por outros autores para quitosanas comerciais
(LAUS et al., 2010; MILIOLI, 2011).

No termograma referente as nanoparticulas (Figura 30b) pode-
se observar que a perda de massa também ocorreu em dois estagios, no
primeiro ocorreu a desidratacdo das nanoparticulas (9,7%) e no segundo
a deterioracdo da amostra. A perda de massa no segundo estagio foi de
44,6% sendo que a temperatura de decomposicdo das nanoparticulas foi
de 304,6 °C.

As nanoparticulas incorporadas com zinco apresentaram
comportamento térmico (Figura 30c) com perfil semelhante ao das
nanoparticulas. No primeiro estagio a perda de agua foi de 5,1% e no
segundo estagio a perda devido a degradacdo do polimero foi de 41,1%.
No entanto, houve uma diminuicdo na temperatura maxima de
degradacdo, para 267,6 °C, em relacdo as nanoparticulas.

Ao comparar a temperatura de decomposicéo da quitosana com
a das nanoparticulas e nanoparticulas incorporadas com zinco, constata-
se uma diminuicdo da estabilidade térmica dos novos materiais, devido a
introducdo dos grupos fosfatos na cadeia polimérica, os quais
reticularam o polimero diminuindo assim, sua estabilidade em alta
temperatura. Laus et al. (2006) realizaram anélises de TGA da quitosana
e de nanoesferas de QTS-TPP e também observaram uma diminuigéo na
estabilidade térmica das esferas atribuida a reducéo da cristalinidade da
quitosana e introduc¢do dos grupos fosfatos.

Os valores de temperatura representam os pontos de maxima
perda de massa dos materiais poliméricos e foram obtidos através das
curvas de DrTGA.

4.7 Andlise da atividade antimicrobiana das nanoparticulas

A quitosana e seus derivados vém sendo muito utilizados na
area biomédica por seus beneficios biolégicos como atividade
antimicrobiana e capacidade de estimular a cicatrizacdo (MURAKAMI
et al., 2010). Devido a estas propriedades, a atividade antimicrobiana da
quitosana in natura bem como das suas nanoparticulas, com e sem
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incorporacgdo de zinco, foi avaliada em relacdo a uma bactéria Gram-
positiva (Staphylococcus aureus) e outra Gram-negativa (Escherichia
coli), através dos testes de difusdo em 4&gar, concentracdo inibitoria
minima e concentragdo bactericida minima.

4.7.1 Difusdo em agar

O método de difusdo em &gar geralmente é utilizado para
microrganismos de crescimento rapido. A Tabela 17 apresenta 0s
resultados dos diametros médios dos halos de inibi¢do de crescimento
da bactéria Staphylococcus aureus em meio contendo solucdo controle
de acido 0,17 M (CAA), controle de quitosana in natura (CQTS),
nanoparticulas de quitosana (Nano) e nanoparticulas incorporadas com
zinco (Nano+2Zn).

Tabela 17 - Diametro médio dos halos formados para diferentes amostras em
relacdo a S. aureus.

Amostra Halo (cm)
CAA 1,32+0,03%
CQTS 0
Nano 2,39+0,03"

Nano+Zn 1,67+0,06°

Médias com letras iguais nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p>0,05).

Na Tabela 17 sdo apresentados apenas os resultados do teste de
difusdo em agar realizados com a bactéria S. aureus ja que, nos ensaios
com E. coli, ndo foi observada a formacdo de halo de inibicdo para
nenhuma das quatro amostras.

O mecanismo de acgéo antimicrobiana da quitosana é distinto
para os dois tipos de bactérias. No caso das Gram-positivas (S. aureus),
a quitosana de alta massa molecular apresenta maior atividade
antimicrobiana porque forma peliculas ao redor da célula que acabam
por inibir a absorcdo de nutrientes. Ja para bactérias Gram-negativas (E.
coli), a quitosana de baixa massa molecular desenvolve maior atividade
antimicrobiana porque penetra mais facilmente na membrana causando
distarbios no metabolismo desses microrganismos (ZHENG e ZHU,
2003).

Como as amostras se encontravam em forma de pd, a inibicao
de crescimento foi observada apenas para S. aureus possivelmente
porque as nanoparticulas formaram pelicula ao redor desta bactéria.
Entretanto, a inibicdo da E. coli foi prejudicada porque as nanoparticulas
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ndo puderam penetrar a membrana ja que estavam aglomeradas devido a
liofilizaco.

O teste de difusdo em agar também foi realizado para as Nano e
Nano+Zn na forma de gel, no entanto, como o diametro do halo de
inibi¢do é proporcional a quantidade de agente antimicrobiano presente
no disco e ambos os materiais apresentavam cerca de 0,5% de
nanoparticulas, esta pequena quantidade presente nos géis ndo foi
suficiente para desenvolver atividade antimicrobiana frente as duas
bactérias testadas.

A atividade antimicrobiana da quitosana esta relacionada a sua
carga superficial. JA& que a amostra in natura foi testada em p6, ndo
houve protonagdo dos seus grupos aminicos e por isso, ndo houve
formacéo de halo de inibicdo nem mesmo no disco contendo colénias de
S. aureus, como pode ser observado na Figura 31.

Figura 31 - Teste de difusdo em agar da quitosana in natura contra S. aureus.
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A acdo antimicrobiana das Nano e Nano+Zn pode ser observada
nas Figuras 32 e 33, respectivamente, através da formagdo do halo de
inibicdlo na zona envolvente a amostra. Na placa contendo as
nanoparticulas, o halo inibicdo médio foi de 2,39 cm enquanto que para
as nanoparticulas incorporadas com zinco, a inibi¢do do crescimento foi
significativamente menor, com halo de 1,67 cm.
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Figura 32 - Teste de difusdo em agar das nanoparticulas de quitosana contra S.
aureus.

Figura 33 - Teste de difusdo em 4gar das nanoparticulas incorporadas com Zn*?
contra S. aureus.

Apesar de ser reportado na literatura que o zinco € capaz de
inibir o desenvolvimento de diferentes espécies de bactérias
(LANSDOWN et al., 2007), os resultados apresentados na Tabela 17
demonstram que a pequena quantidade de metal que foi incorporada as
nanoparticulas (33,8 Mg gnano ) pode ter agido como oligoelemento para
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a bactéria e por isso, o halo de inibicdo das Nano+Zn foi
estatisticamente menor do que das Nano.

A solugdo de é&cido acético 0,17 M também apresentou
atividade antimicrobiana, com halo de inibicdo médio de 1,32 cm, como
pode ser observado na Figura 34. Na literatura sdo encontrados trabalhos
gue comprovam a acdo antimicrobiana deste acido frente a bactérias

Gram-negativas e Gram-positivas (SILVA, 2007; UTYAMA et al.,
2007).

Figura 34 - Teste de difusdo em agar do 4cido acético 0,17 M contra S. aureus.
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4.7.2 Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragédo
bactericida minima (CBM)

Geralmente, 0 método de concentragdo minima é utilizado para

se quantificar o teor necessario de um composto para inibir ou matar um
microrganismo. Considera-se CIM a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento microbiano e CBM a
menor concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de reduzir a
contagem microbiana em 99,9% (CLSI, 2008).

A Tabela 18 apresenta os resultados CIM e CBM das amostras
em relacdo as bactérias E. coli e S. aureus.
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Tabela 18 — CIM e CBM (mg mL™) da quitosana (QTS), Nano e Nano+Zn em
relacdo as bactérias E. coli e S. aureus.

E. coli S. aureus
Amostra CIM CBM CIM CBM
QTS - - - -
Nano 26 26 5 5
Nano+Zn 26 26 8,66 8,66

Albuguerque et al. (2009), correlacionam a atividade
antimicrobiana da quitosana a formacdo de complexos polieletroliticos,
uma vez que seus grupos aminicos protonados se ligam seletivamente a
superficie negativamente carregada dos microrganismos, interferindo na
atividade celular e na permeabilidade da membrana, resultando na perda
de componentes intracelulares com consequente inibicdo microbiana.

Assim como observado no teste de halo, a quitosana in natura
ndo apresentou atividade antimicrobiana e bactericida contra as duas
bactérias testadas. Isto ocorreu, provavelmente, porque 0S meios
utilizados nestes testes tém pH préximo a neutralidade e por isso ndo
houve protonagéo dos grupos aminicos do polimero, ndo havendo assim,
interacdo deste material com 0s microrganismos.

Ja as nanoparticulas de quitosana apresentaram acgdo inibitdria e
bactericida contra as duas bactérias testadas, assim como observado por
Xing et al. (2009). Isto ocorreu devido & maior &rea superficial das
nanoparticulas e maior afinidade com células bacterianas (QI et al.,
2004; KONG et al., 2010).

Como pode-se observar na Tabela 18, nos ensaios realizados
com Nano e Nano+Zn, ndo houve diferenca entre os valores obtidos de
CIM e CBM. Isto significa que em cada ensaio, foi necessaria a mesma
guantidade de amostra tanto para inibir o crescimento do microrganismo
guanto para reduzir a contagem bacteriana em 99,9%.

A atividade antimicrobiana da quitosana &€ um processo
complexo que difere entre as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, devido as diferentes caracteristicas de cada superficie celular
(CRUZ-ROMERO et al., 2013). Tanto para as Nano quanto para as
Nano+Zn, a acéo inibitoria e bactericida foi distinta para as duas
bactérias, sendo que, S. aureus mostrou-se menos resistente do que a E.
coli. No caso das Nano, a concentracdo de 5 mg mL™ foi capaz de inibir
e matar a S. aureus, enquanto que as concentragcbes da CIM e CBM
contra a E. coli foram maiores, de 26 mg mL™.

Apesar de o espectro de acdo da quitosana abranger fungos
filamentosos, leveduras e bactérias, este polimero mostra-se mais eficaz
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contra bactérias Gram-positivas (TAVARIA et al.; 2013). Outros
autores também demonstraram em seus experimentos que este
biopolimero e seus derivados apresentam maior eficiéncia para inibir o
crescimento de bactérias Gram-positivas, como a S. aureus (FU et al.,
2011; NO et al., 2002; TSAI et al., 2002).

De acordo com Lansdown et al. (2007), o zinco inibe o
crescimento de diversas espécies de bactérias, entretanto, 0s organismos
Gram-positivos parecem ser mais sensiveis a este metal do que os
Gram-negativos. No entanto, na Tabela 18, pode-se observar que o
zinco ndo influenciou na agdo inibitdria e bactericida das nanoparticulas
ja que, para E. coli, tanto a CIM quanto a CBM nao diferiram entre as
Nano e Nano+Zn, que apresentaram concentracfes minimas iguais, de
26 mg mL™.

Os resultados com S. aureus mostram, ainda, que foi necessaria
uma concentragdo menor de Nano (5 mg mL™) do que de Nano+Zn
(8,66 mg mL™) tanto para inibir o crescimento quanto para matar esta
bactéria. Isto pode ter ocorrido porque a pequena quantidade de metal
incorporado pode ter agido como elemento traco, pois, de acordo com
Molinaro et al. (2009), o zinco é um oligoelemento necessario para o
crescimento bacteriano.

4.8 Avaliacdo da atividade cicatrizante das nanoparticulas de
quitosana in vivo

Os custos dos tratamentos de patologias relacionadas a
deficiéncia cicatricial aumentam a importancia dos estudos em busca de
medicamentos e curativos capazes de interagir com o tecido lesado,
tendo por objetivo acelerar o processo (MENDONCA e COUTINHO-
NETTO, 2009). Visto que a quitosana é um biomaterial de baixo custo,
biodegradavel e de fonte renovavel, neste trabalho é proposto um
método simples para obtencdo de nanoparticulas de quitosana
incorporadas com zinco para aplicagdo como agente cicatrizante.

Neste trabalho, assegurou-se que as doses de nanoparticulas de
quitosana aplicadas nos animais, de 25 mg Kg*, ndo apresentassem
toxicidade. De acordo com Ueno et al. (2001), este biopolimero
apresenta toxicidade aguda em dosagens, ministradas em camundongos
via intraperitoneal, acima de 5,2 g Kg™.

Os animais tratados com nanoparticulas incorporadas com zinco
receberam, a cada trés dias, doses de metal de 0,8 mg Kg'l. Esta
dosagem é segura ja que, Keefer et al. (1998) aplicaram a quantidade de
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zinco de 431 mg Kg'lrat0 e ndo relataram nenhuma toxicidade ou morte
dos animais.

Na Tabela 19 sdo apresentadas as porcentagens médias das
reducdes das areas das feridas dos camundongos dos grupos: controle
negativo (CN), que ndo receberam tratamento, controle positivo tratado
com solucdo de éacido acético (CPAA), controle positivo que recebeu
solucdo de zinco (CPZn), tratado com gel de nanoparticulas de
quitosana (Nano) e que recebeu aplicagdo tdpica de gel de
nanoparticulas incorporadas com zinco (Nano+Zn).

Tabela 19 - Porcentagens de reducOes das lesbes dos camundongos do grupo
CN, CPAA, CPZn, Nano e Nano+Zn.

Dias CN CPAA CPZn Nano Nano+Zn

0 0° 0? 0° 0? 0°

3 2,7+0,8® 157+04% 16,2+1,0° 10,743,0°® 12,0+1,2%®
6  52+0,8®° 21,0414 17,7411 30,7+3,6° 23,5+1,1*
9 255+4.89 443+54" 49,7+0,8" 53,3+2,8" 62,0+2,4¥
12 46,5+7,9' 55,7+2,4" 685+35° 905+4,3" 96,1+0,7"

Viedias com letras iguais nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey HSD, (p=0,03).

Como pode ser visualizado na Tabela 19, no Gltimo dia de
tratamento, ambos o0s géis contendo nanoparticulas de quitosana
causaram uma importante contracdo nas lesbes dos camundongos,
apresentando diferenca significativa, a um nivel de significancia de 5%,
qguando comparado ao grupos controle (CN, CPAA e CPZn) os quais
n&do continham nanoparticulas poliméricas.

Para melhor visualizagdo dos resultados, na Figura 35 é
apresentada a representacdo grafica da média das areas das feridas de
todos os grupos experimentais.
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Figura 35 - Representacdo gréfica da média das &reas das feridas dos
camundongos dos grupos CN, CPAA, CPZn, Nano e Nano+Zn.
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Ao exame macroscopico, no terceiro dia de tratamento, as
feridas dos animais tratados tanto com gel de nanoparticulas quanto com
nanoparticulas incorporadas com zinco, apresentaram uma crosta de
coloracdo vermelho escuro uniforme. Neste periodo, a reducdo média da
lesdo para o grupo Nano foi de 10,7% e para o grupo Nano+Zn foi de
12%. Ndao houve diferenca significativa nas redugdes observadas entre
estes dois grupos. Segundo Eurides (1995/1996), inicialmente, uma
ferida é preenchida por coagulos, fibrinas e exsudato formando uma
crosta que a isola do meio ambiente, portanto, esta formacao é benéfica
durante a regeneracdo do tecido.

Neste mesmo periodo, as lesdes dos animais que néo receberam
tratamento tiveram uma reducdo de apenas 2,7% enquanto que oS
grupos CPAA e CPZn apresentaram redugdes de 15,7 e 16,2%,
respectivamente. Embora os tamanhos das lesGes dos grupos controles
positivos ndo terem diferido estatisticamente dos grupos Nano e
Nano+Zn, as reducfes foram um pouco maiores, pois, tanto o acido
acético quanto o zinco atuaram como agentes antimicrobianos.

No sexto dia as feridas dos dois grupos tratados com gel
apresentaram aspecto semelhante ao observado no terceiro dia, mas as
bordas mostraram-se irregulares. Neste periodo, a reducdo média nas
lesbes do grupo Nano foi de 30,7%, valor este, estatisticamente maior
do que os observados para 0s demais grupos.
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No nono dia, pOde-se observar que nos grupos Nano e
Nano+Zn, as células da epiderme migraram mais facilmente através da
ferida Umida do que sob as feridas secas referentes ao CN. Nesta etapa,
a reducdo no tamanho das feridas dos animais tratados com gel contendo
zinco se destacou (62%) e foi significativamente maior do que a
contragdo observada para 0s outros grupos. De acordo com Khodja et al.
(2013), as células da epiderme podem migrar a uma velocidade de 0,5
mm dia™* na superficie de uma ferida imida, enquanto que sob a crosta
de uma ferida seca, esta migracao € duas vezes mais lenta.

No Gltimo dia de tratamento, a reepitelizacdo das feridas dos
grupos Nano e Nano+Zn ndo diferiram significativamente entre si, as
reducdes foram de 90,5 e 96,1%, respectivamente. Apesar de o zinco ter
atuado como agente antimicrobiano, auxiliando no combate de
microrganismos contidos nas lesfes, a pequena quantidade de metal que
foi incorporada as nanoparticulas ndo contribuiu expressivamente na
cicatrizacdo das feridas. Todos 0s grupos controle apresentaram
porcentagens de reducgdo de lesdo estatisticamente inferiores aos grupos
que receberam aplicacao de gel.

Os géis contendo nanoparticulas mostraram-se mais eficientes
no tratamento de lesdes cutaneas, do que outros produtos a base de
quitosana encontrados na literatura. Mi et al. (2001) avaliaram a
atividade cicatrizante de membranas de quitosana em ratos e obtiveram
apenas 71% de reducdo de lesdo ap6s 21 dias de tratamento.

Khodja et al. (2013) testaram a acéo cicatrizante de hidrogéis, a
base de PVA/quitosana, em queimaduras de segundo grau feitas em
ratos, e observaram que apds o 12° dia de tratamento, as lesGes dos
animais tratados com o gel reduziram 88% enquanto que as
gueimaduras dos ratos do grupo controle, cobertas com gaze de algodéo,
sofreram reducéo de 71%.

Garcia (2011) desenvolveu um gel contendo 2% de quitosana
em solugdo aquosa de &cido latico adicionado de &lcool. O efeito
cicatrizante deste gel foi avaliado no tratamento de lesfes cutaneas de
camundongos as quais foram totalmente regeneradas apés 12 dias.
Apesar de o tratamento com nanoparticulas de quitosana ter alcangado
reducdo de lesdo ligeiramente menor do que a observada por este autor,
0 gel de nanoparticulas contém quantidade de polimero quatro vezes
menor (0,5%) do que o produto contendo &lcool em sua composicao.

Mizuno et al. (2003) utilizaram filmes a base de quitosana na
cicatrizacdo de feridas de camundongos diabéticos e observaram a
contracdo total dos ferimentos ap6s 20 dias de tratamento. Pacientes
com Ulceras cronicas, como 0s diabéticos, tém baixos niveis de zinco no
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S0ro sanguineo, portanto, para o tratamento de lesGes destes pacientes, a
utilizacdo do gel a base de nanoparticulas incorporadas com zinco é
muito interessante.

A Tabela 20 apresenta imagens de lesdes de um animal de cada
grupo experimental no primeiro e Gltimo dia de tratamento.

Tabela 20 — Imagem das lesdes no primeiro e Gltimo dia de tratamento dos
grupos experimentais.
Grupo Dia 0 Dia 12
experimental

CN

CPAA

CPZn
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Nano

Nano+Zn

Na maior parte dos animais tratados com o gel de
nanoparticulas, no 12° dia de tratamento, ficou claro o crescimento de
pelos no local da leséo indicando que as nanoparticulas ndo afetaram o
desenvolvimento das células progenitoras que formam o foliculo piloso,
como mostrado na Tabela 20.

Pode-se notar que a lesdo referente ao grupo Nano foi quase que
totalmente curada até o 12° dia. Para o grupo Nano+Zn esta visualizacéo
ndo é possivel j& que a casquinha da ferida ndo foi removida antes da
imagem ser obtida. No entanto, a medida da area da lesdo néo diferiu
estatisticamente da obtida para o grupo Nano como mostrado na Tabela
19.

A répida reducdo das lesdes tratadas com os géis pode ser
atribuida a rapida migracdo da epiderme devido ao ambiente hidratado
ja que os géis a base de nanoparticulas de quitosana sdo constituidos por
aproximadamente 99,5% de 4agua. Alemdaroglu et al. (2006)
investigaram a utilizacdo de gel de quitosana na cicatrizacdo de
gueimadura em ratos e também observaram que o gel proporcionou uma
rapida e melhor epitelizacdo do que os animais do grupo controle, os
quais ndo receberam tratamento.

Os resultados apresentados demonstram o potencial uso de
nanoparticulas de quitosana como agente cicatrizante, jA que, o gel
diminui potencialmente os riscos de infeccdo local pela exposicédo do
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ferimento, pois evita que corpos estranhos sejam introduzidos na lesdo.
A quitosana, por sua vez, induziu a migracdo celular, ativando as
fungdes dos leucdcitos, fibroblastos e também dos macréfagos, os quais
sdo células que intervém em defesa do organismo contra infeccoes
(WANG et al., 2008), acelerando a regeneracdo epitelial. A sinergia
destas propriedades juntamente aos ambientes Umidos mantidos pelos
géis promoveu condigdes Gtimas para um processo de cura rapido.






5 CONCLUSOES

O estudo apresentado neste trabalho permite concluir que foi
possivel produzir nanoparticulas de quitosana pelo método de
gelificacdo idnica, com tamanho e potencial zeta desejados, sendo que, 0
gel composto por essas particulas apresentou importante acdo
cicatrizante.

Os resultados também permitem concluir que:

- A quitosana in natura da marca Purifarma apresenta grau de
desacetilagdo de 81,9% e massa molar de 111,01 kDa;

- Em relacdo & analise de diferentes razdes de QTS:TPP na
formagdo das nanoparticulas, a melhor proporcdo foi de 3:1, onde as
particulas apresentaram potencial zeta de 31,6 mV e tamanho médio de
82,5 nm. A imagem de MET destas particulas mostrou tamanho
uniforme e coerente com 0 encontrado por espalhamento de luz
dinamico;

- Os melhores parametros para a producdo de nanoparticulas de
quitosana sdo pH 4,4, concentracdo de acido acético de 0,1 M e
proporcdo de QTS:TPP de 3:0,8. Nestas condi¢des, o tamanho médio
das particulas obtidas foi de 76,2 nm e potencial zeta de 32,6 mV;

- O estudo da influéncia do tempo de agitacdo na formacédo de
nanoparticulas mostrou que o periodo de 30 min foi suficiente para a
formacdo de nanoparticulas com tamanho médio de 73,7 nm e potencial
zeta de 33,1 mV;

- As melhores condicfes para promover a adsor¢ao de zinco as
nanoparticulas de quitosana foram: temperatura ambiente; 8 h de
agitacdo magnética e concentracdo da solugdo de Zn*? de 40 mg gnano'l.
O teste de espectroscopia de absorcdo atdbmica em chama revelou que,
nestas condicdes, as nanoparticulas incorporaram 84,4% de Zn*? ou
33,8 Mg Grano

- A analise elementar das nanoparticulas incorporadas com
zinco mostrou que estas possuem em sua composicao, em média, 55,7%
de carbono, 6,8% de nitrogénio, 30,8% de oxigénio, 4,6% de fosforo
proveniente do TPP e 2,1% de zinco, mostrando que o metal foi
adsorvido pela cadeia polimérica;

- O espectro de FTIR das nanoparticulas apresentou
deslocamentos das bandas referentes aos principais grupos funcionais da
quitosana CONH, e NH,, mostrando que houve intera¢do destes com o
TPP, comprovando a formacdo das nanoparticulas. Devido ao aumento
nas intensidades das bandas relativas aos grupos NH, e CH; das
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nanoparticulas adsorvidas de zinco, constata-se que a complexacdo do
metal as nanoparticulas foi obtida com sucesso;

- Através das andlises termogravimétricas, também é possivel
comprovar a formacgdo das nanoparticulas ja que a temperatura de
decomposicdo do biopolimero foi de 323,8 °C e a das Nano e Nano+Zn
diminuiram para 304,6 °C e 267,6 °C, respectivamente;

- Em relacdo ao teste de halo, ndo foi observada a formagéo de
halo de inibicdo para nenhuma das amostras, nos ensaios com E. coli. J&
com a bactéria S. aureus, com a quitosana in natura ndo houve
formagdo de halo, mas para as nanoparticulas e nanoparticulas
incorporadas com zinco, foram obtidos halos de 2,39 e 1,67 cm,
respectivamente;

- Os testes de CIM e CBM mostraram que a quitosana in natura
ndo apresentou atividade antimicrobiana e bactericida contra as duas
bactérias testadas. Em relagdo a E. coli, todas as concentragdes
inibitérias para as nanoparticulas puras e incorporadas com zinco néo
diferiram entre si (26 mg mL™). A concentracdo de 5 mg mL™ de
nanoparticulas foi capaz de inibir e matar a S. aureus, enquanto que o
teor de nano?articulas incorporadas com zinco necessaria foi maior, de
8,66 mg mL™;

- O gel composto por nanoparticulas de quitosana apresentou
acdo cicatrizante significativa apés 12 dias de tratamento em
camundongos, chegando a 90,5% de cicatrizagdo enquanto que, com o
grupo ndo tratado foi alcangada uma reducdo de lesdo estatisticamente
menor, de 46,5%;

- A pequena quantidade de zinco que foi incorporada as
nanoparticulas ndo contribuiu expressivamente na cicatrizacdo das
feridas quando comparado as nanoparticulas sem o metal adsorvido.
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Size Distribution by Intensity
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Figura Al - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a
razdo de 2:1.
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Figura A2- Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente & razdo de 2:1.
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Figura A3 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a
razdo de 2,5:1.
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Figura A4 - Distribui¢do do potencial zeta das nanoparticulas referente a razéo
de 2,5:1.
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Figura A5 - Distribuigdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a
razéo de 3,5:1.
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Figura A6 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas referente a razdo
de 3,5:1.



137

Size Distribution by Intensity
7
[+
5
g
= 4
]
53
E
2
1
0
01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figura A7 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a
razdo de 4:1.
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Figura A8 - Distribuigao do potencial zeta das nanoparticulas referente a razao
de 4:1.
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Figura A9 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a
razdo de 4,5:1.
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Figura A10 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas referente a razéo
de 4,5:1.
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Figura A1l - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente
arazdo de 5:1.
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Figura A12 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas referente
arazdo de 5:1.
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Size Distribution by Intensity
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Figura A13 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente
arazdo de 5,5:1.
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Figura Al14 - Distribuigdo do potencial zeta das nanoparticulas referente a razéo
de 5,5:1.
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Figura A15 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana pela
intensidade referente ao Ensaio 2 do planejamento experimental.
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Zeta Potential Distribution
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Figura A16 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente ao Ensaio 2 do planejamento experimental.
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Figura Al7 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana pela
intensidade referente ao Ensaio 3 do planejamento experimental.
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Figura A18 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente ao Ensaio 3 do planejamento experimental.
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Size Distribution by Intensity

7N
/ N,
8 / \
= / Y
] ! \
= f
¢ /
£ 4 /
- / \\
2
/ \
/ \
0 IR I R Raa] = IERERE! I RN
01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figura A19 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana pela
intensidade referente ao Ensaio 4 do planejamento experimental.
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Figura A20 - Distribui¢do do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente ao Ensaio 4 do planejamento experimental
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Figura A21 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana pela
intensidade referente ao Ensaio 5 do planejamento experimental.
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Zeta Fotential Distribution
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Figura A22 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente ao Ensaio 5 do planejamento experimental.
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Figura A23 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana
pela intensidade referente ao Ensaio 6 do planejamento experimental.
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Figura A24 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente ao Ensaio 6 do planejamento experimental.
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Size Distribution by Intensity
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Figura A25 - Distribui¢do de tamanho das nanoparticulas de quitosana pela
intensidade referente ao Ensaio 7 do planejamento experimental.
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Figura A26 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente ao Ensaio 7 do planejamento experimental.
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Figura A27 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana pela
intensidade referente ao Ensaio 8 do planejamento experimental.
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Zeta Potential Distribution
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Figura A28 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de quitosana
referente ao Ensaio 8 do planejamento experimental.
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Figura A29 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em 5 min de agitacao.
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Figura A30 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas em 5 min de
agitacéo.
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Size Distribution by Intensity
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Figura A31 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em 10 min de
agitacéo.
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Figura A32 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas em 10 min de
aaitacdo.
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Figura A33 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em 20 min de
agitacéo.
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Figura A34 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas em 20 min de
agitacéo.
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Figura A35 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em 40 min de
agitacéo.
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Figura A36 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas em 40 min de
agitacéo.
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Size Distribution by Intensity
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Figura A37 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em 50 min de
agitacéo.
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Figura A38 - Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas em 50 min de
agitacéo.
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Figura A39 - Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas em 60 min de
agitacdo.
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Figura A40 - Distribui¢do do potencial zeta das nanoparticulas em 60 min de
agitacéo.
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Universidade Federal de Santa Catarina - CFM - Departamento de Quimica

Resultado n° 198/12
Amostra: Ensaio Planejamento Experimental 1, 2 3, 4 e Solugao inicial.
Interessado: Andréia Lange de Pinho Neves,

Responsavel pelo pedido: a mesma.

RESULTADO

Pardmetros Zinco
Amostras {mgiL)
12,50

Ensaio Planejamente Experimental 1
13,45
. 16,10

Ensaio Planejamente Experimental 2
16,15
16,55

Ensaio Planejamento Experimental 3
17,00
14,80

Ensaio Planejamento Experimental 4
15,35
22,05

Solugao Inicial

22,25

Obs.: 1 - Os procedimentos de amostragem foram realizados pelo cliente.

Florianopolis, 21 de setembro de 2012,

1ADcove
Quimica Jugal\a Beatriz Dario
CRQ/XIII 13100014

Campus Universitario - Trindade — Florianopolis — SC -Fone (048) 3721-6826 / 6827 ~ Fax (048)3721-6888
CEP 88040-900 - email: centrala@qme.ufsc.br

Figura A4l - Laudo de absorgdo atdmica do primeiro planejamento
experimental.
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Resultado n® 205/12

Amostra: Ensaio 2° Planejamento Experimental 1, 2, 3, e 4 e Solugéo Inicial
Interessado: Andréia Lange de Pinho Neves,

Responsavel pelo pedido: a mesma.

RESULTADO

\‘_1% Parametros Zinco
Amostras i T (mglL)
oy ; 7,30
Ensaio 2° Planejamento Experimental 1 735
3,06
Ensaio 2° Planejamento Experimental 2
2,88
8,07
Ensaio 2° Planejamento Experimental 3 8.15
o 3,54
Ensaio 2° Planejamento Experimental 4 346
i 18,80
Solugéo Inicial
19,25

Obs.: 1 -Os procedimentos de amostragem foram realizados pelo cliente.

Floriandpolis, 18 de outubro de 2012.

FoO cuue
Quimica &&célia Beatriz Dario
CRQ/XIII 13100014

Campus Universitario — Trindade — Floriandpolis — SC -Fone (048) 3721-6826 / 6827 — Fax (048)3721-6888
CEP 88040-900 - email: centrala@gmc.ufsc.br

Figura A4l - Laudo de absorcdo atdbmica do segundo planejamento
experimental.



