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RESUMO

Neste trabalho foram preparados filmes de quitosana para uso como matrizes na
liberagdo topica de dcido hialurénico tendo em vista agdio cosmética através da hidratagéo da
pele. Neste caso, a integridade fisica dos filmes ¢ biocompatibilidade com a pele foram
requisitos fundamentais para aplicagéio cosmética. Uma vez que a quitosana requer um meio
acido para ser processada, a selegéio do tipo de 4cido € agente neutralizante € necessaria para
preparagdio de filmes com tais caracteristicas. Solugdes aquosas de acido acético e acido
citrico foram sugeridas como meio dispersante aos filmes; concomitantemente, solugdes
aquosas de hidroxido de sddio:carbonato de sodio pH 9,0, carbonato de sédio pH 5,7 e
tampdes acetato ou citrato pH 5,0 e 5,7 foram propostas como neutralizantes. Para selegéio da
composicdo filmogénica apropriada a este estudo, foram efetuadas avaliages estatisticas dos
efeitos dos fatores de preparagdo do filme nas propriedades fisico-quimicas do filme.
Adicionalmente, andlise térmica simultdnea e calorimetria exploratoria diferencial foram
realizadas. A neutralizagio em tampdo citrato pH 5,0, sem glicerol, originou filmes
biocompativeis com melhor integridade fisica para uso na liberagio de acido hialurénico
utilizando um modelo de pele de porco. A composicéo filmogénica contendo solugdo aquosa
de acido citrico como meio dispersante apresentou maior integridade fisica, resultado de
melhores propriedades fisico-quimicas como menor grau de intumescimento (retengéio de
agua, sem dissolugdo do filme), conteudo de umidade e de percentual de solubilizagio em
meio 4cido ou alcalino. O efeito do meio dispersante foi significativo na avaliagéio destas
propriedades. De acordo com as andlises térmicas, estes filmes apresentaram maior interagéo
com agua, caracteristica importante para a aplicagéio proposta. Segmentos de pele tratados por
filmes com ou sem acido hialurénico, mostraram hidratagdo em 10 min ¢ descamacgéo do
estrato cormeo. Com o tratamento por gel de Carbopol® contendo o ativo, hidratagéo foi
superior, sem esfoliagdo. Os resultados revelaram que os filmes de quitosana preparados em
solugdio aquosa de acido citrico, sem glicerol ¢ neutralizados em tamp#o citrato pH 5,0,
devido a maior integridade fisica, biocompatibilidade e efeito esfoliante da quitosana e acido
citrico, possuem potencial de aplicagdio para utilizagio como matrizes ¢ promover efeito

cosmético através da esfoliagéo da pele.
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ABSTRACT

In this work were prepared chitosan films for use as matrices in topical release of
hyaluronic acid aiming cosmetic action by skin hydration. In this case, the physical integrity
of films and its skin biocompatibility were fundamental requirements for cosmetic
application. Because chitosan demands an acid medium to be processed, the choice of acid
and neutralizer is necessary for the preparation of films with such characteristics. Aqueous
solutions of acetic acid and citric acid were suggested as dispersing medium for films;
simultaneously, aqueous solutions of sodium hydroxide:sodium carbonate pH 9.0, sodium
carbonate pH 5.7 and acetate or citrate buffers pH 5.0 and 5.7 were proposed as neutralizers.
To choose the appropriate film composition for this study, were made statistical evaluations of
the effects of film’s preparation factors on physicochemical properties of the films.
Additionally, simultaneous thermal analysis and differential scanning calorimetry were
performed. The neutralization in citrate buffer pH 5.0 without glycerol, originated
biocompatible films with more physical integrity for use in hyaluronic acid release using a pig
skin model. The film composition containing aqueous solution of citric acid as dispersing
medium showed greater physical integrity resulted from better physicochemical properties as
lower degree of swelling (water retention, without dissolution of the film), moisture content
and percentage of solubilization in acid or alkaline media. The effect of dispersing medium
was significative in evaluation of these properties. According to the thermal analyses, these
films showed greater interaction with water, an important feature for the proposed application.
Skins treated for films with or without hyaluronic acid showed hydration within 10 min and
stratum corneum desquamation. With treatment for Carbopol® gel containing the active, there
hydration was superior, without exfoliation. The results revealed that chitosan films prepared
in aqueous solution of citric acid, without glycerol and neutralized in citrate buffer pH 5,0,
because to greater physical integrity, biocompatibility and exfoliating effect of chitosan and
citric acid, have a potential application for use as matrices and to promote cosmetic effect by

skin exfoliation.



xxiv

“Seja quem vocé for, qualquer posi¢do que vocé tenha na vida (nivel altissimo ou mais
baixo), tenha sempre como meta muita forga, muita determinagdo e, sempre, faga tudo com
muito amor e com muita fé em Deus que um dia vocé chega la. De alguma maneira vocé

chegala.”

Ayrton Senna da Silva



1. INTRODUCAO

O envelhecimento facial € definido como um conjunto de alteragcdes morfoldgicas,
fisiologicas e bioquimicas que ocorrem progressivamente na pele com o decorrer do nosso
tempo de vida!. E o resultado das interagdes entre fatores intrinsecos (cronolégicos ou
naturais) e extrinsecos (fotoenvelhecimento) que ocorrem durante nosso periodo de
existéncia. Neste caso, tais interagdes sdo consequéncias de um processo continuo cujos
danos ambientais em areas expostas sobrepdem-se ao envelhecimento natural e, como efeito,

hé a aparéncia da pele®*,

No processo de fotoenvelhecimento, os radicais livres gerados promovem reagdes de
despolimerizagiio dos componentes biopoliméricos essenciais da pele, tais como colageno,
elastina e glucosaminoglucanos do estrato basal epidémmico ¢ da matriz extracelular da
derme*S, O fotoenvelhecimento reduz a quantidade desses componentes essenciais o que
conduz a redugdio da elasticidade natural da pele. Por sua vez, a pele torma-se mais rigida e
menos hidratada, com aparéncia seca (xerose), o que pode propiciar o surgimento de rugas

finas ou hiperpigmentagio’.

Em principio, a reposi¢iio desses componentes requer métodos invasivos através da
injegio destes biopolimeros na pele®®. A utilizagio de preenchedores démmicos como o
colageno em procedimentos cirtirgicos para a corregdo dos sinais do envelhecimento cutaneo
¢ a aplicagio de toxina botulinica origina reagfio inflamatéria decorrente do trauma da inje¢éio
(trauma mecénico) e/ou da resposta do organismo a substancia, com consequente formagéo de
edema, eritema, calor e dor localizada!®. Além disso, o desconforto, a necessidade de

recuperagio ¢ a possibilidade de infecgdio séio obstaculos a este procedimento.

Devido a estrutura da epiderme, a pele constitui uma barreira a penetragéio de ativos
cosméticos. Para que um ativo seja absorvido pela pele, este deve romper a barreira imposta
pelo estrato comeo epidémmico e as camadas subjacentes para atingir a dermme. Segundo
Gomes ¢ Gabriel!! a penetragdo de ativos cosméticos esta relacionada as caracteristicas fisico-
quimicas da substincia difusora, tais como massa molar, hidrofilia, lipofilia, carga elétrica e
concentragiio. Neste caso, para que as moléculas do ativo sejam permeaveis no estrato corneo,

estas devem ter, preferencialmente, um caréter apolar'2,



Assim, a utilizagdo topica de permeacéio facial de ativos cosméticos contendo
glucosaminoglucanos como o acido hialurdnico surge como uma altemativa para minimizar
os efeitos do envelhecimento. O acido hialurénico € um glucosaminoglucano ndo sulfatado
que consiste em unidades repetidas de acido D-glucordnico e N-acetilglucosamina unidas
entre si por ligagdes glicosidicas B (1 — 3) e B (I — 4)'3. De acordo com a literatura, mais do
que 50% do total de acido hialurénico encontrado no corpo humano esta localizado no tecido

epitelial'4 16,

Apesar da elevada massa molar e hidrofilicidade do acido hialurénico, o que seria
esperado para limitar sua permeabilidade no estrato cémeo, tal ativo cosmético pode ser
absorvido pela pele humana'”'®, Brown e colaboradores'’ apresentaram a possibilidade de
penetracio e/ou permeagdo do ativo quando aplicado na pele na forma de gel, encontrando-o
na camada basal da epiderme, derme e endotélio linfatico apés a aplicagiio topica. Neste
contexto, € conhecido que a penetragéio e/ou penneagdo do acido hialurdnico € decorrente da
presenga de dominios hidrofobicos na cadeia polimérica devido ao carater lipofilico da
macromolécula ou da existéncia de receptores de acido hialurdnico distribuidos por todo o
tecido epitelial. Tais fatores podem, respectivamente, aumentar a permeabilidade do ativo
cosmético na pele através da afinidade da molécula do ativo com a camada lipidica superficial

do estrato comeo' ou facilitar a localizagéio do ativo cosmético na pele?%2!,

Neste cendrio, Pavicic e colaboradores?? demonstraram que o 4acido hialurénico de
baixa massa molar (My = 50.000 g mol!) pode penetrar na camada comea, o que confere
propriedades hidratantes por retengfio de dgua no estrato comeo e, como consequéncia, ha a
redugdio na profundidade das rugas. Isto ocorre devido a natureza hidrofilica?®?* do 4cido

hialurénico, o qual permite a hidratagiio da camada cémea.

O desenvolvimento de estratégias que aumentem a eficicia das formulagdes
cosméticas tendo em vista a penetragio e/ou permeagdo cutdnea de ativos, vem sendo
estudado®. Paratal finalidade, a alteragiio da funcio barreira da pele é imprescindivel. Neste
caso, esta modificagio pode ser realizada através da hidratagio do estrato comeo?>?5, A
hidratacio € essencial para a execugdio correta dos processos fisioldgicos, bioquimicos e
biofisicos da pele?, pois a dgua atua, a nivel celular, como plastificante para proteinas das

células da camada comea?’.

Atualmente, a indastria farmacéutica tem interesse em relagio ao papel dos

excipientes nestas formulagdes cosméticas. Dessa forma, o desenvolvimento de formulagdes



que contém um excipiente capaz de promover efeito cosmético além de aprimorar o efeito dos
ativos, € necessario?®. A utilizagio da quitosana como excipiente para a preparagio de filmes
poliméricos € uma possibilidade promissora. Quitosana € um polissacarideo constituido por
unidades de D-glucosamina e N-acetilglucosamina ligadas entre si através de ligages
glicosidicas B (1 — 4). Em solugdes aquosas acidas, este polissacarideo origina hidrogéis, os
quais podem ser processados na forma de filmes?”®. Uma propriedade interessante da
quitosana, sob a forma soltivel em dgua, é a bioadesdo®® que ocorre devido i interaciio da rede
polimérica catidnica originada com os grupos carregados negativamente na superficie da pele.
Em razdo desta propriedade, a quitosana pode ser utilizada em cosméticos € produtos de

higiene pessoal como hidratante da pele e mascara reguladora de tom3!,

No entanto, a baixa estabilidade de filmes compostos por quitosana restringe a sua
aplicacio®?, ¢ a manutengiio da integridade da estrutura fisica destes filmes durante a
preparacgio, € um desafio significativo. Em solugfio aquosa de acidos inorgénicos ou orgéanicos
diluidos, a quitosana € carregada positivamente devido a protonagéio dos grupos amino. Como
consequéncia, ha a dissolugiio dos filmes quando estes estdo imersos em agua ou em meio
acido. Portanto, uma etapa de neutralizagfio € necessaria para melhorar a estabilidade destes

filmes.

Apos a neutralizagio, os filmes de quitosana apresentam rigidez, caracteristica
indesejavel, uma vez que a aplicagéio de filmes sobre a pele requer facil manuseio do material.
A adigdio de glicerol, substiancia com propriedade plastificante, reduz a rigidez ¢ melhora o
manuseamento dos filmes. No campo farmacéutico, o glicerol € considerado um umectante,
pois ¢ uma molécula polar com propriedades higroscopicas. E utilizado para o tratamento da
pele seca devido a capacidade de propiciar maior suavidade e maleabilidade ao estrato

corneo’3.

De acordo com Ali e colaboradores®*, o pH do meio afeta a integridade, a coeséo € a
descamac@io do estrato comeo. Como a maior parte dos produtos para o cuidado da pele
alteram o seu pH, € necessario o estudo de formulagdes cosméticas que apresentem um pH
mais compativel com o da pele visando minimizar o risco de irritagio cutinea. Para aumentar
a permeagéio cutdnea, recomenda-se o uso de formulagdes com um pH préximo ao pH
fisiologico da pele (pH entre 4,5-6,5). Como altemativa, podem ser utilizadas solugdes

tamp#o que atuam como agentes neutralizantes para os filmes de quitosana.



Assim, nesse trabalho foi proposto o desenvolvimento de filmes de quitosana para

liberagdio de acido hialurdnico, substincia ativa hidratante para uso topico.



2. JUSTIFICATIVA E INOVACAO

Atualmente, existe um elevado grau de preocupagio na populagio em geral com
relagdo ao cuidado estético da pele. A busca por umn padrdo ideal de beleza através da
preservacdo da aparéncia saudavel da pele (uma pele hidratada, sem rugas ¢ manchas) tem
sido generalizada. Assim, com o aumento da longevidade e da concorréncia no mercado de
trabalho, surgiu uma nova categoria de usuarios de produtos cosméticos interessada em

corrigir as alteragdes resultantes do processo de envelhecimento da pele3338,

A aplicagio de biopolimeros em formulagdes cosméticas vem crescendo a medida que
a cosmetologia ganha espago como ciéncia®. A maior parte das formulagdes cosméticas
tradicionais existentes no mercado apresenta-se na forma fanmacéutica de emulses (cremes e
géis), sistemas termodinamicamente instdveis, que tendem a separagio de fases quando
mantidos em repouso sem agita¢éio. Além disso, ambas formulagdes causam urn efeito oleoso
em peles suscetiveis. Em relacio a forma farmmac€utica gel, as desvantagens sdo a
incompatibilidade com algumas substincias ativas e a tendéncia para a dessecagio®’.
Ademais, as formulages cosméticas tradicionais apresentam urn tempo de contato curto entre

os ativos hidratantes e a pele, o que reduz a penetragiio e/ou permeagio na camada comea.

Por outro lado, formulagdes cosméticas inovadoras como patches (adesivos) tém sido
propostas para melhorar a eficicia dos ativos cosméticos* 3. A utilizacio de filmes
poliméricos como matrizes para liberagiio cutdnea de 4cido hialur6nico tendo em vista agéo
hidratante € uma tentativa de melhorar a penetragio e/ou permeagéio do ativo no estrato
comeo, ¢ de eliminar, ndo s6 os aspectos negativos referentes as formas farmac€uticas
comercializadas atualmente, mas também dos efeitos colaterais dos métodos invasivos.
Dentre as vantagens de desenvolver matrizes para liberagéio topica de ativos hidratantes, ha a
estabilidade fisica ¢ microbioldgica superior; maior umectagio (aumento na retengio de agua
pela matriz, ocasionada pelo seu intumescimento); a diminui¢do de reagdes entre ativos e
excipiente; menor reagdo da pele frente a forma farmacéutica utilizada, que € removida apds a
acdio do produto ¢ a maior intensidade de contato entre os ativos € a pele. Adicionalmente, a
aplicagdo de urna matriz sobre a pele requer uin momento de cuidado pessoal, conferindo

sensacgdo de bem-estar.



O emprego desta tecnologia inovadora representa utn importante avango na area de
Cosmetologia, utna vez que proporciona grande incremento na permeagéio de ativos na pele,

potencializando, dessa forma, a eficacia das formulagdes hidratantes.



3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a preparacéo de filmes de quitosana com melhor
integridade na estrutura fisica e biocompatibilidade com a pele humana para utilizagdo como
matrizes para aplicac@o na liberacdo de acido hialurénico através de um modelo in vitro de

pele de orelha de porco tendo em vista agéio cosmética.

Para atingir esse objetivo, foram realizadas as seguintes atividades:

v Preparacéio de filmes de quitosana com a variagiio dos pardmetros, concentragéio de
quitosana, percentual de plastificante, agente neutralizante, tempo de neutralizagéio

meio dispersante;

v" Avaliagio das propriedades fisico-quimicas, percentual de porosidade, grau de
intumescimento, percentual de degradacio em meio acido € em meio alcalino,
espessura, conteido de umidade, percentual de perda de massa e transi¢cdo de fase,
respectivamente, por Testes de Porosidade, Testes de Intumescimento, Testes de
Solubilizagio em Meio Acido ¢ Meio Alcalino, Medidas de Espessura, Determinagéio
do Conteudo de Umidade, Analise Térmica Simultinea e Calorimetria Exploratdria

Diferencial;

v Avaliagdes estatisticas dos efeitos dos parametros de preparagiio dos filmes nas

propriedades fisico-quimicas dos filmes;

v Determinagdo ¢ avaliagio do grau de hidratacio dos segmentos de pele apos
tratamento cosmético - com o filme que apresentou melhor integridade na estrutura
fisica e biocompatibilidade ou com o gel - contendo acido hialurdnico através de

Espectroscopia de Infravermelho com Refletdncia Atenuada;

v"  Analise da superficie dos filmes e segmentos de pele por Microscopia Eletronica de

Varredura.



4, REVISAO BRIRLIOGRANVICA

4.1. A PRLE HUMANA

A pele é 0 aaior érglio do corpo bumano, corespondendo a aproximadaments 16% da
massa corporal®. E um érgdo multifincional cujas fungdes principais sio de revestimento e
protecdo do eopo. Adicinalments, a pele exerce fungdes vitais, tis como; mewabélicas, de
temormegulagdo, imnnmisdrims e de eecepelio de estimulos sensariais (Wis)®. Como
consequéncia da multifinciocalidade da pele, hé a adaptagio do orgamismo s mudancas
ambhiemais. Anatamicsmenta, a pele é um 61g30 de sevestimento hetervgineo composie por
camadas interdspendemas, ou seja, Mmricnalmente, estes camadas possuem uma relagio
miitus.

4.L1. Histologia da Pele

A pele é composta por duas camadas de tecidos principais {da superficie pam o
interior): a epiderme, de ocgem ectndémnica; ¢ 3 derme e ssus anexos, de origem
mesadérmica Abaixo da derme, hd a hipoderme (tecido adiposo ou tecido subcutineo)*s¥. A
estraum dapele estd represanteda na Figum 4.1.

epiderme 4 L_'.'

dermea < ¢

gianduta | I G W 4 -
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hipnderme{ e —

Figora 4.1 — Oesenlw Psquemdtico da Anatomia da Pele Humana*®,
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4.1.1.1. Epiderme

A epiderme € um tecido epitelial pavimentoso (apresenta maior quantidade de células
achatadas), estratificado (contém varias camadas de células), queratinizado e avascular.
Possui espessura entre 0,07 ¢ 1,4 mm e, ¢ formada por duas camadas de tecidos: o estrato

comeo e a epiderme vidvel®,

O epitélio consiste em uma complexa estrutura formada por quatro tipos de células:
melandcitos, células de Langerhans, células de Merckel e queratinécitos. Em relacéio ao
percentual de células componentes, 90% sdo compostas por queratindcitos, € os 10%
restantes, constituidos por melandcitos, células de Langerhans € de Merkel. Os melandcitos
localizam-se no estrato basal da epiderme vidvel e sfio responsaveis pela sintese de melanina,
substdncia fotoprotetora que atua na pigmentagio da pele; as células de Langerhans
encontram-se no estrato basal e desempenham papel na imunovigilancia cutinea; as células de
Merkel séo receptores sensoriais da pele que se dispdem entre os queratinécitos. E por fim, ha
os queratindcitos, células constituintes da epiderme vidvel, as quais durante o processo de
diferenciagio originam células na superficie cutdnea que contém queratina, uma proteina com

alto teor de enxofre e impermedvel a dgua®>.,

A diferenciagio celular € um processo gradual pelo qual a célula altera sua forma para
que possa executar uma determinada fungfio. Neste caso, ha uma especializagdo progressiva
das células no organismo. O grau de diferenciacdio da célula esta associado a capacidade de
proliferacdio. Quanto menor a diferenciagiio da célula, maior a possibilidade de proliferacéo

ou vice-versa®Z,

4.1.1.1.1. Estrato corneo

O estrato cormeo, camada mais extema da epiderme, possui espessura entre 10 ¢ 15
pm e € composto por cerca de 15 subcamadas de células anucleadas e queratinizadas. Cada

subcamada esta disposta na forma de lamelas com espessura entre 220 € 440 nm*%:3354,

A estrutura do estrato comeo € descrita segundo o modelo “tijolo € argamassa” ou
brick & mortar no qual as células queratinizadas da camada corea (“tijolo” ou brick) estdo

envoltas em uma matriz lipidica (“argamassa” ou mortar) composta por acidos graxos e
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lipideos (ceramidas e colesterol)®. Esta matriz é organizada em bicamadas lipidicas
repetitivas dispostas na forma de estruturas lamelares ¢ preenchem os espagos

extracelulares®-7

. As células da camada comea sdo preenchidas por proteinas estruturais
como os filamentos de queratina e estédo envoltas por um “envelope” lipidico composto por ®-
hidroxiceramm'das € por um envelope proteico formado pela proteina involucnna. Esta proteina
contém residuos glutamato que, através de ligagGes €steres, unem-se covalentemente as ©-
hidroxiceramidas as quais ancoram o envelope lipidico as bicamadas lipidicas oriundas da
camada granulosa da epiderme vidvel®®. A representagiio da camada comea e dos cornedcitos

constituintes estdo dispostos na Figura 4.2.

filamentos de queratina
cornedécito

corneodesmossomo

|
/ fator de hidratagdo natural

envelope lipidico bicamadas lipidicas
+

envelope proteico
corneécito «———— envelope lipidico

y—

envelope proteico

Figura 4.2 — Desenho Esquematico do Estrato Céomeo € de um Comedcito com os
Envelopes Lipidico e Proteico (adaptado de Harding, 2004)%°.

A composigdo do estrato comeo € de, aproximadamente, 70% de proteinas, 15% de
lipideos ¢ acidos graxos € 15% de agua em relacéio & massa total da camada comea. Por sua
vez, a matriz lipidica € composta por 50% ceramidas, 25% colesterol, 15% acidos graxos e
10% ésteres de colesterol e sulfato de colesterol®®. Com relagéio & polaridade dos compostos
integrantes da matriz, sdo formados por moléculas anfifilicas que possuem duas regides: uma
regido hidrofilica ou polar denominada “cabega hidrofilica” ¢ uma regido hidrofébica ou

lipofilica denominada “cauda hidrofobica” (Figura 4.3).



11

cornedcitos

I
|

= 1

cabega hidrofilica

- l--__, -

<€— cauda hidrofébica

cornedcitos

Figura 4.3 — Desenho Esquemético das Bicamadas Lipidicas do Estrato Cérmeo
(adaptado de Caussin, 2009)°".

As células da camada cérnea estdo unidas entre si através de jungdes celulares, as
anchoring junctions (jungdes proteicas intercelulares de ancoramento) constituidas pelos
corneodesmossomas®?%>, Essas jungdes proteicas sdo responsiveis pela coesdo entre as
células adjacentes dessa camada. A presenga dos corneodesmossomas e o elevado grau de
organizagio da matriz lipidica sfo fatores que impedem a entrada de 4gua e agentes quimicos
pela camada cdrnea. Desta forma, ha contribuig8o conjunta para a manutengdo da integridade
do estrato corneo o que o toma responsivel pela fungdo “barreira” da pele & penetragéo de

substincias.

O estrato cormeo é composto por duas regides: o stratum compactum e O stratum
disjunction (Figura 4.4). O stratum compactum corresponde as camadas profunda e média do
estrato corneo e¢ cada camada compreende um conjunto de subcamadas. As células
constituintes destas subcamadas sdo denominadas células cdmeas e estdo ligadas entre si
pelos corneodesmossomas. Nesta regido, as células cOrneas iniciam a diferenciagdo celular,
logo, a atividade enzimética local é intensa. Neste estdgio inicial de diferenciagdo, hé reduggo
na polaridade dos lipideos através do desaparecimento da porgéo fosfolipidica e diminuigéo
da coesdo das células corneas o que facilita a transferéncia destas células para o stratum
disjunction. O stratum disjunction corresponde & camada externa da pele (superficie cutfinea)

e ¢ constituida por um conjunto de subcamadas. Nesta regido, as células corneas concluem o
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processo de diferenciacéo celular. Neste ultimo estigio, hd o t¢rmino do processo de
queratinizagdo ¢ inicio de¢ um processo continuo de descamagdo celular. Durante a
descamagc@o, hd perda dos comeodesmossomas ¢ desprendimento das células superficiais da

pele. Como consequéncia, hé a formagéo de células removiveis, denominadas escamosas ou

comedcitos®®3,

7‘ S
&> e
8 =
oS o T
COCG=oocoa
CO_ 8 e gme € @, g 8 )
(" o @ ® s o W o)

-
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Figura 4.4 — Desenho Esquematico da Camada Comea ¢ suas Regides: stratum compactum ¢
stratum dis junction (adaptado de Dasgupta et al., 2014)°S,

4.1.1.1.2. Epiderme vidavel

A epiderme viavel, camada subjacente do estrato comeo, possui espessura entre 50 €
100 pm ¢ ¢ dividida em quatro camadas ou estratos: basal, espinhoso, granuloso ¢ hicido®’
(Figura 4.5).

O estrato basal ou germinativo ¢ camada mais profunda da epiderme. Nesta camada,
encontram-se c€lulas cilindricas em intenso processo de divisdo. A diferenciacdo dos
queratindcitos do estrato basal permite que e¢ssa camada origine as demais camadas que
compdem a epiderme. Neste processo, os queratindcitos sofrem modificagdes bioquimicas ¢
morfolégicas durante a migragdo em diregéo as camadas superiores da epiderme. O resultado
final deste processo de diferenciagdo € o surgimento do estrato comeo. Na regio de
scparagiio entre a epiderme ¢ a derme, hd a membrana basal ou ldmina basal. Sobre esta
membrana, os queratindcitos basais estdo fixados a derme através das anchoring junctions,
formadas pelos hemidesmossomas®$>68,
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O estrato espinhoso ou filamentoso estd localizado acima do estrato basal e ¢é
composto por trés ou quatro camadas de queratindcitos. Nesse caso, as células constituintes
dessa camada encontram-se coesas entre si através das anchoring junctions, constituidas pelos
desmossomas. Estas jungdes possuem a mesma fungio dos comeodesmossomas do estrato
comeo. Adicionalmente, ha as gap junctions (jungdes proteicas intercelulares de
comunicagio) as quais exercem o papel de mediadores para transferéncia de nutrientes (ions
inorganicos € pequenas moléculas soliveis em agua) e sinais elétricos através de canais

localizados entre as células adjacentes®>®°,

O estrato granuloso situa-se acima do estrato espinhoso e € composto por trés camadas
de queratindcitos. Tais células possuem aspecto granuloso devido a presenga de granulos de
querato-hialina, precursor da filagrina, proteina responsavel por agregar os filamentos de
queratina ¢ outras proteinas nas camadas mais superficiais da epiderme para a formagéo do
estrato corneo’®. Esta regifio da epiderme origina as bicamadas lipidicas do estrato comeo. Os
queratindcitos constituintes desta camada estéio unidos entre si por meio de jungdes celulares,
as tight junctions (jungdes proteicas intercelulares de oclus@o). Estas jungdes sdo responsaveis
pelo contato direto entre as células adjacentes, formago e manutengéio da fungéio barreira da

pele para prevencio da perda de dgua cutinea®"",

O estrato lucido ou claro localiza-se entre o estrato granuloso € comeo e € formado por
uma ou duas camadas de células translicidas e anucleadas. E encontrado nas regies do corpo
que ndo apresentam pelo, como na regifio da palma das méos e sola dos pés. O estrato lacido
contém a eleidina, substincia lipoproteica, que auxilia o estrato granuloso na prevengio da

desidrataciio da derme’?,
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Figura 4.5 — Desenho Esquematico da Anatomia da Epiderme Humana: (a) divis@o por
camadas (estratos) e (b) jungdes intercelulares. As setas indicam a localizagdo das jungdes
intercelulares nas camadas correspondentes (adaptado de Brasil Escola, 2015)73,

4.1.1.2. Derme

A derme é o elemento de nutrigdo e sustentagdo da pele, pois confere a ela suporte
mecénico e elasticidade’. E um tecido conjuntivo localizado entre a epiderme e a hipoderme
com espessura entre 3 ¢ 5 mm e € constituida por uma estrutura de fibras proteicas (coldgeno
e elastina), células de natureza conjuntiva e sanguinea (fibroblastos, macréfagos, mastécitos e
hemadcias), plexos sanguineos e linféticos (conjunto de vasos sanguineos e linfaticos), anexos
cutineos e terminagdes nervosas. Todo esse conjunto estd inserido em uma matriz extracelular
amorfa composte por &gua, sais minerais e mucopolissacarideos tais como
glucosaminoglucanos (4cido hialurdnico, sulfato de condroitina entre outros) e

proteoglucanos.

A derme ¢ formada por duas camadas de tecidos: a derme reticular ou profunda e a
derme papilar ou superficial™>. A derme reticular ou profunda é a camada que est4 em contato
direto com a hipoderme e representa 80% da espessura da derme. A partir desta camada
reticular emergem os apéndices cuineos como as glindulas sudoriparas e a unidade

pilossebacea (conjunto formado por foliculo piloso, pelo, misculo eretor do pelo e glandula
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sebacea). A denne papilar ou superficial € a camada que se encontra em contato direto com a

epiderme vidvel através do estrato basal.

4.1.1.3. Hipoderme

A hipoderme € um tecido conjuntivo adiposo localizado abaixo da derme. O tecido
subcuténeo € constituido por duas camadas de tecidos, a lamelar ¢ areolar, separadas por uma
lamina fibrosa’. A camada lamelar, a mais interior, é composta por adipécitos (células que
contém reservas de lipideos) dispostos horizontalmente, fibroblastos ¢ vasos sanguineos de
maior tamanho. Com o aumento da massa corporal de um individuo, a camada lamelar
aumenta de espessura devido ao aumento no volume dos adipdcitos. Portanto, a presenga de
tecido adiposo esta relacionada diretamente ao estado nutricional do individuo. Ja a camada
areolar, a mais superficial, possui adipdcitos globulares dispostos em posi¢do vertical,

fibroblastos, e vasos sanguineos de menor tamanho.

A hipodenne tem um papel importante no organismo, como isolamento témmico,
amortecedor mecanico contra pressdes externas, reserva de lipideos provenientes do figado e

intestino e lipolise (metabolizagio dos lipideos a acidos graxos)’’.

4.1.2. Fungiio Barreira e a Permeabilidade Cutinea

A pele humana, como 6rgio multifuncional, possui a capacidade de néo s6é constituir
uma barreira a perda de agua e eletrolitos, mas também de impedir a entrada de substincias
exogenas prejudiciais. Estas caracteristicas sdo atribuidas a histologia da pele, pois o estrato
comeo apresenta baixo teor hidrico, quando comparado com as camadas mais profundas, ¢
uma quantidade elevada de lipideos ¢ proteinas, as quais conferem a impenneabilidade

atribuida’®7°,

Em relagfio a estrutura lipidica da pele, os lipideos do estrato comeo sdo organizados
em camadas multiplas as quais formam lamelas em paralelo as paredes celulares dos
comeodcitos. Estas camadas se sobrepdem o que originam uma rede lipidica com uma
organizacio em um padrio repetitivo. Tal rede é composta basicamente por duas fases

lamelares cristalinas que sdo diferenciadas pelo periodo de repetigio, conforme a Figura 4.6.
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A primeira fase representa um curto periodo ou short periodicity phase (SPP) cuja distdncia d
¢ igual a 6 nm. Por outro lado, a segunda fase consistc em um longo periodo ou long

periodicity phase (LPP) com d igual a 13 nm®0-81,
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Figura 4.6 — Representacéo Estrutural das Fases Lamelares Cristalinas da Matriz Lipidica
Constituinte do Estrato Cémeo (adaptado de Bouwstra ef al. 1998, 2001)82-5,

Além do ordenamento lamelar, os lipideos constitwintes do estrato corneo apresentam
uma organizacgéo lateral resultante do empacotamento lateral de suas caudas hidrofébicas
(Figura 4.7). Por sua vez, quanto menor a distancia entre as caudas, mais densa, logo, menos
permeavel € a camada lipi'dica. Entre as trés estruturas ou formas de organizacgio lateral do
estrato cormeo humano (da maior a menor permeabilidade) ha a liquido-cristalina, a hexagonal
¢ a ortorrdmbica®, Esta forma ¢ a predominante para o exercicio da fungdo de barrcira da
pele. Neste caso, estudos demonstraram que, na temperatura do corpo humano (~ 37 °C), a
maioria das caudas hidrofobicas dos lipideos sdo dispostas na forma ortomombica. Com o

aumento da temperatura, tal estrutura € convertida nas outras formas anteriormente descritas.

Atualmente, ndo ha consenso entre os pesquisadores a respeito do padréo ideal de

organizacio dos lipidios na camada cémea®®. Assim, o conhecimento da estrutura da pele é
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essencial para a compreensdo da fungdo barreira ¢ de seus mecanismos de ruptura, os quais

ocasionados pela aplicagéo topica de formulagdes contendo ativos cosméticos.

d ~ 0,46 nm d ~ 0,41 nm d ~ 0,37/0,41 nm
W
‘ L]
Forma liquido-cristalina Forma hexagonal Forma ortorrdmbica
(alta permeabilidade) (média permeabilidade) (baixa permeabilidade)

Figura 4.7 — Representacéo Estrutural da Organizacéo Lateral da Matriz Lipidica
Constituinte do Estrato Cémeo®S.

Existem varios fatores que podem comprometer a permeagdo de ativos cosméticos
para aplicacé@o topica ¢, consequentemente, a sua biodisponibilidade. Tais fatores podem estar
relacionados & estrutura lipidica (conforme mencionado nesta segéo), ao pH, ao gran de
hidratacfio ou & presenca de promotores de penetragio no estrato comeo®$(mais detalhes vide

secOes 4.3. ¢ 4.4.), entre outros.

O estrato comeo € o principal obstdculo para a penetracéo de substincias através da
pele. A superficie cutdnea possui um pH fisiologico que varia de 4,5 a 6,5 originando um
“manto dcido” o que proporciona a manutengdo da integridade ¢ da fungéo bamreira da pele.
Em geral, quanto menor o valor de pK, de uma substéncia, maior a aci dez®’. Substéncias com
acidez idéntica & da pele sdo mais absorvidas, uma vez que estdo menos ionizadas (mais

biodisponiveis) para absorgéo pela pele.

De acordo com Fluhr ¢ colaboradores®®, o pH da superficic cutinea é um sistema
tampéo cuja finalidade € a manutencéo de um pH estavel na pele tendo em vista o controle da
homeostase da barrcira epidérmica. Com o controle da homeostase da barrecira, hd a

preservagdo da superficie dcida na pele, o que proporciona a descamacéo natural do estrato
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comeo, controle nos mecanismos de secregdo de lipideos desta camada e de defesa contra

agressdes exdgenas como a agio microbiana®’,

O estrato corneo da pele possui permeabilidade seletiva a penetragéio de substancias de
carater hidrof6bico uma vez que a natureza lipidica desta camada permite tal comportarento.
Quanto menor a hidrofobicidade da substancia, ou seja, maior a hidrofilicidade, maior a
dificuldade de penetragiio no estrato cormeo. Neste caso, a polaridade do ativo cosmético € um

fator limitante para a penetragdio através da pele®”.

Um ativo cosmético pode penetrar através do estrato comeo por meio de trés vias de

permeacdo: a intercelular, a intracelular e a transapéndice (Figura 4.8).

a) via intercelular: considerada como rota predominante, nesta via, os ativos
cosméticos, preferencialmente de natureza hidrofébica, passam entre os comedcitos através

da matriz lipidica que preenche os espagos extracelulares®’;

b) via intracelular: comumente designada como via polar, nesta via, os ativos
cosméticos penetram no meio intracelular (citoplasma) dos comedcitos através das
membranas lipidicas. No entanto, nesta via observa-se que a penetragio de substincias
hidrofébicas € dificultada devido & presenga de estruturas hidrofilicas das camadas hidratadas

de queratina®-%Z;

91-93 nesta via, a

¢) via transapéndice: considerada como rota de menor extensdo
penetragiio de ativos cosméticos ocorre através dos foliculos pilossebaceos ou glandulas
sudoriparas. Embora a via intercelular seja a mais comum para a permeagéio cutanea, a via
transapéndice desempenha um papel importante, visto que os apéndices cutineos representam
uma pequena area da superficie total do 6rgdo (apenas 0,1% da superficie da pele). Por outro
lado, podem atuar como reservatério para diversas substincias® . A remogiio do contetido
do foliculo pilossebaceo (sebo, restos de células e bactérias) favorece a penetragiio de

substancias pelo canal do foliculo piloso.
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Figura 4.8 Desenho Esquematico das Vias de Permeagdo de Ativos Cosméticos
através da Pele (adaptado de Trommer, 2006)*2.

4.2. ENVELHECIMENTO HUMANO

4.2.1. O Envelhecimento Populacional

Conforme os dados do Instituto Brasileiro de Geografia ¢ Estatistica (IBGE)*, em
2015 o Brasil possuia uma populagdo de 89,5 milhdes de adultos. De acordo com a Figura
4.9, o percentual de homens ou de mulheres nesta idade foi inferior a 22,5% da populagéo
total. Neste cendrio, 0 numero total de pessoas idosas foi de 16 milhdes ¢ o percentual de
homens ou de mulheres foi inferior a 4,5% da populagdo total. Em 2030, estima-s¢ um
aumento da populag@o em ambas faixas etarias citadas: Entre 30 ¢ 64 anos, sdo previstas 107
milhdes de pessoas, 0 que corresponderd a um acréscimo de 20% na populagdo nesta faixa
etaria. Neste caso, o percentual de homens ou de mulheres serd superior a 23,5% da
populagdo total. Para a populagio com idade superior a 65 anos, estimam-se¢ 30 milhdes de
pessoas, 0 que representara um aumento de 88% na populagio nesta faixa etaria. O percentual

de homens ou de mulheres serd superior a 5,5% da populago total.
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Figura 4.9 — Representagéo Grafica da Distribuigdo Etaria do Brasil em 2015 e 2030.
Em laranja: ano de 2015. Em azul escuro; ano de 2030 (adaptado de IBGE, 2016)°>.

Em 2015, a populagiio mundial contabilizou 3,0 bilhdes de pessoas com idade entre 30
€ 64 anos e o percentual de homens ou de mulheres foi de 20,5% da populaggo total (Figura
4.10). Concomitantemente, o nimero de pessoas com idade superior a 65 anos foi de 610
milhGes e percentual de homens ou de mulheres, maior que 4,0% da populagéo total. Em
2030, estima-se um aumento da populagfo para 3,6 bilhGes de adultos, um acréscimo de 63%
na populagio nesta faixa etaria. O percentual de homens ou de mulheres correspondera a
21,5% da populagdo total. Para a populagio idosa, séo estimadas 995 milhdes de pessoas, um
acréscimo de 63% na populag@o nesta faixa etana. O percentual de homens ou de mulheres

sera superior a 5,0% da populagéo total®s.

Como se pode observar nas Figuras 4.9 e 4.10 a tendéncia de crescimento na
populagéo adulta e idosa e redugéo no nimero de jovens em geral € observada ndo s6 no
Brasil, mas também na maioria dos demais paises no mundo. Com o aumento da longevidade,
o impacto do envelhecimento sobre a aparéncia da pele € um tema de interesse crescente entre

os pesquisadores®’.
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Figura 4.10 — Representagdo Grafica da Distribuigao Etaria no Mundo em 2015 e 2030.
Em rosa: ano de 2015. Em azul claro: ano de 2030 (adaptado de populationpyramid, 2016)%.

4.2,2, Envelhecimento Cusineo

De acordo com Ona e colaboradores®, todos os seres humanos, a partir do
nascimento, iniciam uma fase regressiva de seu ciclo vital a qual se manifesta por
modificagdes anatomo-fisiologicas em seu organismo. Como resultado dessas modificagées,
com o decorrer do tempo de vida do ser humano, ha alteracdes progressivas na aparéncia da
pele que sdo desfavoraveis no ponto de vista estético. A partir dos 30 anos de idade, o
envelhecimento cutdneo toma-se visivel, pois, desde esta fase, sdo observadas na pele,
aumento da atrofia (redugdo na espessura da epiderme € na quantidade de melandcitos
presentes o que ocasiona as manchas de hiperpigmentacio), perda progressiva da elasticidade
(diminui¢8o do nimero de fibroblastos responsaveis pela biossintese das fibras de coldgeno e
elastina, alteracdes na jungdo derme-epidénica o que resultam no surgimento da flacidez,

aumento das linhas de expressdo € rugas na pele) € entre outras®™.

Segundo Farage € colaboradores'®, ha duas formas de classificagio do

envelhecimento cutdneo: intrinseco ou cronologico € extrinseco ou fotoenvelhecimento.
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O envelhecimento intrinseco ou cronoldgico resulta de um declinio natural e
irreversivel nas fungdes fisiolégicas da pele cujo decréscimo ¢ programado geneticamente!®!.
Portanto, esta relacionado diretamente com a idade do individuo. Entre as modificagtes
anatomo-fisioldgicas observadas, h4 as alteragdes na epiderme!®? e no tecido conjuntivo da

derme!®

. O envelhecimento extrinseco ou fotoenvelhecimento € resultado de um processo
bioldgico complexo ocasionado pela exposi¢do solar cronica do individuo a radiagio néo

ionizante ultravioleta (UV) e infravermelha (IV)'%.

No decorrer do processo de fotoenvelhecimento, a incidéncia de radiagio UV na pele
promove a formagéio de radicais livres, cujas espécies quimicas reativas (ER), de natureza
oxidante, possuem um elétron desemparelhado nos atomos de oxigénio (ERO) ou de
nitrogénio (ERN)!®’. As principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares:
hidroxila (HO"), superdxido (O27), peroxila (ROO") e alcoxila (RO"); e os ndo radicalares:
oxigénio (0O2), peroxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HCIO). Dentre as ERN
incluem-se o 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N203), acido nitroso (HNO2), nitritos (NO2"),
nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOO)!%, Esses radicais livres podem reagir com os
lipideos de membranas celulares ou aminoacidos de proteinas promovendo a destruigéio e
inativagiio das fungdes de tais compostos na pele. A consequéncia € o agravamento das
alteraghes cutdneas obtidas durante o envelhecimento cronoldgico (aprofundamento das

rugas, espessamento da pele, aumento na quantidade de manchas pigmentares, entre outras).

E conhecido que fatores como a cor da pele!? ¢ estilo de vida!®® também interferem
no processo de envelhecimento cutdneo, neste caso, sdo considerados uma categoria a parte

em relacdo ao estudo do envelhecimento.

Uma vez que ndo ha, até entdio, um consenso da comunidade cientifica a respeito dos
mecanismos bioquimicos que determinam as mudangas anatomo-fisioldgicas observadas
durante o envelhecimento da pele, o conhecimento sobre o processo de envelhecimento
celular permanece hipotético!®. Devido a diversidade de teorias biolégicas existentes na
literatura que tentam elucidar tal conhecimento, estas foram classificadas em duas grandes

categorias: a genético-desenvolvimentista ou sistémica e a estocastica!!®

. A primeira categoria
apresenta as teorias que descrevem os eventos sequenciais € coordenados que constituem o
desenvolvimento dos organismos envolvendo o controle genético. Dentre elas, destacam-se a
Teoria da Velocidade de Vida, Teoria do Envelhecimento Celular, Teoria dos Telomeros € a

Teoria Imunoldgica. A segunda categoria apresenta as teorias que demonstram a hipétese do
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acumulo de erros e danos decorrente da atuagéio conjunta dos fatores intrinsecos € extrinsecos.
Dentre elas, destacam-se a Teoria das Mutagdes Somaticas, Teoria do Erro-Catastrofe, Teoria
da Reparacdo do DNA, Teoria da Glicosilagdo € a Teoria do Estresse Oxidativo, esta ultima a

mais aceita pelos pesquisadores!!!'112,

A Teoria do Estresse Oxidativo''> sugere que, durante o processo de envelhecimento
celular, ocorre o acimulo no organismo de produtos de oxidagéio de proteinas, do DNA ¢ de
lipidios gerados pela acgéio de radicais livres. Este acamulo de produtos € ocasionado pela
ineficiéncia (erro) dos agentes antioxidantes no combate aos radicais livres das células. Neste
caso, ha um desequilibrio na proporgio entre radicais livres e antioxidantes. Assim, um erro
pode gerar tais produtos indejaveis as células que, em acimulo, podem promover um dano
oxidativo ao tecido epitelial propriamente dito. Logo, o dano oxidativo pode ser considerado
um fator relevante para o envelhecimento da pele. Como exemplo, hé redugiio da elasticidade
¢ hidratagéio da pele (danos) devido as reagdes de despolimerizagfio do colageno e do acido

hialurénico que ocorrem no local.

4.3. HIDRATACAO CUTANEA

4.3.1. Hidratagfo Fisiologica da Pele

Hidratag@o cutdnea € um termo que engloba diversos significados e interpretagdes
dependentes da aparéncia macroscopica da pele, isto €, da sua textura e suavidade ao toque. A
pele hidratada apresenta tais caracteristicas devido & existéncia e, principalmente, a

manutencgéio do conteudo hidrico da pele.

Segundo Nicander e colaboradores''*, hidratacio cutinea é a “presenga de agua na
camada mais externa da pele, o estrato comeo”. A agua constitui cerca de 60% da massa
corporal ¢ é essencial para a manutengdo de uma pele saudavel'!®. Na epiderme vidvel, o teor
de agua corresponde entre 60 ¢ 70% da massa seca da camada, porém, a medida que se
ascende para o estrato corneo, ha redugéio no teor de agua. Neste caso, o contetudo hidrico do
estrato corneo resulta em valores entre 20 ¢ 35% da massa seca do estrato comeo!'6. Assim, a
diferenca em relagio ao teor de agua existente entre as duas camadas citadas contribui para a

manutengio do contetido hidrico e de solutos na epiderme viavel''”.
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Outra definigio proposta para hidratagio cutanea “¢é o processo de reposicéo de dgua
na pele com a finalidade de manter o seu contedo hidrico™. Para preservagéo da elasticidade
¢/ou flexibilidade na pele, propriedades dependentes do estado de hidratacéo do estrato
cOmeo, € necessario um minimo de 10% de dgua nessa camada (hidratagdo minima do estrato

cémoo)"é'us.

A perda de dgua da pele € regulada fisiologicamente, em vista disso, a hidratacéo
fisiologica da pele € ocasionada pela retengdo de égua no estrato cérmeo. Este fen6meno &

ocasionado, essencialmente, por dois fatores:

a) presenca de agentes higroscd picos naturais no interior das celulas da camada
cornea: O Fator Natural de Hidratacéo (FVH) ou Natural Moisturizing Factor (NMF) € uma
mistura complexa de compostos hidrossoluveis ¢ de baixa massa molar tais como os dcidos
orgénicos (dcido 2-pirrolidona-S-carboxilico, dcido latico ¢ dcido urocénico), sais orgénicos
(lactatos citratos ¢ formatos) ¢ inorgénicos (cloretos ¢ fosfatos), cations sddio ¢ potéssio, urcia
¢ aminodcidos. E formado no interior das células comeas do stratum compactum pela
protedlise da filagnna. As substéncias componentes do NMF estéo presentes no estrato comeo
¢, por serem hidroscdpicas, estdo relacionadas com a retengfio de dgua nessa camada. Para
tanto, tais substincias sio consideradas agentes com propriedades hidratantes'’®. A
composigido quimica do NMF ¢ representada na Figura 4.11.

I = minoacidos
I scido 2-pirrolidona-5-careox ilico
[ Iactatos
Hl ureia
[ | claretes
I cistions sédio
cations potassio

I scidelatico e aeido urocanico
Il fosfatos, citratos e formatos

Figura 4.11 — Representagéo Grafica da Composigdo Quimica do NMF
(em % mol, adaptado de Barata, 2002)'%°,
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Uma vez que a derme possui um alto conteido de agua ¢ a camada cornea, uma
quantidade de agua dependente da umidade relativa do ar, para a preservagdo da homeostasia
hidrica da pele ou manutengdo do equilibrio hidrico da pele, ha necessidade do estrato corneo
manter uma quantidade adequada de agua contra o gradiente de difusdo gerado pela redugio
drastica da umidade relativa do ar. Neste caso, a reposigdo fisiologica da agua no estrato
comeo ocorre por processo de difusio onde a dgua € transportada da derme para a superficie
cutinca. Um valor menor que 10% na umidade relativa do ar, diminui o conteudo hidrico do
estrato corneo; consequentemente, hi redugio na produgio do NMF. Dessa forma, ha
comprometimento na fungdo das enzimas hidroliticas para a protedlise da filagrina ¢ fommagdo
de aminodcidos componentes do NMF. Portanto, hi uma redugdo intensa na hdratagdo da
pele o que conduz i secura ¢ descamagio oclular na superficie!’-'2° (Figura 4.12).

Figura 4.12 — Desenho INustrativo do Processo de Descamagio do Estrato Corneo:
(a) natural ¢ (b) induzido pela drastica redugio na unidade relativa do ar (adaptado de
Dasgupta et al., 2014)%,

b) existéncia de lipideos imtercelulares organigados para formar uma barreira
contra a perda de dgua: A preservagio ¢ o desempenho apropriado dos componentes
constituntes da barreira epidémmica asseguram a homeostasia hidrica da pele. Para isso, a
presenga de uma barreira epidérmica intacta ¢ neoessarial?!. Satisfeita esta condigdo, tem-se
como resultado a integridade da pele. O sinal homeostitico relacionado com a manutengio €

reparo da fungiio barreira da pele é conhecido por Perda Transepidemmal de Agua (PT4) ou
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Transepidermal Water Loss (TEWL). Portanto, TEWL pode ser definida como a quantidade

total de 4gua perdida pela pele desconsiderando a perda hidrica pela glandula sudoripara!?2,

Quando ha aumento na TEWL, um sinal fisiolégico inicia o reparo da barreira por
meio da regulagiio da sintese de lipideos ¢ acidos graxos. Distarbios na permeabilidade da
barreira induzem uma resposta fisiolégica para a restauragio da fungfio barreira ¢ a
nommalizagiio ocorre num periodo de horas ou dias. Esse periodo de restauragéio varia, em
principio, conforme a extensdo de agressio da pele, a idade e estado de saade do
individuo!?>124,

TEWL possui uma relagiio inversamente proporcional com a hidratagio'?’. Valores
menores que 10 % no conteido de dgua no estrato comeo ha comprometimento da fungéo
barreira devido a alteragdes no metabolismo referente a sintese dos seus componentes. Como
consequéncia, sdo observadas alteragdes xeréticas da pele (secura, aspereza, fissuras). Isso
resulta na reducéio no grau de hidrataco da pele logo, ha um aumento da TEWL. No entanto,
a hidrataciio excessiva ocasiona ruptura das bicamadas lipidicas ¢ modificacdo em sua
organizagio estrutural. De acordo com Bernengo ¢ De Rigal'?%, a insergiio de d4gua na pele
promove aumento na interagdo da agua com os grupamentos hidrofilicos ou polares dos
componentes da pele. A maior afinidade das moléculas de agua com esses grupamentos
polares diminui as forgas de atragfio entre as partes hidrofobicas das cadeias dos lipideos. Por

fim, ha diminuigio na coesdo do estrato comeo.

4.3.2. Hidratagiio Cosmética da Pele

A hidratagio cosmética da pele visa principalmente, a restauragéio da barreira lipidica
¢/ou a reposi¢do do NMF, uma vez que a aplicagéio frequente de produtos cosméticos permite
reter, por um tempo maior, a gua no estrato corneo. As formulagdes cosméticas existentes no
mercado atuam mediante trés mecanismos diferentes: oclusdo, umectagdo ¢ umectago ativa

ou hidratacio ativa'?’ (Figuras 4.13, 4.14 ¢ 4.15, respectivamente).

a) Hidratagdo por oclusd@o: neste mecanismo, a formulagio contém um ou mais
componentes lipofilicos que, por meio de forcas de Van der Waals, espalham-se sobre a
superficie da pele formando um filme lipofilico que impede a evaporacéo superficial da dgua,

logo, ha uma redugio da TEWL. Nesse caso, ha um aumento da retengéio hidrica na superficie
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cutinea por fixagdo de dgua endégena. Oleos minerais (hidrocarbonetos, tais como vaselina e
parafina), vegefais (6leo de améndoas e 6leo de argan) e animais (0leo de avestruz), ermulsdes
cremosas a4 base destes Oleos, gorduras animais, ceras e alcoois graxos sdo exemplos de
substancias ufilizadas para esse fim.

filmelipofilico

Hio H2° Hzo Hzo Hzo

H;o estratocorneo H.O t

H2°1‘ epiderme viavel t H,0
I derme I
H:O

H-O

Figura 4.13 — Representagio Esquematica do Mecanismo de Hidratagdo da Pele
por Oclusdo (adaptado de Ribeiro ef a?, 2006)"2,

d) Hidratecdo por umertagio: neste mecanismo, a formulagdo contEm um ou mais
corponentcs (uma ou mais substiincias hidratantes) que, por meio de ligagoes de hidrogénio,
espalham-se sobre a superficie da pele formando um filme hidrofflico. Este filme tem as
fungGes de fixar a agua perdida por evaporagdo superficial e a agua proveniente da atmosfera
além de absorver agua da formulag3do. O (s) camporente (s), nesse caso, nAo permeia (m) O
estrato cameo. Ha um aumento da retengdo hidrica na superficie cutanea por fixagdo de agua
exOgena e maior redngd0 da TEWL. Os exemplos mais comuns sdo: mel, hidrolisados de
proteinas  vegetais, polidis bidrossoliveis (glicerol, sormbitol, propilenoglicol e
polietilenoglicol), cido hialurdnico de alta massa molar € seus sais, sulfito de condroitina,
entre outros.
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Figura 4.14 — Representagfio Esquemdtica do Mecanismo de Hidratagdo da Pele
por Umectagio (adaptado de Ribeiro et al, 2006)'28.

¢) Hidram¢do por umectacio ativa (ou hidrata¢do ativa): neste mecanismo, o (s)
hidratante (s) permeia (m) o estrato corneo, ligando-se a moléculas de 4gua nesta regifio. O (s)

hidratante (s) € (s#o) veiculado (s) de forma a se ohter a médxima penetra¢do na pele para que

atue na manutencio do seu conteudo hidnco. Os exemplos mais comuns séio os componentes
do NMF e écido hialurdnico de média e baixa massa molar.
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derme
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Figura 4.15 — Representag@io Esquematica do Mecanismo de Hidratagdo da Pele
por Umectacdo Ativa (adaptado de Ribeiro et al, 2006)'%.
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4.4. ACIDO HIALURONICO

4.4.1. Estrutura Quimica e Propriedades Fisico-Quimicas

O acido hialurénico (AH) € umn polissacarideo linear ndo ramificado pertencente a
familia dos glucosaminoglicanos (GAGs) néio sulfatados (nfio possui em sua estrutura o &nion
SO3%) e ndio faz ligagdes covalentes com proteinas. Em condigdes fisioldgicas, essa
macromolécula comporta-se como umn polieletrdlito anionico. O valor de pKado AH € igual a
2,9. Quimicamente, € umn copolimero alternado composto por unidades dissacaridicas
repetidas de dcido D-glucurdnico (GlcA) e N-acetilglucosamina (GlcNAc) unidas entre si por
ligacdes glicosidicas B (1-3) e B (1—-4)'%°,

A descricio molecular da estrutura tridimensional do AH em solugéo fisiologica €
fundamental para a compreensio de suas fungdes bioldgicas. Dessa forma, os modelos
existentes para a descricdo da estrutura quimica do AH procuram mimetizar seu
comportamento em solugéo aquosa. Nesses ultimos 50 anos, técnicas fisicas como medidas de
viscosidade, espalhamento de luz e microscopia eletrénica foram utilizadas para tal fim.
Ademais, com a utilizagiio das técnicas de cristalografia de raios X, espectroscopias de
ressondncia magnética nuclear (RMN) e Raman, além dos métodos computacionais como
simulagdes de dindmica molecular, numerosas investigagdes a respeito das estruturas

apresentadas pelo 4cido hialurénico em solugfio aquosa estio sendo mais bem elucidadas'>130,

De acordo com a literatura, o AH possui trés diferentes arranjos estruturais
semelhantes aos das proteinas: arranjo primario (estrutura primaria), arranjo secundario
(estrutura secundéria) e arranjo tercidrio (estrutura terciaria), conforme representado nas

Figuras 4.16 € 4.17.

A estrutura primaria (Figura 4.16a) do polissacarideo compreende as ligagdes
glicosidicas B (1—3) ¢ P (1—4) entre as unidades dissacaridicas GlcA e GIcNAc'3!, Para a
descrigdio da estrutura secundaria do AH em solugéo (Figuras 4.16b ¢ 4.16c¢), trés modelos sdo

propostos!32:133;

i) modelo em solugdo de dimetilsulfoxido (DMSO): envolve as ligagdes de hidrogénio
intramoleculares entre os grupos N-acetila e carboxilato adjacentes na cadeia polimérica. Este

modelo serviu de base para a elaboragéio dos modelos seguintes.
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i) modelo em solucdo aquosa: nesta situagdo, as ligagdes de hidrogénio
intramoleculares entre os grupos N-acetila e carboxilato adjacentes na cadeia do AH sdo

substituidas pelas ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua e os grupos citados.

iii) o modelo que envolve simulacoes de dindmica molecular: para este modelo ¢é
sugerido que vdrias conformagdes sofrem rdpidas flutuacGes ocasionadas pelo intercdmbio
(troca) de fracas e transientes (de curta duragdo) ligagdes de hidrogénio intramoleculares

envolvendo moléculas de 4gua e os grupos N-acetila e carboxilato.
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Figura 4.16 — Férmula Estrutural do Acido Hialurdnico: (a) estrutura priméria; (b) e (c)
estrutura secunddria: (b) modelo em solugéo de dimetilsulféxido (DMSO) e (c) modelo em
solugdo aquosa (adaptado de Scott, 1984 ¢ Heatley, 1988)!3%133,

A estrutura tercidria do AH (Figura 4.17), é fortemente dependente do meio (nivel de
hidratacdo, ambiente i0nico e temperatura) o que conduz a diferentes conformagdes com
pequenas diferencas de energia livre. Portanto, a hipdtese mais aceita para o arranjo tercidrio
em solugdo aquosa ¢ a da agregacio intermolecular'?>134135 Neste caso, as cadeias de AH
interagem (agregam-se) entre si através de fracas interagdes intermoleculares envolvendo os
seus centros hidrofébicos (dtomos de hidrogénios axiais) e de ligagdes de hidrogénio entre as
moléculas de dgua e os grupos N-acetila ¢ carboxilato. Assim, a estrutura tridimensional do
AH, representada pela estrutura tercidria, é formada por duas cadeias antiparalelas que se

enovelam originando uma estrutura de fita torcida>*'>>. A presenca das ligagdes de
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hidrogénio intermoleculares permite a estabilizagdo da estrutura. Como resultado desta

agregacéo intcrmolecular, hd a formagéo de redes poliméricas de AH.
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Figura 4.17— Férmula Estrutural do Acido Hialurénico: (a) representago estrutural contendo
dtomos de hidrogénios axiais (H) responsdveis pela formagdo dos centros hidrofobicos da
macromolécula; (b) e (c) estrutura terciaria do dcido hialurénico em solucéo aquosa: (b)
representacio das interagfes intermoleculares entre os centros hidrofobicos (manchas em
cinza) ¢ de ligacdes de hidrogénio intermoleculares (indicado pelas setas) envolvendo as
moléculas de agua ¢ os grupos N-acetila ¢ carboxilato, € (c) estrutura de fita torcida (adaptado
de Scott, 2002 ¢ Kablic, 2009)134.135,

Em relag@o as propriedades fisico<quimicas, o AH em solugéo aquosa possui um
comportamento ndo ideal. O biopolimero, segundo o modelo random coil, comporta-se como
um novelo aleatério o qual & constituido por segmentos rigidos emaranhados ¢ segmentos
conectados. Em solugdes diluidas, os segmentos conectados atuam em oposicdo ao
enrijecimento da cadeia de AH devido a gerag@o de dominios moleculares de AH hidratados
cujo cfeito € o aumento na flexibilidade da cadeia polimérica € no grau de hidratagdo do
biopolimero. Logo, quanto maior a hidratagio, maior a expanséo ¢ volume hidrodindmico da
cadeia polimérica. Em solugdes concentradas, os segmentos rigidos emaranhados encontram-

s¢ interligados formando solugbes viscoelasticas. Concomitantemente, os segmentos
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conectados podem conduzir & formagdo de uma rede polimérica tridimensional e, como

consequéncia, a de géis!®,

4.4.2. Fungdes Bioldgicas

Segundo Cowman'*’ ¢ Boeriu'*® as fungdes biolégicas do 4acido hialurénico sio
fortemente dependentes da estrutura terciaria do biopolimero ¢ massa molar. O AH de alta
massa molar (My, > 500.000 g mol!) por possuir alta viscoelasticidade, ¢ um componente
fundamental para preenchimento de volume e lubrificagéio das cartilagens e tenddes o que
contribui para a manutengiio da elasticidade e resisténcia dos orglos as tensdes extemas.
Além disso, neste tamanho de cadeia, o biopolimero € antiangiogénico € imunossupressor. O
AH de média massa molar (My ~ 20.000-100.000 g mol™) esta envolvido nos processos de
ovulagio, embriogénese e reparo de feridas. Por outro lado, o0 AH de baixa massa molar (Mw
~ 6.000-20.000 g mol™) é um agente imunoestimulante, angiogénico enquanto oligémeros

com My, ~ 400-4.000 g mol” sdio anti-apoptdticos e indutores de choque térmico em proteinas.
g pop q p

Na pele, o acido hialurdnico estd distribuido na epiderme (camada basal) ¢ matriz
extracelular da derme (entre as fibras colagenas e a elastina). Desempenha as fungdes de
hidratagio do estrato comeo'*®, pois atua na fungfio de barreira da epiderme onde estimula a
expressdo das proteinas componentes das jungdes intercelulares, minimizando a TEWL;

140141 onde através das interagdes com receptores de membrana

citoestimulagido celular
especificos, como o CD44, promove sinalizagdo com consequente proliferagcdo dos
1 do celul idémmica; hid do dad 142 poi
queratindcitos, o que resulta na renovagéo celular e epidémmica; hidratacio da derme™?, pois a
macromolécula faz interagdes idnicas e ligagdes de hidrogénio com moléculas de agua onde
preenche os espagos intercelulares da derme atuando como reservatdrio aquoso; € aumento da

firmeza e elasticidade da pele uma vez que o AH estimula a sintese de colageno '3,

4.4.3. Fontes de Obtengiio

A primeira evidéncia referente a existéncia do dcido hialurénico em organismos vivos
data de 1880, quando Portes, um quimico francés, observou diferengas no comportamento da

mucina do humor vitreo humano em comparagéio ao da comea e cartilagem. Em 1934, o
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glucosaminoglicano foi extraido a primeira vez do humor vitreo bovino pelos farmacéuticos
alemdes Meyer e¢ Palmer. Posteriormente, tal composto foi denominado “acido hialurénico”.

O nome derivou de hialéide (vitreous) + 4cido urénico!*,

Visto que € um componente universal da matriz extracelular dos vertebrados, altas
concentragdes de acido hialurénico sfio encontradas na crista de frango, corddo umbilical,
fluido sinovial ¢ humor vitreo ocular'4’, Na espécie humana, a nivel celular, o 4cido
hialurénico € sintetizado na membrana plasmatica de queratindcitos da epiderme, fibroblastos
da deme, ovdcitos e células sinoviais apresentando biocompatibilidade com diferentes
espécies uma vez que sua estrutura quimica € invariavel. Ele € encontrado no liquido sinovial
das articulagdes (3.500 mg/mL), humor vitreo ocular (200 mg/mL) e nos tecidos cartilaginoso
(1.200 mg/kg), pulmonar (150 mg/kg) e cutdneo (200 mg/kg).

Nos microorganismos, estd presente nas capsulas de cepas de bactérias do género
Streptococcus, mas ausente em fungos, plantas e insetos. Industrialmente, € produzido por
extragio de tecidos proveniente do humor vitreo bovino, da crista de frango'*® e por
avancadas metodologias biotecnoldgicas, tais como a fermentagfio bacteriana e a sintese
controlada (in vitro) via catélise enzimatica!>®'4’. Dentre as vantagens da obtencdio do 4cido
puro por extracdo de tecidos, temos o baixo custo € a alta massa molar que € produzida.
Dentre as desvantagens, temos o baixo rendimento e a necessidade de purificagio laboriosa,
uma vez que esse produto encontra-se misturado com mucopolissacarideos, proteinas e virus.
Em contrapartida, a produgéio industrial de 4cido hialurénico por fermentagfio bacteriana ou
catalise enzimatica tem o beneficio de um maior controle das caracteristicas do biopolimero
produzido, o que ocasiona a obtengdio de rendimentos superiores de material formado, massas
molares de menor tamanho de cadeia; e, principalmente, a reducdio dos riscos de
contamina¢io do organismo humano por microorganismos, virus e/ou substincias

patogénicas.

4.4.4. Aplicagdes

Por apresentar biocompatibilidade e propriedades ndo imunogénicas, o acido
hialurénico proveniente de bactérias é utilizado na oftalmologia!*®, onde atua como um

substituto para o humor vitreo perdido durante os procedimentos cirurgicos da catarata ou

149

implante de lentes de contato; na ortopedia®’, onde propicia redugdo dos sintomas da
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osteoartrite devido a capacidade de lubrificagdo, preenchimento e preservagio das

articulagdes; otorrinolaringologia'>

, onde proporciona a manutengdo ¢ integridade das agdes
vibratorias das cordas vocais durante a fonagdo, pois tem a propriedade de absorgio de
choque; e na farmacologia'®!, onde atua na formagéo de microcapsulas para encapsulamento e
liberagéio de ativos farmacéuticos especificos, neste caso, o dcido puro pode ser utilizado

como veiculo (carreador) de farmacos.

4.4.4.1. O Acido Hialurénico na Dermatologia e Cosmetologia

Segundo o FDA (Food and Drug Administration), a partir de 1996, o AH foi
reconhecido como substincia absorvivel € recomendado para uso demmatolégico e

cosmético!*2

. Na Demmatologia, o AH pode ser aplicado topicamente para o tratamento de
cicatrizagio de feridas na pele. Hidrogéis de alginato/acido hialurénico foram preparados em
diferentes proporgdes para uso como curativos tendo vista a reparagio de ferimentos da
derme. A atividade in vitro dos curativos foi avaliada em uma linhagem celular de
queratindcitos. Neste caso, observou-se que os hidrogéis de alginato contendo acido
hialurénico promoveram significantemente o fechamento do gap, em comparagio com os
hidrogéis sem o acido hialurénico (p < 0,001). Estudos in vivo foram realizados em um
modelo de rato onde a ferida foi excisada. Apds 5 dias, os hidrogéis com acido hialurénico
conduziram significantemente ao fechamento da ferida, em comparagéio com aqueles sem o

acido hialurénico (p < 0,001)'%.

De acordo com a literatura, existem alguns métodos invasivos para aplicagio de acido
hialurénico injetdvel na pele com a finalidade de retardar os efeitos do envelhecimento!**.
Nestes métodos s@o utilizados os preenchedores faciais de AH, géis de AH injetaveis que
preenchem os sulcos existentes na face, o que confere a ela maciez, elasticidade, tonicidade
além da minimizagio das linhas de expressdo, rugas e cicatrizes. Dentre as vantagens para a
utilizagio do AH em relagiio ao colageno, ha a praticidade da aplicagdo do gel sem a

necessidade de teste cutidneo e resisténcia a degradacéio por enzimas ou radicais livres.

Hylaform® produzido pela Genzyme € um exemplo de gel de AH injetavel de origem
animal encontrado no mercado. Apresenta um minimo risco de reagdes alérgicas, porém com
curta duragio de efeito. Para o gel apresentar biocompatibilidade e risco minimo de

degradagiio com os tecidos humanos, o AH deve ser produzido com tecnologia que minimize
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a presenga de hialuronidases, endotoxinas e proteinas bacterianas no produto final. As
quantidades maximas de endotoxinas e proteinas permitidas pela farmacopéia européia devem
ser, respectivamente, 12,5 EU/g ¢ 5 pg/g. Contudo, os valores de endotoxinas bacterianas a
serem utilizados devem ser baixos (< 0,2 EU/g). Diante disso, a Medicis Pharmaceutical

Corporation produziu o Restylane®, primeiro gel injetavel de origem néo animal!*>153,

Na Cosmetologia, g€is para aplicagéio topica séo utilizados no tratamento cosmético da
pele envelhecida. Como exemplo, hi o Hyaxel® produzido pela Exsymol Sam!*S. E um
composto de baixa massa molar vetorizado pelo Silicio Organico, elemento encontrado no
tecido conjuntivo humano que atua como “vetor bioldgico” cuja fungfio € estimular a
producdio de colageno. Dentre as atribuigdes deste produto, tém-se a renovagio epidémmica ¢

hidratago.

No campo cientifico, a preparagiio de formulagdes que otimizam a penetragiio de acido
acido hialurénico através da pele estdo sendo estudados. Solugdes aquosas contendo AH
reticulado (My ~ 1.000-200.0000 g mol')!*’ foram solubilizadas em mistura de diferentes
solventes em agua (etilenoglicol 400, propileno ou butilenoglicol em agua e acetato de
isopropila ou acetato de alquila de cadeia curta em agua), Tween 20, 4cidos biliares, glicerol e
EDTA e posteriormente encapsuladas em micelas de fosfolipideos como a esfingosina. O
objetivo foi a aquisicio de uma formulagio topica estavel € cosmeticamente eficaz para os
cuidados da pele envelhecida. Tal formulagdo consistiu em um novo sistema de liberagio
topica composto por uma agregacéio de micelas mistas com tamanhos de particulaentre 1 e 10
nm (para particulas menores) ¢ maior que 100 nm (para particulas maiores). Para a aquisi¢éio
de uma penetragéio mais eficiente das macromoléculas de AH encapsuladas através dos poros
da pele, preparou-se micelas mistas com tamanhos de particula menores que o tamanho dos
poros cutdneos. Neste caso, foram utilizadas as micelas mistas com tamanhos de particula
descritas acima. Assim, as formulagdes preparadas ofereceram aumento da biodisponibilidade

do ativo através da pele.

Shokri € colaboradores!>® prepararam formulagées de AH para uso tépico utilizando
os solventes, agua deionizada, élcool isopropilico, propilenoglicol, acetato de etilo,
tetraidrofurano, dimetilsulféxido ou parafina liquida e agentes tensoativos convencionais
laurilsulfato de sodio, Tween 80, glicina ou albumina como promotores de penetragio
dérmica do glucosaminoglucano. Os experimentos de liberagdo in vitro de HA foram

realizados em uma célula de difusdo a 32 °C contendo pele de frango como modelo. O
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periodo de andlise quantitativa das amostras contendo AH foi de 1,5 ou 12 h. Entre os
promotores usados, o solvente glicerol ¢ o agente tensoativo Tween 80 foram mais eficazes
para penetragio do AH. Apds 1,5 ¢ 12 horas, a quantidade maxima de HA liberado nas
formulagdes com glicerol foi de 57,3 € 70,6 mg, respectivamente.

4.5.QUITOSANA

4.5.1. Estrutura Quimica e Propriedades Fisico-Quimicas

A quitina ¢ um polissacarideo linear nio ramificado encontrado no exoesqueleto de
crusticeos (camardes, caranguejos, lagostas entre outros), artropodes (insetos) ¢ alguns
fungos'”®. Quimicamente, ¢ um homopolimero constituido por unidades de N-
acetilglucosamina unidas por ligagoes glicosidicas  (1—4) (Figura 4.18a). Apés a celulose, €

considerado o segundo biopolimero natural mais abundante no mundo.

O produto da reagéo de desacetilagéo alcalina total ou parcial da quitina origina a
quitosana, um copolimero de cadeia linear composto por unidades de N-acetilglucosamina ¢
D-glucosamina unidas por ligages glicosidicas B (1—4) (Figura 4.18b). Neste caso, a
composicdo da quitosana varia em fungdo do Gran de Acectilagio (GA) ¢ o pardmetro
utilizado para definigio do GA € o conteido médio de unidades de N-acetilglucosamina
presentes na quitina. Assim, a quitina com GA < 50% ¢ denominada quitosana!60-161,
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Figura 4.18 — Férmula Estrutural dos Polissacarideos: (a8) quitina ¢ (b) quitosana
(adaptado de Quitina; a molécula da semana, 2015)'62,
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A quitosana € um hidrocoloide insolivel em agua, solventes orginicos ¢ bases, mas é
soluvel na maioria das solugdes aquosas de acidos orgénicos € inorganicos com pH inferior a
6,0. Neste meio acido, o biopolimero comporta-se como um polieletrélito catidnico € o valor
de pK, varia de 6,3 a 7,2 dependendo do GA'6*!'%*, Dessa forma, pode-se afirmar que as
propriedades fisico-quimicas da quitosana em solugio aquosa séo fortemente dependentes do

165166 ¢ da massa molar'®” do biopolimero. Estes pardmetros podem variar

grau de acetilagio
segundo a fonte de aquisi¢éio € procedimento de preparacio do polissacarideo. Neste caso, a
massa molar da quitosana pode ser classificada em biopolimero de baixa massa molar (My, ~
80.000-110.000 g mol!), média massa molar (My, ~ 120.000-150.000 g mol?) ¢ alta massa
molar (M, > 150.000 g mol)!¢®, Comercialmente, encontra-se quitosana com GA entre 5 ¢

30%!%° e massa molar na faixa de 100.000-1.000.000 g mol ™,

Em pH fisioldgico, apresenta carga global positiva, isto €, carga positiva atribuida a
presenca de grupos amino na cadeia polimérica enquanto a maioria dos hidrocoloides, nas
mesmas condigdes, possui carga global negativa, atribuida a presengca de grupos
negativamente carregados. Como polication, a quitosana pode formar complexos através de
interagbes elestrostaticas com grupos negativamente carregados como anions e polidnions.
Ademais, ligagdes de hidrogénio ¢ interagdes hidrofobicas tais como forgas de Van der Walls

podem ser realizadas com proteinas e farmacos diversos!’°.

A quitosana, assim como a maioria dos polissacarideos, possui alta reatividade
quimica que ¢ atribuida a presenga dos grupos hidroxila € amino em sua estrutura. Estes
grupos sdo capazes de promover modificagdes quimicas na estrutura do biopolimero, com
objetivo de aumentar as potencialidades da quitosana como biomateriais. Entre as reagdes

mais utilizadas para tal fim, ha a acilagdo'”’, alquilagdo!’?, carboxialquilagéo'”, entre outras.

4.5.2. Fontes de Obtengio

A quitosana foi obtida pela primeira vez em 1859 por Rouget, através do tratamento
da quitina com uma solu¢gdo de KOH. Ao contrario da quitina, o produto obtido deste
tratamento era soliivel em acidos organicos. Assim, este novo produto foi denominado quitina
modificada por Rouget. Em 1894, a quitina modificada foi reconhecida como quitosana por
Hoppe - Seyler.
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Industrialmente, a quitosana € obtida a partir da desacetilagio total ou parcial da
quitina através de hidrolise alcalina, geralmente com NaOH (40 - 50% m/m) a 110 - 115°C ou
enzimatica na presenga da enzima quitina desacetilase. Para um GA de 40%, ha a

solubilizagiio do biopolimero em solugdes acidas diluidas!?*.

Atualmente, ha uma grande tendéncia de reaproveitamento dos rejeitos da industria
pesqueira tais como, carapaca de caranguejos, camardes, lagostas e Arills para a produgéo
comercial da quitina e quitosana. O descarte inadequado destes rejeitos € um dos principais
fatores de poluicdo das zonas costeiras, portanto a reutilizago destes residuos € um
altemativa para contribuicio na resolugdo dos impactos ambientais decorrentes do uso

inapropriado das sobras industriais!?*17¢,

4.5.3. Aplicagdes

A quitosana € um polimero de origem natural e nfio toxico cujas caracteristicas
possibilitam a biocompatibilidade do biopolimero com os diferentes organismos. Neste
cendrio, a quitosana apresenta propriedades atrativas para uso como biomaterial, pois pode ser

17 devido a

processada em diversas formas fisicas, tais como, esferas'”’ fibras'”® e filmes
solubilidade do polissacarideo em solugéio aquosa acida. Essas diferentes formas apresentadas
pela quitosana, conhecidas por hidrogéis, permitem a utilizagdo do biopolimero em inimeras
areas de aplicag@io: na agricultura, como micro- ou nanoesferas contendo fungicida para o
controle de doengas das plantas!®%; na industria de alimentos, como filmes para revestimento
de sementes e alimentos!®!; no tratamento de 4gua, como filmes com propriedades
adsorventes de ions metalicos para remogio de metais pesados'®’; na biotecnologia, como

83

nanofibras para inibigio do crescimento das células bacterianas'®® e anticoagulagio do

sangue'®¥; na engenharia de tecidos, como filmes curativos para cicatrizagio de feridas'®® e
pele artificial'®; na cosmetologia, como matéria-prima na preparacio de xampus e

condicionadores para tratamento de cabelos'?’.
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4.5.3.1. Filmes porosos de quitosana como sistema matricial para libera¢iio de ativos

cosméticos

Teoricamente, em filmes porosos'®® de quitosana dispostos na forma farmacéutica de
matriz (forma fisica onde o ativo € dissolvido ou disperso uniformemente), parametros fisico-
quimicos como porosidade ¢ tamanho de poros dos filmes determinam a extenséo do grau de
intumescimento ¢ taxa de liberagiio do ativo a partir de tal. Apos a exposi¢éio de uma matriz
polimérica ao meio bioldgico, ha absorgéo e retengéio de fluidos bioldgicos pelo filme devido
ao aumento na distdncia entre as cadeias poliméricas. Como consequéncia, ha o
intumescimento da matriz e liberagéo do ativo em diregio ao meio biologico. Adicionalmente,
os sistemas matriciais dependem do processo de dissolugiio (degradaciio) das cadeias
poliméricas do filme para a ocorréncia da liberagio'®. Em tais sistemas, a difusdo € o
processo predominante no que conceme aos estudos de intumescimento e liberagéo de ativos
farmacéuticos de uma matriz polimérica. Neste caso, a distribui¢éio da concentragéio de soluto

(ativo) no filme (C;) tem dependéncia temporal (¢) € espacial (x) e € descrita conforme a 2* Lei

de Fick189-191.

ac 2% ¢,
a—: = Ds WZS (eq 41)

onde D; € equivalente ao coeficiente de difuséio do soluto no filme. Em outras palavras, a 2°
Lei de Fick enuncia que a liberagdo de solutos dos dispositivos de liberagiio matricial é

dependente do tempo.

Neste contexto, os filmes de quitosana, assim como as matrizes de hidrogel em geral,
podem ser classificados em quatro classes: ndo porosos, microporosos, macroporosos €
superporosos. De acordo com Lowman!®? e Peppas'®*, matrizes de hidrogel ndo porosas tém
didmetro de poros (dp) igual ao comprimento de correlagio macromolecular, ¢ (10-100 A). As
cadeias poliméricas sdo densamente compactadas e o transporte do soluto € determinado por
difuséo através do volume livre do polimero. Por conseguinte, a relagéio entre o coeficiente de
difus@o do soluto no filme (D2;3) € o coeficiente de difuséo do soluto no solvente puro (D2 1)

esta relacionada com o grau de intumescimento do filme (H) segundo a equagéo abaixo:
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DZ 1 S 1
j: = ¢(qs) exp [— B (‘%) (g - 1)] (eq.4.2)

onde os subscritos 1, 2 € 3 representam, respectivamente, a agua, soluto € o polimero; V4, o
volume livre; , o fator de peneiramento o qual fornece o tamanho da rede que impede a
passagem de soluto através de uma determinada area de seg¢fio transversal gs; € B, um

pardmetro caracteristico do polimero.

Nas matrizes de hidrogel microporosas, o d, € proximo ao diémetro do soluto, dx (100-
1000 A)%2193, Neste caso, o intumescimento e liberagiio do ativo da matriz polimérica, sdo
decorrentes de processos combinados que envolvem o transporte do soluto € dgua dentro dos

poros, tais como a difuséio e convecgdo. A razdo entre o coeficiente de difusdo do soluto no

filme e no solvente puro (Dy/D;) € definida segundo a equagéo a seguir:

D;
2= (1- ?)(1-2104 +209 °-095 °) (eq-4.3)
iw

onde 4 € a razdo entre dj € dp.

Matrizes de hidrogel macroporosas possuem valores de d, superiores a d; € que variam
de 0,1 a 1,0 pm!%21%3, O intumescimento e liberagiio do ativo da matriz polimérica ¢ resultado
de processo de difusdo de agua dentro dos poros. Diante disso, o coeficiente de difusdo

efetiva do soluto no filme (Dey) esta relacionado com D;y, de acordo com a equagéo abaixo:

Deff = Diw% & (eq 44)

onde ,, e 7 sfio, respectivamente, o coeficiente de equilibrio de particdo do soluto, a
porosidade da rede polimérica (medida do volume dos poros) € a sinuosidade (geometria dos

poros).

Por sua vez, nas matrizes de hidrogel superporosas, os valores de d, séio superiores a
1,0 um'%, A maior parte dos poros sdo esféricos ¢ interligados o que originam uma estrutura

aberta conhecida por capilar'®. Devido a capilaridade dos poros, ha uma maior absorgéo de
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agua na estrutura porosa da matriz polimérica, o que resulta em maior intumescimento e

liberacéio do ativo contida em tal.

Em principio, a preparagéio de filmes porosos de quitosana ocorre através de processo
de separaciio de fases na solugdio polimérica'®*'%¢, Entre os diferentes métodos de separacio
de fases, ha a separacgéio de fases por indugéio témmica, por casting de uma solugéio polimérica,
por precipitacdo de polimero de uma fase vapor ¢ por imersdo-precipitagdo (Figuras 4.19 ¢
4.20).

a) separagdo de fases por indugdo térmica: este método fundamenta-se no principio
fisico-quimico de que a solubilidade de um solvente em uma solugéio diminui com a redugéo
da temperatura. Neste caso, o solvente pode ser removido por processos de extragdo,
evaporagiio ou liofilizac8io. No processo de liofilizagdo, matrizes porosas poliméricas séo
obtidas de modo que a porosidade e distribui¢io do tamanho dos poros nos filmes séo
dependentes, respectivamente, da concentracdio ¢ temperatura de resfriamento da solugéio
polimérica. Inicialmente, a solugéio € resfriada até a temperatura em que todos os seus
componentes encontrem-se no estado solido. Em seguida, os cristais de gelo oriundos da
cristalizago do solvente induzem @& agregacio das cadeias poliméricas nos espagos
intersticiais das matrizes. Posteriormente, o solvente € removido por sublimagéo o que origina

um filme com estrutura porosa interligada.

b) separagdao de fases por casting de uma solugdo polimérica: neste processo, 0
polimero € dissolvido em uma mistura de um solvente volétil ¢ de um néo solvente menos
volatil. A separacéio de fases ¢ formagdo de poros ocorre durante a evaporagio do solvente.
No processo de casting com lixiviagio de particulas de sal, a solugéio polimérica € dispersa
uniformemente em um molde (placa de Petri) contendo particulas de sal (agente de
porosidade) de um didmetro especifico. O solvente € evaporado o que resulta em uma matriz
polimérica com particulas de sal inserida em seus intersticios. Em seguida, o filme ¢ imerso

em agua, ¢ o agente de porosidade € lixiviado o que resulta em um filme de estrutura porosa.
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Figura 4.19 — Representagiio Esquematica d os Processos de Preparagéo de Filmes Porosos de
Quitosana: (a) separagéo de fases por indugéo térmica ¢ (b) separacéo de fases por casting de
uma solug@io polimérica (adaptado de Puppi et al, 2010)"7.

¢) separacdo de fases por precipitacdo de polimero de uma fase vapor: neste
processo, a separagdo de fases ¢ geragdo de poros na solugdo polimérica ¢ induzida pela
penetragéio de vapor de ndo solvente em tal meio. O mecanismo de formagéo de poros a partir
da geragéio de bolhas de gas consiste em tr€s ctapas: (1) formagéo de solugéo polimero/gas,
(2) nucleagéio dos poros, ¢ (3) crescimento dos poros ¢ redugéo da densidade do polimero. A
solugdo polimero/gas € oriunda da saturagéio da solugéo polimérica com COxp de alta presséo
(800 psi). Com a redugéio da pressédo do gas até a temperatura ambiente, hd origem de uma
instabilidade termodindmica cujo efeito ¢ a nucleagéio ¢ crescimento dos poros o que ocasiona
a separacgdo de fases na solug@o polimérica com a precipitagdo do polimero. Por sua vez, o
crescimento dos poros reduz a densidade do polimero. Este método possui a vantagem de ser
um processo isento de solvente orgénico, porém a desvantagem € a formag#o, na maior parte,

de filmes com poros néo ligados ¢ superficie extema ndo porosa.
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Figura 4.20 — Representagfio Esquematica dos Processos de Preparagfio de Filmes Porosos de
Quitosana: (c) separagio de fases por precipitagio de polimero de uma fase vapor ¢ (d)
separaciio de fases por imersdo-precipitagio (adaptado de Puppi et al, 2010)!97,

d) separacdo de fases por imersdo-precipitacdo: semelhante ao processo anterior, a
secparagdio de fases ¢ gerago de poros ¢ resultado de uma instabilidade termodinfimica
induzida em uma solugfio polimérica. No método de separaglio de fases por imerséo-
precipitagio, a solugdio polimérica ¢ dispersa uniformemente em um molde e
subsequentemente imersa em um n#o solvente até a ocorréncia da separagfio das fases com a
precipitagio do polimero. Durante esse processo, uma scparagiio de fase liquido-liquido
ocorre & medida que o bom solvente na solugio polimérica ¢ substituido pelo ndo solvente.
Neste caso, hd formagfio de uma fase rica em polimero ¢ uma fase pobre em polimero, que é

removida originando os poros nos filmes.

Biopatches porosos de quitosana-prata'®® foram preparados por liofilizagio com o
objetivo de obter um sistema de liberagio transdérmica de farmacos com propriedades fisico-
quimicas, morfologia, resisténcia mecénica, hidrofilicidade ¢ eficiéncia na liberagio de
farmacos (rodamina B), otimizadas em comparagfo aos diopatches de quitosana tradicionais.
Para isso, foram preparadas solu¢des de quitosana em diferentes concentragdes de nitrato de
prata contendo borohidreto de sédio a 0,003% (m/v). Estas solug@es originaram os filmes
porosos de quitosana-prata. Verificou-se que a composi¢éio com 3% (m/v) de nitrato de prata

e 0,003% (m/v) de borohidreto de sddio resultou em filmes de quitosana com maior
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hidrofilicidade e resisténcia mecanica. Morfologicamente, os biopatches apresentaram poros
de menor didmetro e estrutura aberta o que corrobora com o valor superior referente a

velocidade de liberagdo de rodamina B.

Biopatches medicinais de quitosana e hidroxipropilmetilcelulose contendo
plastificante glicerol foram preparados por casting com a finalidade de avaliar as propriedades
fisico-quimicas, contetido de umidade, raziio de inchamento e porosidade!®. Adicionalmente,
foram realizados ensaios de permeagdio in vitro do composto ativo do dleo de Zingiber
cassumunar, E-4-(3',4' dimetoxifenil)-but-3-en-1-ol, através de um modelo de pele de porco.
A adicio do Oleo de  Zingiber cassumunar nas  misturas de
quitosana/hidroxipropilmetilcelulose/glicerol ndio promoveu alteragdes significativas nos
valores de contetido de umidade, razéio de inchamento e porosidade. Entretanto, observou-se
que tais propriedades tiveram efeito significativo no perfil de liberagio do composto ativo.

Tal fato € confirmado pela presenga do farmaco na pele de porco recém-nascido.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. PREPARACAO DOS FILMES DE QUITOSANA

O procedimento utilizado para preparagdo dos filmes de quitosana foi a técnica de
casting (evaporagdo de solvente, sendo este a agua) e o detalhamento da preparagdo de cada
amostra estdo apresentados a seguir. Todos os filmes preparados, apds a evaporagdo de

solvente, foram acondicionados para posterior caracterizagio fisico-quimica.

5.1.1. Materiais

Para a preparagdo dos filmes de quitosana, foram utilizados os materiais a seguir:
quitosana em pd de alta massa molar (Myw = 340.000 g mol™) com grau de acetilagio (GA =
25%) (Aldrich S. A); 4acido acético (M = 60,04 g mol'!), massa especifica (o = 1,05 g cm?)
(Nuclear); hidréxido de sédio (M = 40 g mol™, p = 2,13 g cm™®) (Nuclear); carbonato de
sddio (M = 106 g mol™!, p = 2,54 g ecm™) (Nuclear); 4cido citrico (M = 192,12 g mol, p =
1,66 g cm?®) (Farmaquimica); acetato de sédio (M = 82,03 g mol™, p= 1,53 g cm®) (Fmaia);
citrato de sddio (M = 258,03 g mol™!, p= 1,76 g cm™) (Synth) e glicerol (M = 92,09 g mol™!,
p=1,26 g cm™®) (Synth). Para as técnicas de caracterizagio, foi utilizado heptano (M = 150 g
mol™!, p = 1,68 g cm®) (Nuclear). Todos os reagentes obtidos foram utilizados conforme
recebidos sem purificagdo posterior. Para todos os procedimentos foi empregada agua

deionizada.

5.1.2. Métodes

5.1.2.1. Preparagio dos filmes de quitosana em solugio aquosa de acido acético ou acido

citrico, NaOH:Na2CO3(:¢) como agente neutralizante e glicerol como plastificante

Inicialmente, solugdes de quitosana a 1,1; 1,5 e 1,7% (m/v) foram preparadas em 4cido
acéticoaq) 0,09 M e manmdas em agitagdio magnética durante 48 h. Apds este periodo,
aliquotas de 20 mL de cada solugéo filmogénica formada foram vertidas em placas de Petri

(85 mm de didmetro) e submetidas a secagem em estufa a 50 °C por 3 h e secagem em
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condigdes ambientais (T = 25 °C e umidade relativa, UR = 60%) até os filmes desprenderem-
se da superficie da placa. Estas amostras constitu{ram os filmes ndo neutralizados. Cada uma
destas amostras foram imersas em solu¢do de NaOH:Na,COs (1:0,01) e (1:0,05) M, pH 9,0
por 24 h e 48 h para obtengdo de filmes neutralizados. Em seguida, os filmes neutralizados
foram lavados com dgua deionizada por 3 vezes e secos a T = 25 °C. O esquema utilizado

para a preparacao dos filines estd representado na Figura 5.1,

Quitosanaa 1,1; 1,5¢e¢ 1,7% (m/v)
em acido acético 0,09 M

1) Agitacéo (48 h);
2) Secagem em estufa (3 h) a S0°Ce
em condigSesambientais.

FAl FA5 FA7
Neutralizag&o NaOH:Na,CO5(,q | Neutralizaggo NaOH:Na,COsq)

FA,N,,24 FA,N;s24 FASN,,24 FASN;<24
FA.N,,48 FA,N,:48 FASN,,48 FA;N;<48

Figura 5.1 — Diagrama em Blocos referente & Preparagio dos Filmes de Quitosana em Acido
Acéticoaq com NaOH:Na;COjzaq como Agente Neutralizante: FA;, FAs e FA7 filmes de
quitosana a 1,1; 1,5 e 1,7% (m/v) preparados em 4cido acético(q (filmes ndo neutralizados);
Ni1 e Nis: agente neutralizante NaOH:Na_CO;3¢aq) (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente; 24 e
48: periodo de imersdo (h) dos filmes nfio neutralizados no agente neutralizante.

Posteriormente, solugdes de quitosana a 1,1% (m/v) foram preparadas em 4cido
acéticoq) 0,09 M com a adiglio de plastificante glicerol na concentragdo de 130 e 330 mg de
plastificante/g de polimero, resultando assim, em filmes contendo, respectivamente, 13 e 33%
(m/m) de glicerol em massa para cada filme. As solugdes filmogénicas foram mantidas em
agitagiio por 48 h e, apls sua homogeneizagdo, aliquotas de 20 mL de cada solugdo foram
vertidas em placas de Petri (85 mm de diimetro) e submetidas & secagem por 3 h em estufa a
S0 °C e secagem em condigdes ambientais (T = 25 °C e UR = 60%) até os filmes
desprenderem-se¢ da superficic da placa. O objetivo foi a obtengdo de filmes ndo
neutralizados.

Amostras de filmes contendo glicerol a 13 e 33% (m/m) ndo neutralizadas prcparadas
na etapa anterior, foram imersas em solugdo de NaOH:Na,CO; (1:0,01) e (1:0,05) M, pH 9,0
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por 24 h, e, logo apds, foram lavadas em 4gua deionizada por 3 vezes e secas a T = 25 °C.

Para comparacio, filmes neuwralizados sem glicerol foram elaborados.

Adicionalmente, foram preparados filmes, tal como descrito acima, porém com a
uklizagdo como meio dispersante, uma solugdo de acido citrico 0,04 M no lugar do acido

acéticoqq) 0,09 M (Figura 5.2).

[ Quitesana a 1,1% (m/v) ]

em dcido acético 0,09 M ou &cido citrico 0,04 M

1} Agitacio {48 h};
2) Secagem em estufa (3 h) a 508Ceem
condigies ambientais:

lg-l\digéo de glicerol (13 0u 33%);
2) Agitacéio (48 ),

3) Secagem por3 h em estufa a S00Ce
em condigBes ambientais.

FAI ou FC1 \ [ FAlpl ou Fclpl [FAIP3 ou FC1P3]
NeutralizasSe Neutralizagée Neutralizagie
NaOH:Na:COz(aq) NaOH:Na,COs(,q) NaOH:Na2COs(ag)
FA,N,;24 FALPiN;;24 ) FA, P3N, 24
FC1N1124 FC1P1N1124 FCLP3N1124
FC;N;424 FC,P;N,;524 ) FC/P3N;s24

Figura 5.2 — Diagrama em Blocos referente & Preparagio dos Filmes de Quitosana em Acido
Acéticoq) ou Acido Citricoaq) com NaOH:Na;COsq) como Agente Neutralizante e Glicerol
como Plas#ficante: FA; e FCi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente,
em acido acéticoaq) € acido citricouq); FAIP1 e FC\P1: filmes de quitosana a 1,1% (m/v)
preparados, respectivamente, em 4acido acéticogq) € acido cCitricoaq) contendo glicerol como
plastificante (13% m/m); FA|P; ¢ FCPs: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados,
respectivamente, em 4cido acéticoqq) € acido citricoqq) contendo glicerol como plastificante
(33% m/m). Essas formulagdes correspondem aos filmes ndo neutralizados; Ni1 e Nis: agente
neutralizante NaOH:Na;COszqq) (1:0,01) e (1:0,05) M, respectivamente; 24: periodo de
imerséo (h) dos filmes no agente neutralizante.

5.1.2.2. Preparacio dos filmes de quitosana em solugiio agquosa de acide acético ou acido

citrico, Na2CQOg(aq) como agente neutralizante e glicerol como plastificante

Solugdes de quitosana a 1,1% (m/v) foram feitas em acido acéticoiq) 0,09 M com a
adi¢do de glicerol nos percentuais de 13 e 33% (m/m). Subsequentemente, aliquotas de 20 mL
de cada solugdo foram vertidas em placas de Petri (85 mm de didmetro) e submetdas a

secagem por 3 h em estufa a 50 °C e secagem em condi¢des ambientais (T = 25 °C e UR =
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60%) até os filmes desprenderem-se da superficie da placa. O propdsito foi a obtengdo de
filmes ndo neutralizados.

Amostras de filmes contendo glicerol a 13% ¢ 33% (m/m) nd3o neutralizadas
preparadas na etapa anterior, foram imersas em solugdo de carbonato de sddio 0,01 ¢ 0,05 M
com pH ajustado a 5,7 com é&cido citrico 0,04 M por 24 h ¢, em seguida, foram lavadas em
dgua deionizada por 3 vezes ¢ secas a T = 25 °C. Para comparagao, filmes neutralizados sem
glicerol foram preparados (Figura 5.3).

Adicionalmente, foram preparados filmes, tal como descrito acima, porém com a
utilizagdo como meio dispersante, uma solugdo de 4cido citrico 0,04 M no lugar do 4cido
acéticogaq) 0,09 M.

Quitosana a 1,1% (m/v)
em dcido acético 0,09 M ou acido citrico 0,04 M
1) Agitacdo (48 h); 1) Adiggo de glicerol (13 ou 33%);
2) Secagem em estufs (3 h) a 509Ce em 2} Agitaggo (48 h);
condigdes ambientais. 3) Secagem por 3 h em estufa a S0°Ce
em condigdes ambientais.

‘ FA, ou FC, \ [ FA,P; ou FC1P1] [FA1P3 ou FC1P3]

Neutralizagdo Neutralizagdo Neutralizacde
Nazco;;(aq) NazC03(aq) Nazco?.(aq)
FA;N;24 FA,P;N,24 FA,PsN;24
FA;Ns24 FA;P.Ns24 FA;P3Ns24
FC;N;24 FC,P;N;24 FC,P5N,24
FC,N.24 FC,P,Ns24 FC,PaNs24

Figura 5.3 — Diagrama em Blocos referente & Preparagdo dos Filmes de Quitosana em Acido
Acéticoq) ou Acido Citricoag com Na;COsq como Agente Neutralizante ¢ Glicerol como
Plastificante: FA; ¢ FCi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em
4cido acéticoaq € 4cido citricouq; FAP1 ¢ FCiPr filmes de quitosana a 1,1% (m/v)
preparados, respectivamente, em écido acéticoq ¢ écido citricogq contendo glicerol como
plastificante (13% m/m), FAP; ¢ FCPs. filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados,
respectivamente, em acido acéticoqq) € dcido citricoq) contendo glicerol como plastificante
(33% m/m). Essas formulagdes correspondem aos filmes n3o neutralizados; N1 ¢ Ns: agente
neutralizante Na,COszaq) (0,01 ¢ 0,05 M com pH ajustado a 5,7 com &cido citricogaq),
respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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5.1.2.3. Preparagiio dos filmes de quitosana em solugio aquosa de dcido acético ou acido

citrico e solugiio tampfio como agente neutralizante e glicerol como plastificante

Solugdes de quitosana a 1,1% (mA~) foram feitas em acido acéticoaq 0,09 M com
adiciio de glicerol nos percentuais de 13 ¢ 33% (m/m) e mantidas em agitagiio por 48 h.
Aliquotas de 20 mL de cada solugdo foram vertidas em placas de Petri (85 mm de didmetro) e
submetidas a secagem por 3 h em estufa a 50 °C até os filmes desprenderem-se da superficie
da placa com a finalidade de obtengdio de filmes ndo neutralizados. A condi¢do de umidade

relativa para preparagéio destes filmes foi de 60%.

Amostras destes filmes contendo glicerol a 13% e 33% (m/m) nfio neutralizadas
preparadas na etapa anterior, foram imersas em solugéo tamp@o acido acético/acetato de sédio
0,2 M, pH 5,0 € pH 5,7 por 24 h ¢, logo ap6s, foram lavadas em agua deionizada por 3 vezes ¢

secas em dessecador. Para comparagdo, filmes neutralizados sem glicerol foram feitos.

Adicionalmente, foram preparados filmes, tal como descrito acima, porém com o uso
como meio dispersante, solugdo de acido citrico 0,04 M, tampio acido citrico/citrato de sodio

como agente neutralizante e glicerol como plastificante (Figura 5.4).
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Quitosana a 1,1% (m/v)
em acido acético 0,09 M ou &cido citrico 0,04 M
1} Agitago (48 h); 1) Adigdo de glicer(?l (130u33%);
2) Secagem em estufa (3 h) a 509Ce em 2) Agitacdo (48 1),
condices ambiensais. 3) Secagem por 3 h em estufa a S09Ce
em condigGesambientais.

FA]_ ou FCl [ FAIP]_ ou FC]_PI ] [FA1P3 ou FC1P3]

Neutralizacdo Neutralizagéo Neutralizagae
solugdo tampéae selugao tampae solucde tampae
FA; TA;524 FA,P;TA24 E FA;P;TA5q24
FA; TAs724 FA,P; TAs;24 FA,P;TAs,24
FC;TCsa24 FC,P. TC5q24 FCiP3TCs024
FC,TCs5;24 FC,P; TCs;24 F FC,P3TCs,24

Figura 5.4 - Diagrama em Blocos referente a Preparagdo dos Filmes de Quitosana em Acido
Acéticopg) ou Acido Citricopg) com Solugdo Tampdo como Agente Neutralizante e Glicerol
como Plastificante: FA; ¢ FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente,
em dcdo acéticoaq € acido citricoeg); FA1P1 € FC\Pi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v)
preparados, respectivamente, em acido acéticonag € acido citricogg) contendo glicerol como
plastificante (13% m/m);, FA1P; ¢ FC/Ps: fillnes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados,
respectivamente, em dcido acéticoeq € 4cido citricoqq) contendo glicerol como plastificante
(33% m/m). Essas formulagdes correspondem aos filines ndo neutralizados; TAso € TAs7
agente neutralizante solugdo tamp@o &cdo acético/acetato de sédio pH 5,0 ¢ 5,7,
respectivamente; TCw ¢ TCs7: agente neutralizante solugdo sampio acido citrico/citrato de
sodio pH 5,0 ¢ 5,7, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente
neutralizante.

5.2. ENSAIOS DE LIBERACAO IN VITRO

Para os ensaios a seguir, utilizaram-se filmes neutralizados em solugdo tampéo acido
citrico/citrato de sodio, pH 5,0, preparados em 4cido citricogq) sem glicerol (segdo 5.1.2.3.),
com ou sem AH(aq Estes filines foram submetidos aos ensaios apos 1 ou 32 semanas de

preparagdo para aplicag@o sobre segmentos de pele.
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5.2.1. Materiais

Para os ensaios de liberaglio in vitro, foram adquiridos: orelhas de porcos recém-
abatidos, espécie: Sus domesticus, sexo: feminino, idade: 5 meses, a partir do Frigorifico
Bomussia, em tempos diferentes; hialuronato de sédio proveniente da Streptococcus equi (M
~15.000-30.000 g mol!) (Aldrich, S. A.) ¢ gel de Carbopol® com acido hialurénico em
concentragio de 1,67% (m/m) (Fammatec). Para as técnicas de caracterizagio, foram
adquiridos: acetona (M = 58,08 g mol?, =0,79 g cm™®) (Quimica Modema) ¢ glutaraldeido
em solugdo 25% (m/v) para Microscopia (M = 100,12 g mol™, 1,06 g cm™) (Merck). Os
sais fosfato de sddio monobasico monohidratado (M = 137,98 g mol!, = 2,04 g cm?)
(Nuclear) ¢ fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (M = 358,14 g mol!, = 1,52 g cm™)
(Nuclear) foram utilizados em ambos os ensaios de liberagdio in vitro e caracterizagdo. Para

todos os procedimentos foi empregada agua deionizada.

§5.2.2. Métodos

5.2.2.1. Preparagiio dos segmentos de pele a partir de orelha de porco

Apés a aquisi¢io de orelhas de porcos pelo frigorifico Bormissia, tais orelhas foram
lavadas em agua corrente, secas € dissecadas com o auxilio de um bisturi para a extragio da
epiderme. Consequentemente, houve descarte da derme e tecido cartilaginoso. Em seguida,
foram cortados segmentos quadrados de pele de dimensdes de, aproximadamente, 3,5 x 3,5
cm. Esta medida foi escolhida para garantir uma area de contato com a solug#io receptora, nos
ensaios subsequentes, de 4,9 cm?2 A extragéio dos pelos presentes nesses segmentos de pele foi
feita por meio de tesoura. Esses segmentos foram acondicionados em papel aluminio e
congelados a -20 °C até o momento do experimento. Na véspera da realizagdo dos ensaios de
liberagdio, as peles congeladas foram transferidas para o refrigerador para o descongelamento
gradual. O periodo maximo de congelamento desses segmentos de pele foi de trés meses. A
preparacido dos segmentos de pele para os ensaios de liberagéio in vitro foi conduzida no
Laboratério de Farmacotécnica e Cosmetologia da UFCSPA apds submissdo e aprovagido do
projeto intitulado Avaliagdo in vitro da Liberagdo de Acido Hialurénico de Filmes de
Quitosana pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), Parecer n® 196/2013.
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5.2.2.2. Condigdes experimentais para os ensaios de liberagéo in vitro

Para o estudo de liberagdio in vitro do acido hialuronico em pele de orelha de porco,
utilizou-se um sistema de difusdo (modelo adaptado) que consistiu de um compartimento
receptor preenchido com uma solugéio tampéo fosfato 0,2 M, pH 7,4 com volume de 17 mL.
Este sistema esteve acoplado a um banho-maria termostatizado com circulagiio externa para a
manutengiio da temperatura a 37 £ 0,5 °C, sob agitacio constante em agitador magnético a
100 rpm. Sobre esse compartimento, preso a ele, colocou-se um segmento de pele de orelha
de porco, com uma area difusional de 1,0 cm? disponivel para o estudo de liberagdo. Sobre a
extremidade do segmento de pele, com a papila démica voltada para a solugéio receptora
(tampdo fosfato), foram colocados os filmes com drea difusional de 1,0 cm? contendo 50 pl (1
gota) da solugdio aquosa de acido hialurénico 1,67% (m/v). Para fins de comparagéio, foram
aplicados sobre a superficie da pele, filmes de quitosana sem o ativo, onde 1 gota de agua foi
utilizada como controle. Com o objetivo de comparar o efeito do tratamento por filmes (com
ou sem acido hialurdnico), 62 mg de gel de Carbopol® contendo acido hialurénico a 1,67%
(m/v), foi depositado sobre segmentos de pele. O periodo de contato do segmento de pele com
os filmes ou com gel contendo o ativo foi de 10 min. Logo ap6s, os segmentos de pele foram
cindidos em dimensdes 1,0 x 1,0 cm com o auxilio de uma lamina cortante para obtengio de
segmentos menores tendo em vista a caracterizaglio fisico-quimica (item 5.3.2.) destes

materiais.

5.3. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

5.3.1. Caracterizaciio dos Filmes de Quitosana Pré-Ensaios de Liberacgfo in vitro

Para a caracterizagéo fisico-quimica dos filmes visando a selegéio do filme com melhor
integridade em sua estrutura fisica e biocompatibilidade com a pele para a realizagéio de
ensaios de liberacdio in vitro de acido hialurénico, fez-se uso de testes de porosidade,
intumescimento, degradagio em meio acido € em meio alcalino, medidas de espessura,
determinacg@io do contetido de umidade, analise térmica simultidnea e calorimetria exploratdria
diferencial. A avaliagiio estatistica dos resultados foi realizada através da Andlise de Variancia
(ANOVA) ¢ Teste de Tukey com nivel significincia, p < 0,05 [vide Anexo A — Analise de
Varidncia (ANOVA) de Fator Unico] em sofiware Origin®, v8E Origin Lab Corporation.
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§.3.1.1. Testes de porosidade

Pecas retangulares dos filmes, com dimensdes de 1,5 x 1,0 cm, preparadas conforme
os itens 5.1.2.1. ¢ 5.1.2.2,, foram imersas em 15 mL de heptano até o ponto maximo de
inchamento (4 h). Antes das medidas de inchamento, as pegas foram secas em estufa a 50 °C
até massa constante. Os valores de Wig (massa de heptano intumescida na pega de filme) e
Wrm (massa da pega de filme seco), (equagéio 5.1), foram determinados em microbalanga da
marca ATI CAHN, modelo C-35, com precisdo de 10 mg. Para o cilculo de W/ s (volume
da pega de filme seco, onde s corresponde 4 massa especifica do filme), foi realizada medida
da espessura média de cada pega de filme seco em 5 pontos distintos, tomados aleatoriamente,
com paquimetro digital da marca Fischer Scientific com precisdo de 0,01 mm. O valor de &ep
(massa especifica do heptano) foi de 0,68 g cm™. O principio da determinagéo da porosidade
em filmes poliméricos de quitosana encontra-se no Anexo B (vide Anexo B — Avaliagdo da

Porosidade em Filmes Polimeéricos de Quitosana).

O Percentual de Volume dos Poros (%V);) ou Percentual de Porosidade do filme (% P)

foi calculado, segundo:

Whep
phep
Whep . Wra
Phep Prit

%V, ou %P = x 100 (eq.5.1)

onde o numerador ¢ o denominador representam, respectivamente, o volume de heptano
intumescido na pega de filme ¢ o volume da peca de filme intumescido (volume total da pega
de filme).

§.3.1.2. Testes de intumescimento

Pecas retangulares dos filmes, com dimensdes de 1,5 x 1,0 cm, preparadas conforme
os itens 5.1.2.1. (filmes neutralizados em NaOH:Na2CQOj3@q) preparados com 1,1% de
quitosana em solugéio aquosa de acido acético ou acido citrico, com glicerol nos percentuais
de 0, 13 € 33%), 5.1.2.2. € 5.1.2.3., foram imersas em 80 mL de adgua deionizada durante 24 h.
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Antes das medidas de inturnescimento, as pegas foram secas em estufa a 50 °C até massa
constante. Os valores de W; (massa da peca de filme inturnescido apds a imerséo) e W, (massa
da pega de filme seco antes da imersdo), (equagéio 5.2), foram determinados em balanga

analitica da marca Shimadzu, modelo AY 220, com precisédo de 0,1 mg.

O Grau de Inturnescimento (G/) foi calculado, segundo:

cr="%"Wo 100
-~

(eq.5.2)

5.3.1.3. Testes de solubilizac¢io em meio 4cido e em meio alcalino

Pegas retangulares dos filmes, com dimensdes de 1,5 x 1,0 cm, preparadas conforme
os itens 5.1.2.2. € 5.1.2.3. foram imersas em 15 mL de solugdo de acido acético 0,1 M durante
sete dias, a temperatura ambiente. Outro conjunto de pegas foram imersas em 15 mL de
solugdio de hidroxido de sodio 1,0 M por 7 dias. Antes dos testes, as pegas foram secas em
estufa a 50 °C até massa constante. Os valores de W; (massa da pega de filme apds a imersdo
em meio acido ou alcalino) e W, (massa da pega de filme seco antes da imersio em meio
acido ou alcalino), (equagéo 5.3), foram determinados em balanca analitica conforme descrita

no item 5.3.1.2.

O Percentual de Solubilizagio em Meio Acido (% S.) € em Meio Alcalino (% Sx)

foram calculados, segundo:

W, — W,
%Sac e Su = oTot x 100 (eq-5.3)

5.3.1.4. Medidas de espessura

A espessura média dos filmes neutralizados em solugdes tamp@o acido acético/acetato
de sddio ou acido citrico/citrato de sédio, pH 5,0, preparados, respectivamente, em acido
acético(aq) ou dcido citricoaq) com glicerol nos percentuais de 0 € 33% (m/m), (item 5.1.2.3.),
foi realizada em 5 pontos distintos, tomados aleatoriamente, com micrometro digital da marca

Mitutoyo, modelo PK - 0505, com preciséo de 0,01 mm.
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5.3.1.5. Determinagiio do conteido de umidade

ApoOs a realizagdo das medidas de espessura dos filmes (se¢lio anterior), para a
determinag@io do conteuido de umidade, pecgas retangulares dos filmes com dimensées de 1,5 x
1,0 cm, foram secas a 50 °C até massa constante. Os valores de Uy, (massa da peca de filme
com conteiido de agua livre) e Uy (massa da peca de filme seco), (equagdo 5.4), foram
determinados em microbalanga da marca ATI CAHN, modelo C-35, com precisdo de 10 mg.
O Conteudo de Umidade (%6U) foi calculado, segundo:

- Uy — Ug

Uy

%U

5.3.1.6. Anilise térmica simultinea (SDT)

Para determinagio do percentual de perda de massa dos filmes, foram realizadas
andlises termogravimétricas (TGA) e termogravimétricas diferenciais (DrTGA) dos filmes
submetidos as medidas de espessura (se¢éo 5.3.1.4). Informagdes adicionais foram obtidas a
partir de analises térmicas diferenciais (DTA). As analises térmicas foram realizadas em um
Analisador Témmico Simultineo, SDT (TGA/DrTGA-DTA), marca TA Instruments®,
modelo SDT Q600, sob atmosfera dindmica de nitrogénio ultrapuro com vazio de 100 mL
min!. 10 mg de cada amostra (filme) foram acondicionadas em capsulas de aluminio e

aquecidas de 25 °C a 600 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min’’,

§.3.1.7. Calorimetria exploratodria diferencial (DSC)

A identificac@io e avaliagio das transi¢cdes de fase dos filmes submetidos as medidas de
espessura (se¢do 5.3.1.4.) foram realizadas em um calorimetro da marca TA Instruments®,
modelo DSC Q2000. Utilizou-se como atmosfera dindmica, nitrogénio ultrapuro, com vazéo
de 50 mL min!. Cerca de 5,0 mg de cada filme foram aquecidos e resfriados, em modo
convencional, no intervalo de -20 a 200 °C sob taxa de aquecimento e resfriamento de 10 °C

min’!, Na faixa de aquecimento de -20 °C a 200 °C, os filmes sofreram aquecimento
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modulado a uma taxa de 3 °C min!, com periodo de modulagio de 60 s ¢ amplitude de
modulagéio de 0,32 °C. Todas as amostras foram acondicionadas em cépsulas herméticas de

aluminio.

§.3.2. Caracterizac¢io dos Filmes de Quitosana e Segmentos de Pele Pds-Ensaios de

Liberagiio in vitro

Para caracterizacdo dos filmes selecionados conforme descrito na segdo 5.2. € dos
segmentos de pele apds a realizag@io dos ensaios de liberagéio in vitro do acido hialurénico(ag),
foram utilizadas as técnicas de espectroscopia de infravermelho com refletdncia atenuada e

microscopia eletronica de varredura.
5.3.2.1. Espectroscopia de infravermelho com refletincia atenuada (FTIR-ATR)

As medidas de hidratacio cutdnea foram efetuadas através do método biofisico ndo
invasivo FTIR-ATR, com a utilizagdo do espectrémetro de infravermelho contendo acessorio
ATR com cristal seleneto de zinco (ZnSe), da marca Varian, modelo 640-IR. Os espectros
foram coletados 4 temperatura de 16 + 1 °C, na faixa de 4.000 a 400 cm™!, em 32 scans e
resolugdio de 2 cm™l. As leituras foram realizadas em absorbéncia para estimar as posicdes e
intensidade dos picos relacionados as bandas de amida I e II. Os dados foram processados
pelo sofiware Essential FTIR™, v3.10.016 Operant LLC.

Para a determinagéio do Grau de Hidratagéio (G H), arbitrou-se para a hidratagéio basal
da pele um valor de 100%. Neste caso, GH foi calculado em relagéio a tal valor, de acordo

com a equagio abaixo:

R
GH(%) = Ff x 100 (eq.5.5)
i

onde Rre R; representam, respectivamente, a razdo entre a intensidade dos picos equivalentes
as bandas de amida I e II para os segmentos de pele com tratamento (por filmes ou por gel) e

segmentos de pele sem tratamento.
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Para cada conjunto de ensaios, foram utilizadas 12 amostras e, dentre as 12 amostras
analisadas, foram empregadas: 3 segmentos de pele sem tratamento (controle), 3 segmentos
de pele com tratamento por filmes contendo acido hialurénicogq) (amostra teste), 3 segmentos
de pele com tratamento por filmes sem o acido hialurénicoaq) (para avaliacéo da eficiéncia do
ativo) ¢ 3 segmentos de pele com tratamento por gel de Carbopol® contendo acido
hialurdnico (para avaliagdio da eficiéncia do filme). Todos os ensaios foram efetuados em
duplicata (n = 24). Ap6s o periodo de aplicagéio dos filmes e gel e preparagiio dos segmentos
de pele para caracterizagio (segdo 5.2.2.2.), os segmentos de pele menores obtidos foram
acondicionados em placas de Petri envoltas em filme de PVC até as analises em FTIR-ATR.
Tais andlises foram realizadas 2 h ap6s a aplicagéio do tratamento na pele. Para a obtencgéio dos
espectros, a regido-teste foi posicionada sobre o cristal do equipamento de modo que foram

coletados dois espectros para cada amostra de pele, em pontos diferentes.

5.3.2.2. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para avaliagdo da superficie dos segmentos de pele apés os ensaios de liberagdo in
vitro ¢ da superficie dos filmes antes ¢ apds os ensaios de liberagéio, micrografias de MEV
foram realizadas em microscopio eletronico JEOL 5800 ¢ 6060 do Centro de Microscopia
Eletronica da UFRGS (CME/UFRGS).

Ap6s os ensaios, sesgmentos de pele sem e com tratamento por filmes ou gel contendo
AH foram submetidos as analises de MEV conforme o protocolo de preparacio de amostras
biolégicas para MEV (vide 4Anexo C - Protocolo Basico para Preparagdo de Amostras
Biologicas para MEYV). As superficies das amostras de pele foram analisadas em aumentos de
100 e 300 x ap6s serem recobertas com uma mistura de ouro/carbono. Tal como descrito
anteriormente na se¢fio 5.3.2.1., dentre as 12 amostras analisadas, foram empregadas: 3
segmentos de pele sem tratamento (controle), 3 segmentos de pele com tratamento por filmes
contendo acido hialurénicoq) (amostra teste), 3 segmentos de pele com tratamento por filmes
sem acido hialurénicogq) (para avaliagéio da eficiéncia do dcido hialurdnico) e 3 segmentos de
pele com tratamento por gel de Carbopol® contendo dcido hialurénico (para avaliagdo da

eficiéncia do filme). Todos os ensaios foram realizados em duplicata (n = 24).

Adicionalmente, a superficie dos filmes foi analisada em aumento de 3000 x, apos

recobrimento da superficie com ouro.
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5.4. DESCARTE DE RESIDUOS

§.4.1. Descarte de Residuos Quimicos

O descarte dos residuos sélidos contaminados (filmes de quitosana pos-testes de
porosidade, solubilizagéio e pos-tratamento no MEV) e néio contaminados (filmes de quitosana
pos-testes de intumescimento, determinacio do conteido de umidade e pods-tratamento
témmico no SDT e DSC); residuos de solvente organico e de solugdes aquosas (acidas, basicas
e tampdes) gerados seguiu procedimento padrio realizado pelo Centro de Gestdo e
Tratamento de Residuos Quimicos (CGTRQ) do Instituto de Quimica da UFRGS:

v Disposi¢do final dos residuos solidos contaminados: acondicionamento em sacos

plasticos devidamente rotulados para Residuos Solidos Contaminados e entrega ao CGTRQ;

v Disposicéio final dos residuos sélidos ndo contaminados: cesto de lixo organico do
Laboratério de Instrumentagiio ¢ Dindmica Molecular (para os filmes de quitosana pos-testes
de intumescimento e determinagéio do conteido de umidade) € pelo LAMAT (para os filmes

de quitosana pds-tratamento térnico no SDT e DSC);

v Disposi¢do final dos residuos de solvente orgdmco ¢ de solugdes aquosas:
acondicionamento em recipientes proprios rotulados (dispostos no Laboratério de
Instrumentagio ¢ Dindmica Molecular) para cada classe de solvente e solugdes destes -
residuos de solvente organico: em Residuos de Solvente Orgdnico Nao Halogenado e residuos

de solugdes aquosas: em Residuos de Solvente Aquoso e entrega ao CGTRQ.

Salienta-se que apds o recebimento do material pelo CGTRQ foram realizados os

procedimentos adequados de descarte dos residuos quimicos.

5.4.2. Descarte de Residuos Bioldgicos

O descarte dos residuos de natureza bioldgica ndo contaminados (orelhas de porcos e
amostras de pele pos-caracterizagio no FTIR-ATR) e contaminados (amostras de pele pos-
tratamento no MEV) gerados seguiu o sistema adotado pela UFCSPA e Instituto de Quimica
da UFRGS:
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v Disposicdo final dos residuos de natureza biolégica néio contaminados - orelhas de
porcos: sacos especiais para descarte de lixo de risco biolégico da UFCSPA (tratamento de
residuos realizados pela empresa Ambientus) € amostras de pele pos-caracterizagéio no FTIR-
ATR: cesto de lixo orginico do Laboratdrio de Instrumentagio ¢ Dindmica Molecular do

Instituto de Quimica da UFRGS;

v Disposi¢io final dos residuos de natureza biologica contaminados: CGTRQ da
UFRGS.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados a seguir referem-se a filmes poliméricos preparados por casting, técnica
utilizada na obtengdo de filmes formados pela evaporagdo de solvente (dgua) e precipitagéo
do polimero disperso em um molde, neste caso, uma placa de Petri. Para os filmes preparados
neste wrabalho, uma etapa de neutralizagdo foi necessaria para garantr a integridade da sua
estrutura fisica durante a utilizagdo na pele. Com o intuito de melhorar a estabilidade fisica
dos filmes, a adi¢iio de agentes neutralizantes e plastificante foi testada. A estabilidade foi
avaliada por meio das propriedades fisico-quimicas percentual de porosidade, grau de
intumescimento, espessura, conteido de umidade e percentual de solubilizagéo.
Adicionalmente, caracterizagdo fisico-quimica por analises térmicas como andlise térmica
simultanea e calorimetria exploratdria diferencial, foi realizada. Os filmes preparados neste
wrabalho foram compostos por quitosana com: (a) meios dispersantes: solugio aquosa de acido
acético ou de acido citrico; (b) agentes neutralizantes: NaOH:Na>CO3q), Na2CO3 em meio
acido ou solugdo tampdo de acido acético/acetato de sddio ou acido citrico/citrato de sddio; e
(c) plastificante: glicerol. A seguir, sdo apresentados os diferentes filmes e as propriedades
avaliadas com o intuito de selecionar uma formulagdo para os estudos subsequentes de

aplicagdo em pele.

6.1. FILMES DE QUITOSANA PREPARADOS EM ACIDO ACETICO@qy OU ACIDO
CITRICO(uy, NaOH:Na2COsa9 COMO AGENTE NEUTRALIZANTE E GLICEROL
COMO PLASTIFICANTE

Inicialmente foram preparados filmes de quitosana a partir de solugdes de quitosana
em diferentes concentwragdes. Para isso, fez-se uso de acido acéticoq) € NaOH:Na;CO3(aq)
como meio dispersante e agente neuftralizante, respectivamente, de modo a avaliar o
percentual de porosidade dos filmes obtidos. A preparagdio de filmes em diferentes
concentragdes de quitosana teve por objetivo selecionar a formulagdo que melhor atendesse a
propriedade em estudo. Apds a selegdo da composi¢do filmogénica, foram preparados filmes
com e sem plastificante glicerol utilizando-se acido acéticogq) ou acido ciwricoqq) como meio
dispersante ¢ NaOH:Na,COs@q) como agente neutralizante com o intuito de avaliar o

percentual de porosidade e grau de intumescimento dos filmes elaborados. A adi¢do do
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plastificante glicerol foi testada para melhorar a aparéncia dos filmes e facilitar seu manuseio
durante a aplicagdio. A seguir, foi feita avaliagdo estatistica dos efeitos dos parametros de

preparacgéio dos filmes nas propriedades fisico-quimicas obtidas.

6.1.1. Avaliagio Estatistica dos Efeitos dos Fatores Concentraciio de Quitosana, Agente
Neutralizante, Periodo de Neutralizagiio, Percentual de Plastificante e Meio Dispersante

no Percentual de Porosidade dos Filmes de Quitosana

A avaliagiio da porosidade de uma forma farmacéutica composta pelo excipiente
biopolimérico quitosana, disposto na forma de filme, é de suma importincia para a
determinagéio da liberaciio de uma substéncia ativa incorporada. Dependendo das condigdes
de incorporacdo, o ativo pode encontrar-se dissolvido ou disperso uniformemente em toda a
area do filme que estara em contato com o organismo. Cabe salientar que, posteriormente,

pretende-se aplicar tais filmes na liberagéio de acido hialurénico sobre a pele.

Para a aplicagéio de filmes sobre a pele, um dos pardmetros que necessita controle € o
pH. Para tanto, agentes neutralizantes foram empregados na elaboragéio dos filmes. Neste
trabalho, foi proposta inicialmente a utilizagéio do agente de neutralizago hidréxido de sédio:
carbonato de sédio, NaOH:Na,COj3(sq). Além de neutralizante, esta solugio pode ter fungio

como agente de porosidade?®.

O Na_COj; possui em sua férmula quimica, o &nion carbonato, CO3%(aq), que, a0
sofrer reagdes de hidrolise, (egs. 6.1.a, 6.1.b € 6.1.c.), produz como uns dos produtos finais,

dioxido de carbono gasoso, COz(g), conforme a equagéo abaixo (eq. 6.1):

CO32pg + 2H2O =2 COsg + 20H g + H20 (eq.6.1)
COs%pg + HHO = HCOs3%eg + OH g (eq. 6.1.a)
HCO32pg + H20 & H2CO030q + OH g (eq. 6.1.b)

H2CO3aq — CO2g + H20 (eq. 6.1.c)
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O COz(g) resultante da decomposigéo do 4cido carbdnico, H2COs3(aq), obtido das reagdes
de hidrdlise juntamente com o NaOH, colaboram na formagdo dos poros nos filmes
neutralizados. A seguir (Figura 6.1) estdo apresentados os percentuais de porosidade dos

filmes de quitosana.

A partir da analise visual e tatil dos filmes preparados, em principio, as formulagdes
com 1,1, 1,5 e 1,7% de quitosana, independente da concentracdo de agente de porosidade e
tempo de imersdo utilizado, mostraram-se com superficies brilhantes e sem caracteristicas

adesivas.

1 I 1.1% de quitosana
70— N 1.5% de quitosana
I 1,7% de quitosana

Percentual de Porosidade (% P)

Figura 6.1 - Percentual de Porosidade (%P) em 4 h a T = 25 °C dos Filmes de Quitosana
preparados em Acido Acéticoqq) € NaOH:NaCOs(q) como Agente Neuwalizante: FA1, FAs e
FA7: filmes de quitosana a 1,1; 1,5 e 1,7% (m/v) preparados em acido acéticogq); N1 € Nis:
agente neutralizante NaOH:Na,COsqq) (1:0,01) e (1:0,05) M, respectivamente; 24 e 48:
periodo de imerséo (h) dos filmes ndo neutralizados no agente neutralizante.

Em relagdo a Figura 6.1, observou-se que os filmes preparados em diferentes
concentragdes de quitosana e neutralizados com NaOH:Na;CO3(.q) €m menor concentragdo de
Na>COs (FAIN1124, FAsN1124, FA7N1124 e FAIN1148, FAsN1148, FA7N1148) apresentaram
valores diferenciados de percentual de poros se comparados aos filmes preparados com maior
concentragdo deste agente de neutralizagdo (FAiNis24, FAsNi1s24, FA7N1s24 e FAIN548,

FAsN1548, FA7N1548). Para os filmes preparados com neutralizante que contém a menor
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concentragio de Na>CQOs, os percentuais de porosidade tiveram urna tendéncia de redugéo
com o aumento das concentragdes de quitosana, sendo que os maiores percentuais de poros
foram para os filmes FAiN1124 ¢ FA1N1148. Comportamento oposto foi observado para os

filmes preparados com a maior concentragéo de Na2COs.

Tabela 6.1 — Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [concentragio de quitosana, %
(m/v)] para Comparagéio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de porosidade
(%P) dos filmes de quitosana preparados em acido acéticoq) em diferentes concentragdes de
quitosana, 1,1; 1,5 ¢ 1,7% (m/v) e neutralizados em NaOH:Na,CQOj3(aq) em diferentes periodos
de neutralizagfio] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variagio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito do (erro)
fator)

Conjunto Graus de Liberdade 2 15 17

(GL)
%PFrAIN1124 Soma Quadratica 3980,53 244,54 4225,07
%PrAsN1124 (SQ) 122
%PrA7N1124 Média Quadratica 1990,26 16,30 -

(MQ)
%PrAiN1148 Soma Quadritica 4628,63 119,64 4748,27
%PrasN1148 (SQ) 290
%PrA7N1148 Média Quadritica 2314,32 7,97 -

(MQ)
%PrAIN1524 Soma Quadratica 403,44 105,83 509,27
%PFAsN1524 (SQ) 28
%PrA7N1524 Média Quadratica 201,72 7,06 -

(MQ)
%PFAIN1548 Soma Quadratica 129 74,50 203,50
%PrasN1548 (SQ) 13
%Pra7N1548 Média Quadratica 64,50 4,97 -

(MQ)

FZ%=3,68. FA,, FA;s ¢ FA;: filmes de quitosana a 1,1; 1,5 ¢ 1,7% (m/v) preparados em 4cido acéticopqy; Ni1 € Nis:
agente neutralizante NaOH:Na2COjs(q (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente; 24 ¢ 48: periodo de imerséo (h) dos
filmes ndo neutralizados no agente neutralizante.

A partir da andlise d¢ ANOVA apresentada na Tabela 6.1, todos os valores observados
na estatistica de teste F para cada conjunto de formulagdes preparadas foram maiores que o
valor critico (Fas > 3,68). Logo, os percentuais de porosidade de cada conjunto séo

significativamente diferentes (p < 0,05).
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Comparando-se os valores de Foss dos conjuntos de filmes neutralizados com a menor
concentracio de Na;CO3 com os dos conjuntos neutralizados com a maior concentragio de
Na>COs (Tabela 6.1), observou-se que o efeito da concentragiio de quitosana para a geragéo de
poros foi diferenciado. Para os conjuntos neutralizados com a menor concentragdo de

Na>CQOs, esses valores foram expressivos, ou seja, superiores.

Segundo a Tabela 6.1, o conjunto de filmes preparados com a menor concentragio de
Na2COs e tempo de neutralizagio de 48 h (FA1N1148, FAsN1148 ¢ FA;N1148) apresentou
valor de Fas superior (290 > 122) e variagiio nos grupos inferior (7,97 < 16,30) ao conjunto
preparado com menor concentragiio de Na2COs e tempo de neutralizagiio de 24 h (FAN1124
FAsN1124 ¢ FA7N1124). De fato, um maior valor de Fops, neste caso, indicou que o efeito da
concentracdo de quitosana para os percentuais de porosidade dos filmes preparados com a
menor concentragio de Na2CO;s e tempo de neutralizagéio de 48 h foi mais significativo que o
dos filmes neutralizados por um periodo de neutralizagio de 24 h. Por sua vez, o menor erro
aleatorio apresentado pelos filmes neutralizados em tempo de neutralizagéio de 48 h, revelou
uma menor intensidade das interagdes entre concentragio de quitosana ¢ tempo de

neutralizagdo.

Em relagio aos filmes FA1N1124 ¢ FAN1148 (Figura 6.1), verificou-se que, por
possuirem menor concentragéio de polimero, a densidade superficial de massa (razdo entre a
quantidade de massa de quitosana e a sua area de distribuicéo, que neste caso, € a area da base
referente a placa de Petri) foi menor que a dos filmes com as concentragdes de 1,5 € 1,7% de
quitosana. Logo, a menor densidade superficial de massa foi consequéncia da maior formagéo

de poros resultante, em parte, das interagdes supracitadas.

O éacido acético, por ser um acido fraco, em solugéio aquosa € fracamente solivel em
agua e volatil. Devido a esta propriedade, solugdes de quitosana obtidas através de um meio
dispersante como uma solugéio aquosa de acido acético, formam um polieletrdlito e, possuem
volatilizagdo do componente aquoso. Com a evaporacéo de dgua e acido acético das solugdes,
o equilibrio -NH2/-NH3" (protonagio/deprotonagéio) existente nas cadeias do polieletrdlito é
deslocado para o sentido da formagéo dos grupos amino (-NH2), ou seja, da deprotonagéio. Ha
redugéio na densidade de carga nas cadeias do polieletrolito (diminuicéio de cadeias contendo
grupos -NH3*)201:22

hidrogel ndo neutralizado, isto €, do filme néio neutralizado. Antes da neutralizagéo, os filmes

. Quanto maior a volatilizagdo, menor o tempo para a formagio do

em estudo (FA1N1124 ¢ FA1N1148) foram preparados a partir de solugdes de quitosana com a

menor concentragiio (1,1%). Quanto menor a concentracéio das solugdes filmogénicas, menor
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a volatilizagio, portanto, maior o tempo para a formagéio do filme. Sendo assim, se houve
geracdo de poros, apresentaram-se em maior quantidade. No fim, a densidade superficial de

massa foi a menor para esses filmes com 1,1% de quitosana.

Entretanto, como tal filme nesta condi¢io nfio apresentou estabilidade, através da
neutralizagdo do filme com NaOH:Na,COj(aq), €la foi atingida. Durante esta etapa, 0 COxg)
gerado das reagdes de hidrélise do ion CO3Zsg), propiciou i geragio de poros €, quanto maior
o periodo de neutralizagéo, maior a formagéo de poros (Figura 6.1). Dessa forma, os maiores
percentuais de poros para os filmes FAiN1124 ¢ FA;N1148 foram devido, em parte, a

contribui¢éio conjunta dos efeitos da concentragio de quitosana e tempo de neutralizagéo.

Comportamento inverso foi observado em relagdo ao Foss para o conjunto de filmes
neutralizados com a maior concentragdo de Na2COj3 (Tabela 6.1). No tempo de neutralizagio
de 48 h, o conjunto de formulagdes (FA1N1548, FAsN1548 ¢ FA7N1548), teve valor de Fos
menor (13 < 28) ao preparado com maior concentragio de Na2COs e tempo de neutralizagio
de 24 h (FAN1524, FAsN1524 ¢ FA7N1524). Isso indicou que os valores de percentuais de
porosidade dos filmes preparados com a maior concentragio de Na2COs ¢ tempo de
neutralizacdo de 48 h foram menos significativos que os dos filmes neutralizados durante o

periodo de imersdo de 24 h. Além disso, a variagio nos grupos foi menor (4,97 < 7,06).
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Tabela 6.2 — Teste de Tukey para o Modulo da Diferenga entre as Médias [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana preparados em acido acéticowg) em diferentes
concentragdes de quitosana, 1,1; 1,5 € 1,7% (m/v) e neutralizados em NaOH:NazCOj3(aq) €m
diferentes periodos de neutralizagéo].

Moédulo da Diferenga Menos Significancia
Diferenga entre Significativa

as Médias (DMS)
|% Prasni124 - %PraiNi1z4 +18 sim
|% Pra7N1124 - %aPFRAIN1124] +37 6,05 sim
| % Pra7nii2e - YaPrasniizd +19 sim
|% Prasnites - Y%oPraiN114g] +36 sim
|%Pra7niies - %ePrainiids| +32 4,01 sim
| % Pra7n114s - YoPrasn114g] +4 sim
|% Prasnis2s - %PraiN1s24| +11 sim
|% Pra7n1s24 = %PFAIN1S24| 19 3,98 sim
|% Pra7niszs - %aPrasniso| +2 néo
|% Prasnisss - %aPrainisss| +4 sim
|% Pra7n1sis - YoPFaiN1ses| +3 3,01 sim
|% Pra7N1s4s - %ePrasnises| +7 sim

FA,, FAs ¢ FA; filmes de quitosana a 1,1; 1,5 ¢ 1,7% (m/v) preparados em 4cido acéticonq; Ni1 € Nis: agente
neutralizante NaOH:Na2COsaq (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente; 24 ¢ 48: periodo de imersdo (h) dos filmes néo
neutralizados no agente neutralizante.

Analisando-se o Teste de Tukey para o médulo da diferenga entre os valores de
percentual de porosidade dos filmes em estudo (Tabela 6.2), verificou-se que, para os filmes
neutralizados com a menor concentragiio de Na2COs, esses valores foram iguais ou superiores
a DMS, logo, os percentuais de poros difeniram significativamente. Para os filmes

neutralizados em 24 h, a DMS foi superior aos neutralizados em 48 h.

Em relagio ao mddulo da diferenga entre os valores de porosidade dos filmes
preparados com a maior concentragéio de Na2COs3, no tempo de neutralizagiio de 24 h, para as
formulagdes contendo 1,5 € 1,7% de quitosana (FAsN1s24 ¢ FA7N1524), esse valor foi menor
que DMS, portanto, os percentuais de porosidade destes filmes ndo difenram
significativamente. Comportamento similar aos filmes preparados em menor concentragio de

Na2COs e tempo de neutralizagdo de 24 h, foi verificado para o valor da DMS.
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Diante dos resultados apresentados pelo Teste de Tukey, pode-se afirmar que os
percentuais de porosidade dos filmes neutralizados com a menor concentragio de Na,COs
tiveram uma redu¢fio com o aumento das concentragdes de quitosana (Figura 6.1). Entretanto
devido a ndo significdncia, ou seja, igualdade, entre os valores de percentual de porosidade
para os filmes neutralizados com maior concentragéio de Na2CO3 nas concentrages de 1,5 €
1,7% de quitosana, conclui-se que néio houve correlagio?®® entre concentragiio de quitosana e

percentual de poros nestas condigdes.

Tabela 6.3 — Anilises de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NaOH:Na;COj3(aq) (M:M)] para Comparagiio da Diferenca entre as Médias dos Grupos
[percentuais de porosidade (%P) dos filmes de quitosana preparados em acido acético(aq), em
diferentes concentrages de quitosana, ¢ neutralizados em NaOH:Na,COjq) (1:0,01) €
(1:0,05) M, respectivamente, durante 24 h] ¢ das Variagdes Internas aos Grupos. Nivel de
significancia: p < 0,05.

Fonte da Variac¢io
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito do (erro)

fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PrAIN1124 Soma Quadratica 645,33 119,83 765,16
%PrAiIN1524 (SQ) 54
Média Quadritica 645,33 11,98 -
MQ)
%PrAsN1124 Soma Quadratica 560,34 162,16 7225
%PrAsN1524 (SQ) 34
Média Quadratica 560,34 16,21 -
MQ)
%PrA7N1124 Soma Quadratica 2836,68 68,37 2905,05
%PrA7TN1S24 (SQ) 415
Média Quadratica 2836,68 6,83 -
MQ)

Fjy = 496. FA,, FAs ¢ FA7: filmes de quitosana a 1,1; 1,5 ¢ 1,7% (m/v) prcparados em 4crdo acéticogqy; Nii € Nis:
agente neutralizante NaOH:NazCOjs(q (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente; 24: periodo de imerséo (h) dos filmes
ndo neutralizados no agente neutralizante.

Conforme as Tabelas 6.3 e 6.4, os conjuntos de filmes preparados em diferentes
concentragdes Na2COs3 e tempo de neutralizagdo de 24 h, (FA1N1124 ¢ FA1N1524), (FAsN1124
e FAsNis24) e (FA7N1124 ¢ FA7N15s24) apresentaram valores diferenciados de Fabs se

comparados aos conjuntos neutralizados em um periodo de 48 h (FAiN1148 ¢ FA1N1548),
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(FAsN1148 ¢ FAsN1548) e (FA7N1148 e FA7N1548). Todos os valores de Fos para cada
conjunto de filmes foram maiores que o valor critico (Fos > 4,96). Portanto, os percentuais de

porosidade sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Analisando-se a Tabela 6.3, o conjunto preparado com concentragio de 1,7% de
quitosana e tempo de neutralizagiio de 24 h (FA7N1124 ¢ FA7N1524) apresentou valor de Fobs
maior (Foss - 415) que os dos conjuntos preparados com 1,1% (Foss = 54) € 1,5% (Fobs = 34)
de quitosana. Por fim, a variagéo intema aos grupos foi inferior (MQ = 6,83). Diante disso,
pode-se dizer que os percentuais de porosidade dos filmes obtidos com concentragéo de 1,7%
e tempo de neutralizagdo de 24 h foram mais significativos que os dos filmes preparados com
1,1 ¢ 1,5% de quitosana. O efeito da concentraciio de Na2CO;3 foi relevante para a formagéo

de poros nos filmes com a maior concentragio de quitosana durante o periodo de 24 h.

Tabela 6.4 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NaOH:Na,CO3(aq) (M:M)] para Comparago da Diferenca entre as Médias dos Grupos
[percentuais de porosidade (%P) dos filmes de quitosana preparados em acido acético(aq), em
diferentes concentragbes de quitosana, € neutralizados em NaOH:Na,COjs@q) (1:0,01) e
(1:0,05) M, respectivamente, durante 48 h] e das Variagoes Internas aos Grupos. Nivel de
significancia: p < 0,05.

Fonte da Variagio
Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito do (erro)
fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PFAIN1148 Soma Quadratica 574,08 29,33 603,41
%PraiN1s4s (SQ) 196
Média Quadritica 574,08 2,93 -
(MQ)
%PrAsN1148 Soma Quadritica 972 53 1025
%PrAsN1s48 (SQ) 183
Média Quadratica 972 5,30
MQ)
%PFA7N1148 Soma Quadritica 1262,80 111,80 1374,6
%PrA7N1548 (SQ) 113
Média Quadritica 1262,80 11,18 -
(MQ)

Fy = 496. FA,, FA; ¢ FA7: filmes de quitosana a 1,1; 1,5 ¢ 1,7% (m/v) prcparados em 4cido acéticoq; Ni1 € Nis:
agente neutralizante NaOH:Na2COj3sq (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente; 48: periodo de imersdo (h) dos filmes
ndo neutralizados no agente neutralizante.
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Em comparaciio ao conjunto de filmes analisados na Tabela 6.3, pode-se constatar que
o efeito da concentragiio da concentragio de Na2CQO; para a formagio de poros nos filmes
neutralizados durante o periodo de 48 h néio apresentaram variagGes expressivas. Neste caso, o
valor de Fops foi um pouco maior (Foss = 196) que o do conjunto preparado com 1,5% (Fops =
183) € 1,7% (Fobs = 113) de quitosana. Para os filmes com concentragéio de 1,1%, a variagéo
nos grupos foi reduzida (MQ = 2,93). Frente a isso, pode-se afimnar que os percentuais de
porosidade dos filmes obtidos com concentragéio de 1,1% e tempo de neutralizagio de 48 h,
foram mais significativos que os dos filmes preparados com 1,5 € 1,7% de quitosana. Sendo
assim, diante dos resultados apresentados nas Tabelas 6.3 € 6.4, o efeito da concentracéo de
Na2C03 nos filmes mostrou-se expressivo para a diferenciagéio dos valores de percentual de
poros para os filmes preparados com a menor (1,1%) ¢ maior (1,7%) concentragio de

quitosana no tempo de neutralizagéio de 24 h.

Correlacionando-se os resultados das Tabelas 6.3 ¢ 6.4 com os dos percentuais de
porosidade (Figura 6.1), para os filmes FA7N1124 ¢ FA7N1524, 0o aumento na concentragéo de
Na2C03 propiciou aumento nos volumes de poros. Devido ao maior valor de Fos para o
conjunto destes filmes (Tabela 6.3), maior a contribuicio do agente neutralizante para a
formag@io de poros. Em comparagio com os filmes FA{N1124 ¢ FA1N1524, a contribuicdo do
agente de neutralizaciio para a geragio dos poros foi menor. Entretanto, para os filmes
FAiN1:148 ¢ FA1N548, embora o valor de Foss para o conjunto destes filmes tenha sido
superior (Tabela 6.4), ndo se diferenciou dos demais. Em razéio disso, pode-se afirmar que
houve diferengas na atuagiio dos componentes NaOH ¢ Na2COjs durante a neutralizagio e

geracio de poros?™,

Estudos referentes a influéncia da concentragiio de agente neutralizante na preparagéo
¢ caracterizagio de filmes de quitosana densos e porosos foram feitos por Beppu e
colaboradores?®*, Solugdes de quitosana a 2,5% (m/m) foram preparadas em 4cido acético(aq)
por meio de casting total (filmes densos) e parcial (filmes porosos) e, em seguida,
neutralizadas em NaOHgq em diferentes concentragdes. Para os filmes porosos, a
identificagio da presenga dos poros foi realizada através de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) ¢, para os filmes densos, através de Microscopia de Forga Atdmica (MFA).
Os filmes preparados por casting total mostraram uma superficic muito plana, conforme
MFA. Contudo, os filmes preparados por casting parcial, sesgundo as micrografias de MEV, a

concentrag@io de agente neutralizante na solugéio permitiu o controle da porosidade nos filmes
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porosos: quanto maior concentracio de agente neutralizante, maior a quantidade de poros

originados.

Tabela 6.5 - Andlise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [periodo de neutralizagiio, (h)]
para Comparagdio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de porosidade (%P)
dos filmes de quitosana preparados em acido acéticoaq), em diferentes concentragdes de
quitosana, ¢ neutralizados em NaOH:Na;COj(aq) (1:0,01) M durante 24 ¢ 48 h] ¢ das
Variagdes Internas aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variagio
Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PrAIN1124 Soma Quadritica 374,10 116,60 490,70
%PrAIN1148 (SQ) 32
Meédia Quadritica 374,10 11,66
MQ)
%PrAsN1124 Soma Quadriatica 154,08 129,33 283,41
%PrAsN1148 (SQ) 12
Média Quadratica 154,08 12,93 -
(MQ)
%Pra7N1124 Soma Quadritica 742,61 118,18 860,79
%PrA7N1148 (SQ) 63
Média Quadratica 742,61 11,81 -
(MQ)

Fiy = 4,96. FA,, FA;s ¢ FA7: filmes de quitosana a 1,1; 1,5 ¢ 1,7% (m/v) preparados em 4cido acéticonqy; Nuii: agente
neutralizante NaOH:Na2COs(sq) (1:0,01) M; 24 ¢ 48: periodo de imerséo (h) dos filmes nfo neutralizados no agente
neutralizante.

Analisando-se as Tabelas 6.5 e¢ 6.6, os conjuntos de filmes neutralizados com
concentragdo de 0,01 M de Na2COs; em tempos de neutralizagio de 24 ¢ 48 h (FAIN1124 ¢
FA1N1148), (FAsN1124 ¢ FAsN1148) ¢ (FA7N1124 ¢ FA;N1148) apresentaram valores
diferenciados de Foss s¢ comparados aos conjuntos neutralizados com concentragéo de 0,05 M
de NaxCOs3 (FA1N1524 ¢ FA1N1548), (FAsN1s24 ¢ FA5N1548) ¢ (FA7N1524 ¢ FA7N1548).
Todos os valores de Foss para cada conjunto (exceto os grupos de filmes com concentragdes
de 1,5% de quitosana ¢ 0,05 M de Na2CQs) foram maiores que o valor critico (Foss > 4,96).
Portanto, os percentuais de porosidade de cada conjunto séo significativamente diferentes (p <
0,05).
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Comparando-se os filmes neutralizados em menor concentragio de Na2CO3
(FAIN1124, FAN148, FAsN1124, FAsN1148 ¢ FA;Nui24, FA;N1148) com os filmes
neutralizados em maior concentragio de Na2CO3 (FA(N1524, FA1N1548, FA5N1524, FA5N1548
¢ FA7N1524, FA7N1548) (Figura 6.1), os primeiros demonstraram, em geral, um aumento na
porosidade dos filmes com o aumento do tempo de neutralizagdo. Os filmes preparados com a
menor concentragdo de quitosana apresentaram os maiores valores de porosidade. Estes
resultados confirmam os dados discutidos em relagéio a Tabela 6.1. A atuagfio conjunta entre
os efeitos concentraco de quitosana e tempo de neutralizagéio péde ser constatada nos valores
superiores referentes & variagdo nos grupos (Tabela 6.5). Por outro lado, esta tendéncia de
aumento no volume dos poros ndo foi evidenciada para os filmes preparados com maior
concentragdo de sal carbonato de sddio. Correlacionando essas observagdes com os resultados
de ANOVA, concluiu-se que, para o conjunto de filmes (FAsNis24 ¢ FA5N1548), a ndo
evidéncia de aumento dos percentuais de poros com o aumento do tempo de neutralizagio
esta relacionada com o efeito do tempo de neutralizagéo na porosidade dos filmes cujo valor
foi nlo significativo (p > 0,05 sendo 2,80 < 4,96).

De acordo com a Tabela 6.5, o conjunto preparado com concentragéio de 1,7% de
quitosana ¢ 0,01 M de Na2COs3 apresentou valor de Foss superior (Foss = 63) ao dos conjuntos
preparados com 1,1% (Foss = 32) € 1,5% (Fos = 12) de quitosana. Os percentuais de
porosidade dos filmes preparados com concentragéo de 1,7% e 0,01 M de Na2COs3 foram mais
significativos que os dos filmes preparados com 1,1 € 1,5% de quitosana. Em vista disso, o

efeito do fator tempo de neutralizagéo foi relevante para a formagéio de poros nesses filmes.

Analogamente, para conjunto preparado com concentragio de 1,1% de quitosana e
0,05 M de Na2COs (Tabela 6.6), o valor de Fops foi maior (Foss = 133) que os dos conjuntos
preparados com 1,5% (Foss = 2,80) € 1,7% (Foss = 15) de quitosana. Logo, os percentuais de
porosidade dos filmes preparados com concentragéo de 1,1% e 0,05 M de Na2COs3 foram mais
significativos que os dos filmes preparados com 1,5 e 1,7% de quitosana. O efeito do fator

tempo de neutralizacio foi expressivo para a geragio de poros.
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Tabela 6.6 - Anlise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [periodo de neutralizagdio, (h)]
para Comparagiio da Diferencga entre as Médias dos Grupos [percentuais de porosidade (%P)
dos filmes de quitosana preparados em écido acéticoq), em diferentes concentragdes de
quitosana, ¢ neutralizados em NaOH:Na;COj3(aq) (1:0,05) M durante 24 ¢ 48 h] ¢ das
Variagdes Internas aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variacio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PFAIN1524 Soma Quadriatica 432 32,5 464,50
%PrAIN1548 (SQ) 133
Média Quadratica 432 3,25 -
(MQ)

%PrAsN1524 Soma Quadritica 24,08 85,83 109,91
%PrAsN1548 (SQ) 2,80
Meédia Quadritica 24,08 8,58 -

(MQ)
%Pra7N1s24 Soma Quadritica 90,75 62 152,75
%PrATN1S48 (SQ) 15
Média Quadratica 90,75 6,20 -
(MQ)

F}y = 4,96. FA,, FA;s ¢ FA7 filmes de quitosana a 1,1; 1,5 ¢ 1,7% (m/v) preparados em 4cido acéticouqy; Nis: agente
neutralizante NaOH:Na2COsaq (1:0,05) M; 24 ¢ 48: periodo de imersdo (h) dos filmes ndo neutralizados no agente
neutralizante.

Os resultados da Figura 6.2 se referem ao percentual de porosidade dos filmes de
quitosana preparados em acido acético(q) ou acido citrico(ag), fazendo uso de glicerol como

plastificante ¢ de NaOH:Na;CO3(aq) como neutralizante.

Uma vez que os filmes com concentragdes de 1,1 € 1,7% de quitosana apresentaram
percentuais de porosidade significativamente diferentes com volume de poros maiores para as
formulagdes contendo 1,1% de quitosana e, devido ao efeito da concentragio de Na2COs ter
sido relevante a geracéio de poros para um periodo de neutralizagdo de 24 h, selecionou-se,
para estudos subsequentes de percentual de porosidade € grau de intumescimento dos filmes,

a concentragdo de quitosana, 1,1% e tempo de neutralizagéo de 24 h.
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Figura 6.2 - Percentual de Porosidade (%P) em 4 h a T = 25 °C dos Filmes de Quitosana
preparados em Acido Acéticoaq) ou Acido Citicong), NaOH:Na;COseq) como Agente
Neutralizante e Glicerol como Plastificante: FA; e FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v)
preparados, respeckvamente, em acido acéticoaq) € acido citricoaq); P1 e Ps3: plastificante
glicerol (13 e 33% m/m, respectivamente); N11 e Nis: agente neuwalizante NaOH:Na;CO3(aq)

(1:0,01) e (1:0,05) M, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente
neutralizante.

A partir da analise visual e tasl dos filmes preparados, filmes de quitosana
neutralizados e n#o plastificados preparados em acido acéticonq) apresentaram-se com
superficies brilhantes e sem caracteristicas adesivas. Na comparagdo com os filmes

plastificados, os ltimos mostraram-se com caracteristicas semelhantes.

Os filmes neutralizados e ndo plastificados preparados em 4cido citricoqag),
apresentaram-se opacos e ligeiramente adesivos. Na comparagdo com os filmes plastificados,
os ultimos mostraram-se menos opacos e ligeiramente adesivos. Essas caracteristicas foram
observadas para ambos os filmes preparados com 13 e 33% de glicerol independentemente do

meio dispersante utilizado na confecgéo dos filmes.

Conforme se pdde observar na Figura 6.2, em principio, os filmes neutralizados
preparados em acido acéticouq (FAINn24, FAiPINn24, FAiPsNi24 e FAiNis24,
FA1PiN1524, FA|P3N15s24) apresentaram valores diferenciados de percentual de poros se

comparados aos filmes preparados em acido citricoq) (FCiNu24, FCiPi1Nu24, FCiPsNu24 e
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FCiN1524, FCiP1N1524, FC1P3N1524). Os valores referentes aos percentuais de porosidade
para os filmes neutralizados preparados em acido acético(q) foram superiores aos preparados
em acido citricoaq). O acido citrico por ser um &cido orgénico tricarboxilico, ocorre maior
interaciio entre esse acido ¢ a quitosana formando filmes de estruturas mais compactas?®.
Consequentemente, quanto maior a compactagdo da estrutura da matriz polimérica gerada,

maior a tendéncia a redugiio nos volumes de poros.

Em relagéio as Tabelas 6.7 € 6.8, todos os valores de Fgs, de um modo geral, para cada
conjunto de filmes preparados foram maiores que o valor critico (Foss > 3,68). Sendo assim,
os percentuais de porosidade de cada conjunto sdo significativamente diferentes (p < 0,05).
Comparando-se os valores de Fos dos conjuntos de filmes preparados com acido acético(aq)
(Tabela 6.7) com os dos conjuntos preparados com écido citrico(g) (Tabela 6.8), observou-se
que, para todos os conjuntos de filmes preparados em acido acéticong), o efeito da
concentracdo de plastificante para a formagio de poros foi expressivo. Para os grupos de
filmes neutralizados contendo 0,05 M de Na2COs3, o valor foi superior aos dos grupos de
filmes neutralizados contendo 0,01 M de Na2COs.

Tabela 6.7 — Anélise de Variancia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparago da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentragéio de 1,1% (m/v), preparados em acido
acéticoaq) com plastificante nos percentuais de 0, 13 e 33% (m/m) e neutralizados em
NaOH:Na;COs(aq) durante 24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel de significancia:
p <0,05.

Fonte da Variacio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito do (erro)
fator)
Conjunto Graus de Liberdade 2 15 17
(GL)

%PrAIN1124 Soma Quadriatica 1344,11 121,66 1465,77
%PrA1PIN1124 (SQ) 83
%PrA1P3IN1124 Média Quadratica 672,05 8,11 -

(MQ)

%PraiN1s24 Soma Quadratica 1371 45 1416
%PrA1PINIS24 (SQ) 228
%PrA1P3IN1524 Média Quadratica 685,5 3 -

MQ)

FZ% =3,68. FA: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido acéticonqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N1 € Nis: agente neutralizante NaOH:NaCOs(aq (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente;
24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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De acordo com a Tabela 6.8, o conjunto de filmes neutralizados contendo 0,01 M de
Na2C03 e preparados em acido citricoq) apresentou valor de Foss muito inferior (Fops = 5,81)
ao do conjunto de filmes neutralizados contendo 0,05 M de Na2COs3 (Foss = 389). Pelo fato
deste valor ter sido mais intenso que o primeiro, neste caso, considerou-se que os filmes
neutralizados contendo 0,01 M de Na2COs ¢ preparados em acido citricoag) ndo apresentou
diferenca significativa (p > 0,05). Diante disso, pode-se afirmar, que dentre os conjuntos de
filmes preparados em acido citricoq), 0 efeito da adi¢iio de plastificante nos percentuais de
porosidade dos filmes neutralizados contendo 0,05 M de Na2CO; foram, na verdade,

significativos.

Tabela 6.8 — Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparagio da Diferenca entre as Meédias dos Grupos [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentragéio de 1,1% (m/v), preparados em acido
citricoag) com plastificante nos percentuais de 0, 13 ¢ 33% (m/m) e neutralizados em
NaOH:Na;COj(aq) durante 24 h] ¢ das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel de significincia:
p <0,05.

Fonte da Varia¢io

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator
Conjunto Graus de 2 15 17
Liberdade (GL)

%Prcini124 Soma Quadritica 48,80 63 111,80
%PrcipPiN1I24 (SQ) 5,81
%Prcirinie Média Quadritica 24,40 420 -

(MQ)

%PrciNis24 Soma Quadritica 088 19 1007
%PrcipiNis2 (SQ) 389
%Prcip3Nnise Média Quadratica 494 1,27 -

MQ)

F% = 3,68. FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricogqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N11 € Nis: agente neutralizante NaOH:Na,COsqq (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente;
24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Correlacionando-se os resultados da Figura 6.2 com os das Tabelas 6.7 ¢ 6.8, pode-se
observar que a adigfio de glicerol nos filmes neutralizados com a menor concentragéo de
Na,CO;3; (FA1PiN1124, FCiPiIN1124 ¢ FAiP3N1124, FCiP3N1124) exerceu influéncia na
reducgdio dos percentuais de poros para os filmes obtidos em acido acético(aq), porém, para os

filmes preparados em écido citrico(ag), tal comportamento néo foi observado. A adigdo do
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plastificante nfio proporcionou mudangas significativas (p > 0,05) nos volumes de poros.
Contudo, a adigfio de glicerol nos filmes neutralizados com a maior concentragio de Na,CO3
(FA1P1N1524, FCiP1N1524 ¢ FAiP3N1s24, FCiP3N1524) propiciou mudangas nos resultados
para ambos os filmes preparados nos diferentes meios dispersantes utilizados nesses
experimentos (p < 0,05). Em comparacéo com os filmes neutralizados contendo 0,01 M de
Na_;COs3, os percentuais de poros foram maiores para os filmes neutralizados contendo 0,05 M
de Na;COj, obtidos em é&cido citricoaq) € menores para os filmes neutralizados nesta
concentracio de sal e preparados em acido acético(ag).

De acordo com a literatura2%-208

, a formac#io de hidroggéis fisicos de quitosana (sais de
quitosana) € dependente de fatores que atuam na modificagio do balango
hidrofébico/hidrofilico das solugdes salinas. Por sua vez, um desses fatores € a densidade de
carga, a qual estd relacionada a constante dielétrica do meio. Sabe-se que a adigiio de dlcoois a
uma mistura de solvente (agua) e acido, origina um meio dispersante com constante dielétrica
inferior a da mistura agua + acido. Uma redug@io na constante dielétrica do meio desfavorece a
geragdo de sitios catibnicos -NH3* nas cadeias de quitosana, o que diminui a densidade de
carga aparente nas cadeias do polimero, propiciando a8 formagio de uma rede polimérica
através de interagdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio entre as cadeias. Quanto maior
essas interagdes, possivelmente, menor a tendéncia de formagdo de poros no material.
Portanto, para os filmes neutralizados contendo 0,01 M de Na2COs e preparados em acido
ac€ticoaq), 0 efeito da adiciio de plastificante proporcionou o aumento nas interagdes
hidrofébicas e ligagoes de hidrogénio entre as cadeias de quitosana do hidrogel, resultando no

decréscimo do volume de poros do filme.
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Tabela 6.9 — Teste de Tukey para o Médulo da Diferenga entre as Médias [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentragéio de 1,1% (m/v), preparados em acido
acético(aq) ou acido citricoaq) com plastificante nos percentuais de 0, 13 € 33% (m/m) e
neutralizados em NaOH:Na;CO3(aq) durante 24 h].

Médulo da Diferenca Menos  Significincia
Diferenga entre Significativa
as Médias (DMS)
|% Pratpiniize - %Prainiiz4| +11 sim
|% Pra1p3N124 - %aPrAIN1124] +21 4,27 sim
|% Pratpan1124 - Y%oPra1pIN1124] +10 sim
|% Pra1piNis24 - Y% PrainNis24| +5 sim
|% Pratpsnis2s - %Prainis2| +16 2,60 sim
|% Pra1pinis2e - YoPra1PINIS24| +21 sim
| %PrcipiNt24- YaPrCINI2Y| +2 nio
|% Prcipaniize - %aPrciniizg| +4 3,07 sim
|% Prc1paniizse - Y% PrcipiNi24| +2 néo
| %Prcipinis2e - %aPrcinisz4| +7 sim
|% Prc1psnisze - %PrciNisay| +18 1,69 sim
|%Prcipsnisze - Y% PrcipiNis24| +11 sim

FA: e FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticoq) € 4cido citricogq); P1 €
P3: plastificante glicerol (13 ¢ 33% m/m, respectivamente); N11 € Nis: agente neutralizante NaOH:Na2CO3(aq) (1:0,01) €
(1:0,05) M, respectivamente; 24: periodo de imerséo (h) dos filmes no agente neutralizante.

A partir do Teste de Tukey para o mddulo da diferencga entre os valores de percentual
de porosidade dos filmes em questdio (Tabela 6.9), constatou-se que o mddulo da diferenga
entre os valores de porosidade dos filmes neutralizados preparados em éacido acético(aq) foram

maiores que DMS, assim, esses valores diferiram significativamente.

Em relagio ao mddulo da diferenga entre os valores de porosidade dos filmes
neutralizados preparados em acido citricog), para os filmes neutralizados contendo maior
concentragdo de Na2COs;, esses valores foram superiores a DMS, portanto, diferiram
significativamente. Contudo, para os filmes neutralizados contendo menor concentragdo de
Na2C0s3, 0 médulo da diferenga foi menor que DMS, exceto para o modulo da diferenga entre
%Prcipsni124 - %Prciniizal. Os valores de percentual de porosidade desses filmes ndo

diferiram significativamente.
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Pode-se concluir a partir do Teste de Tukey, que diante da igualdade entre os
percentuais de porosidade dos filmes neutralizados contendo 0,01 M de Na2COs e preparados
com &cido citricoq) que a adi¢do de plastificante glicerol ndo proporcionou correlagio entre

percentual de plastificante e percentual de poros nestas condigdes.

Analisando-se as Tabelas 6.10 ¢ 6.11, os conjuntos de filmes neutralizados com
diferentes concentragdes Na2CO3 (FA1N1124 ¢ FA1N1524), (FA1PiIN1124 ¢ FAP1N1524) ¢
(FAP3N1124 ¢ FA(P3N1524) apresentaram valores diferenciados de Foss s¢ comparados aos
conjuntos de filmes neutralizados com diferentes concentragdes de Na2C0O3 (FCiN1124 ¢
FCiN1524), (FC1P1N1:124 e FC1P1N1524), (FCiP3N1124 ¢ FCiP3N1524). Todos os valores de
Fops para cada conjunto (exceto os grupos de filmes FA1P1IN1124 ¢ FA(PiNi524) foram
maiores que o valor critico (Fas > 4,96). Portanto, os percentuais de porosidade sdo

significativamente diferentes (p < 0,05).

Tabela 6.10 - Andlise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NaOH:NazCOj3(aq) (M:M)] para Comparagio da Diferenca entre as Médias dos Grupos
[percentuais de porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentragio de 1,1% (m/v),
preparados em dcido acético(aq), com € sem plastificante, € neutralizados em NaOH:NazCO3(aq)
(1:0,01) e (1:0,05) M, respectivamente, durante 24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos.
Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variaciio

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PraiN1124 Soma Quadritica 675 36 711
%PrA1N1524 (SQ) 188
Média Quadritica 675 3,60 -
MQ)
%Prarpinti4  Soma Quadraitica 1,33 32,83 34,16
%PrA1PINIS24 (SQ) 0,40
Média Quadratica 1,33 3,28 -
MQ)
%Prapan11i4  Soma Quadraitica 261,33 97,83 359,16
%PrA1P3N1524 (SQ) 27
Média Quadritica 261,33 9,78 -
M™MQ)

Fjy = 4,96. FA;: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido acéticoqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N11 € Nis: agente neutralizante NaOH:Na2COj3(sq (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamentse;
24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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Em relagdio aos resultados de ANOVA apresentados na Tabela 6.10, verificou-se que
os valores de Fus para os conjuntos de filmes neutralizados com e sem plastificante
preparados em acido acéticoq), sofreram uma redugéio. Neste caso, o efeito da concentragéio
de Na,COj; foi reduzido com a adigéio de 33% de glicerol, o que ocasionou menor valor de

volume de poros para o filme FAP3N1524 (Figura 6.2).

Tabela 6.11 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NaOH:Na;COs3(aq) (M:M)] para Comparagio da Diferenca entre as Médias dos Grupos
[percentuais de porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentragio de 1,1% (m/v),
preparados em acido citrico(ag), com € sem plastificante, e neutralizados em NaOH:NazCO3(aq)
(1:0,01) e (1:0,05) M, respectivamente, durante 24 h] ¢ das Variagdes Intemas aos Grupos.
Nivel de significéncia: p < 0,05.

Fonte da Variagio
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PrciNi124 Soma Quadratica 48,80 12,51 61,31
%PrciNis4 (SQ) 39
Média Quadratica 48,80 1,25 -
MQ)
%PrciriNi2e Soma Quadratica 243 42,50 285,5
%PrC1PIN1IS24 (SQ) 57
Média Quadratica 243 425 -
(MQ)
%Prcipiniize  Soma Quadritica 972 27 999
%Prc1p3N1s24 (SQ) 360
Média Quadratica 972 2,70 -
(MQ)

Fiy =4,96. FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricogqy; P1 € P3; plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N11 € Nis: agente neutralizante NaOH:Na2COjs(sq) (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamentse;
24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Em contrapartida, comportamento inverso ocorreu para os conjuntos preparados em
acido citricoaq) (Tabela 6.11), ou seja, verificou-se um aumento nos valores de F 5. Para estes
conjuntos de filmes, houve um crescimento do efeito da concentragdo de Na,CO; com a
adi¢@io de glicerol. O aumento na concentragéio de glicerol propiciou redugéio das interagdes
entre o acido citrico € a quitosana, assim, um aumento da intensidade do efeito do Na,CO3

quanto a produgiio de COx(g) foi observado. O COx(g), produto das reagdes de hidrdlise do
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anion CO32(q, permitiu a diminuigio da compactacio desses filmes promovendo maior

formag@o de poros nos filmes preparados em acido citricogag).

Tabela 6.12 - Andlise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparacéio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de porosidade (%P) dos
filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em &cido acético(q) € acido
citricogag), com ¢ sem plastificante, e neutralizados em NaOH:Na,COj3(ag) (1:0,01) M durante
24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel de significéncia: p < 0,05.

Fonte da Variagédo

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PraiN1124 Soma Quadratica 4570,80 12,51 4583,31
%PrciNi24 (SQ) 3657
Média Quadraitica 4570,80 1,25 -
(MQ)
%Pra1riNi24  Soma Quadritica 2080,33 66,33 2146,66
%PrcipiN1124 (SQ) 314
Média Quadratica 2080,33 6,63 -
MQ)
%PrarpiNize Soma Quadratica 574,08 105,83 679,91
%PrC1PIN1124 (SQ) 54
Média Quadratica 574,08 10,58 -
(MQ)

Fly = 4,96. FA, ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, 4cido acéticoq € 4cido
citricoq; P1 € P3: plastificante glicerol (13 € 33% m/m, respectivamente); N11: agente neutralizante NaOH:NazCOs3(aq)
(1:0,01) M; 24: periodo de imers3o (h) dos filmes no agente neutralizante.

Os resultados apresentados nas Tabelas 6.12 € 6.13 permitiram inferir que os
conjuntos de filmes neutralizados contendo 0,01 M de Na2COs preparados em diferentes
meios dispersantes (FAIN1124 ¢ FCiN1124), (FA1P1N1124 ¢ FCiP1N1124) ¢ (FA/P3N1124 ¢
FCiP3N1124) tiveram valores diferenciados de Foss se¢ comparados aos conjuntos preparados
em concentragio de 0,05 M de Na2CO;3; (FA1N1524 € FC1N1524), (FA1P1N1524 ¢ FC{P1N1524)
¢ (FA1P3N1524 ¢ FCiP3N1524). Todos os valores de Fons para cada conjunto foram maiores
que o valor critico (Foss > 4,96). Em vista disso, os percentuais de porosidade de cada

conjunto sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Em relaciio aos resultados de ANOVA referente as Tabelas 6.12 ¢ 6.13, pode-se

afirmar que, em principio, o0 meio dispersante exerceu influéncia nos resultados de percentual
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de porosidade dos filmes. Pode-se constatar que a influéncia do meio dispersante foi diferente
para os filmes neutralizados contendo 0,01 M de carbonato de sddio. A vista disso, constatou-
se que o conjunto de filmes FAiN1124 ¢ FCiN1124 apresentou valor de F.s superior aos
demais conjuntos (FA1P1N1124 ¢ FCiP1N1124) e (FA1P3N1124 ¢ FCiP3N1124). Este maior
valor de Fops, segundo a ANOVA, correspondeu a redugdio significativa do percentual de
poros com a mudanga do meio dispersante. Por sua vez, a adi¢io de glicerol nos filmes
propiciou um decréscimo nos valores de Foss, isto €, um decréscimo do efeito do meio

dispersante na formagéo de poros foi constatado.

Tabela 6.13 - Andlise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparacéio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de porosidade (%P) dos
filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em &cido acético(g) € acido
citrico(ag), com € sem plastificante, e neutralizados em NaOH:Na,CO3(aq) (1:0,05) M durante
24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variaciio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PrA1N1524 Soma Quadraitica 1200 36 1236
%PrcinNis24 (SQ) 333
Média Quadritica 1200 3,60 -
(MQ)
%Pra1riNis24 Soma Quadritica 972 9 981
%PrcipINi5s24 (SQ) 1080
Média Quadritica 972 0,90 -
(MQ)
%Pra1piNis2e Soma Quadritica 546,75 19 565,75
%Prc1piNisH (SQ) 288
Média Quadraitica 546,75 1,90 -
(MQ)

Fly = 4,96. FA, ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticoqq € 4cido
citricoqy; P1 € Pa: plastificante glicerol (13 e 33% m/m, respectivamente); N1s: agente neutralizante NaOH:Na2CO3z(aq)
(1:0,05) M; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante,

De acordo com a Tabela 6.13, para os filmes obtidos a partir da maior concentragéio de
Na2C0s3, pdde-se verificar um comportamento inverso aos filmes neutralizados com 0,01 M
de Na2COs . a adi¢éio de plastificante propiciou aumento no efeito do meio dispersante para a

porosidade dos filmes. Exceclio foi constatada para os conjuntos de filmes FA1P3N1s524 e
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FCiP3N1524. Neste caso, a influéncia do meio dispersante para a geragdo de poros foi
reduzida, pois interagdes de outra natureza podem ter ocorrido. O maior valor referente a
variagdo nos grupos (MQ = 1,90) se comparado aos filmes preparados com a menor
concentragdo de plastificante (FAi1PiN1524 ¢ FCiP1Nis24; MQ = 0,90) confirmou essa

hipdtese.

6.1.2. Avaliacio Estatistica dos Efeitos dos Fateres Percentual de Plastificante, Agente

Neutralizante e Meio Dispersante no Grau de Intumescimento dos Filmes de Quitosana

De acordo com a Figura 6.3, verificou-se que os valores de grau de intumescimento
dos filmes neutralizados preparados em acido acéticouq (FAiIN124, FAPINu24,
FAP3N1124, FAIN1524, FA1P1N1524 ¢ FA|P3N15s24) foram diferenciados se comparados aos
filmes preparados em 4cido citricoaq) (FCiN1124, FCiPiIN1124, FCiP3sNu24, FCiNis24,
FCiP1N1524 ¢ FCP3Ni1s24). Todos os filmes preparados em acido citricoqq), fazendo uso ou

ndo do plastificante, obtiveram os maiores valores de grau de intumescimento.
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Figura 6.3 - Grau de Intumescimento (GI) em 24 h, a T = 25 °C dos Filmes de Quitosana
preparados em Acido Acéticonq) ou Acido Citricoaq, NaOH:Na;COsuq) como Agente
Neutralizante e Glicerol como Plastificante: FA; e FCi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v)
preparados, respeckvamente, em acido acéticouq) € acido citricoaq); Pi e Ps: plastificante
glicerol (13 e 33% m/m, respectivamente); N11 e Nis: agente neutralizante NaOH:Na,CO3(aq)
(1:0,01) e (1:0,05) M, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente
neutralizante.
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Tabela 6.14 - Anilise de Variancia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparacio da Diferenga entre as Médias dos Grupos [grau de intumescimento
(G dos filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em acido acéticogqg)
com plastificante nos percentuais de 0, 13 € 33% (m/m) e neutralizados em NaOH:Na,COj3(aq)
durante 24 h] e das Variagoes Internas aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variagio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 2 15 17
(GL)

GIraiNi24 Soma Quadratica 31118,77 332,83 21451,60
GIFA1PINII2A4 (SQ) 701
GIra1p3n124 Média Quadritica 15553,05 22,18 -

(MQ)

GIraiN1s24 Soma Quadritica 16880,77 927,50 17808,27
GIrarriNis24 (SQ) 136
GIra1r3nis24 Média Quadritica 8439,80 61,83 -

(MQ)

F5 = 3,68. FA:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido acéticogq); P1 € P3:. plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N1 € Nis: agente neutralizante NaOH:NazCOjsq) (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente;
24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Analisando-se o efeito da adigfio de plastificante aos filmes, de um modo geral, houve
aumento do grau de intumescimento devido ao carater hidrofilico do plastificante2%®2', Essas
observagdes sdo confirmadas a partir dos resultados d¢ ANOVA (Tabelas 6.14 € 6.15). Em
principio, verificou-se que os valores de Fas para cada conjunto de filmes preparados foram
maiores que o valor critico (Foss > 3,68). Em vista disso, pode-se afirmar que os valores de

grau de intumescimento s#o significativamente diferentes (p < 0,05).
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Tabela 6.15 - Anilise de Variancia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparacio da Diferenga entre as Médias dos Grupos [grau de intumescimento
(G dos filmes de quitosana, concentragéo de 1,1% (m/v), preparados em acido citricogq) com
plastificante nos percentuais de 0, 13 ¢ 33% (m/m) e neutralizados em NaOH:NaCOj3(ag)
durante 24 h] e das Variagdes Internas aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variacio

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 2 15 17
(GL)

GIrciNi2 Soma Quadratica 34940,77 488,83 35429,60
GlIrcipinNi2e (SQ) 641
GlIrcipsni24 Média Quadratica 17470,38 27,26 -

(MQ)

GIrcinis24 Soma Quadriatica 20790,30 369,66 21159,96
GIFrciriNis2e SQ) 422
GlIrcipsnisze Média Quadratica 10393,15 24,64 -

(MQ)

F% =3,68. FC1: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido citricogqy; P1 ¢ P plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N1 € Nis: agente neutralizante NaOH:NazCOjssq) (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente;
24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

O conjunto de filmes neutralizados contendo 0,05 M de carbonato de sodio e
preparados em acido citricoaq) (Tabela 6.15) apresentou valor de Foss superior (422 > 136) ao
conjunto de filmes neutralizados contendo 0,05 M de Na2CO; e preparados em acido
acético(aq) (Tabela 6.14). Esta observagéio esta de acordo com os resultados referentes ao grau
de intumescimento dos filmes (Figura 6.3). Os filmes neutralizados contendo 0,05 M de
carbonato de sodio e preparados em acido citricong) obtiveram valores de grau de
intumescimento superiores aos filmes neutralizados nas mesmas condigdes e preparados em
acido acético(aq). Diante disso, constatou-se que o efeito da adi¢io de glicerol foi relevante
para os conjuntos de filmes neutralizados contendo 0,05 M Na,COj; e obtidos em acido

Citricoag).
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Tabela 6.16 — Teste de Tukey para o Moddulo da Diferenga entre as Médias [grau de
intumescimento (G1) dos filmes de quitosana, concentragiio de 1,1% (m/v), preparados em
acido acético(aq) ou acido citrico(sq) com plastificante nos percentuais de 0, 13 € 33% (m/m) e
neutralizados em NaOH:Na;COj3(aq) durante 24 h].

Moddulo da Diferenga Menos Significancia
Diferenga entre Significativa
as Médias (DMS)
|GIra1PiN1124 - GIFAINII24] +38 sim
|GIra1p3N1124 - GIFAIN1124] +1 7,06 sim
|GIra1p3N1124 - GIFATPINII2Y| +63 sim
|GIFa1piNis24 - GIFaiNis24| +28 sim
|GIra1p3N1s24- GIFAINIS2Y| +73 11,78 sim
|GIra1p3nis2s - GIFA1PINIS2A| +45 sim
|GIrcipinii24 - GIFCIN1124| +6 ndo
|GIrcipsni2e - GIrciNi124| +96 7,82 sim
|GIrcipan124 - GIrcipinNiid| +93 sim
IGIrcipiNis2s - GIrciNisod| +33 sim
| GIrcipanis2s - GIrciNis2| +50 7,44 sim
|GIrcipsnisa - GIrcipiNis| +83 sim

FA: ¢ FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados, respectivamente em é4cido acéticoqq) € 4cido citricogqy; P1 €
P3: plastificante glicerol (13 € 33% m/m, respectivamente); N1 € Nis: agente neutralizante NaOH:NaCOsaq [(1:0,01)
¢ (1:0,05) M, respectivamente]; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Conforme o teste de Tukey para o modulo da diferenga entre os valores de grau de
intumescimento dos filmes (Tabela 6.16), constatou-se que o médulo da diferenga entre
valores de grau de intumescimento dos filmes neutralizados preparados em acido acéticoqag)

foram maiores que DMS, portanto, esses valores diferiram significativamente.

Analisando-se o médulo da diferenga entre os valores de grau de intumescimento dos
filmes neutralizados preparados em écido citrico(aq), para os filmes neutralizados com maior
concentragio de Na2C0s3;, esses valores foram superiores a DMS, logo, difenram
significativamente. Por outro lado, para os filmes neutralizados contendo menor concentragéo
de Na2COs, 0 mddulo da diferenga foi menor que DMS somente para os filmes FCiN1124 ¢

FCiP1N1124. Os valores de grau de intumescimento néo diferiram significativamente.
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Diante dos resultados apresentados pelo Teste de Tukey, pode-se afirmar que, devido a
ndo significincia entre os resultados de grau de intumescimento dos filmes FCiN1124 ¢
FCiP1N1124, que esses valores néio tiveram correlagiio entre concentragéio de plastificante e
grau de intumescimento nestas condigdes. Porém, ao contrario do teste de Tukey para a
diferenca entre os percentuais de porosidade dos filmes (Tabela 6.9), o aumento da
concentracio de plastificante glicerol de 13 para 33% nos filmes com menor concentragio de
Na,CO; foi significativo para a diferenga entre os valores de grau de intumescimento dos
filmes FC1P1N1124 ¢ FCP3N1124. O efeito do glicerol foi expressivo para o intumescimento

do filme com a maior concentragio de glicerol, FC{P3N1124.

Tabela 6.17 - Anélise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NaOH:Na;CO3(aq) (M:M)] para Comparagio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [grau
de intumescimento (GI) dos filmes de quitosana, concentragio de 1,1% (m/v), preparados em
acido acéticog), com ¢ sem plastificante, ¢ neutralizados em NaOH:Na,COj3(sq) (1:0,01) €
(1:0,05) M, respectivamente, durante 24 h] ¢ das Variagdes Internas aos Grupos. Nivel de
significancia: p < 0,05.

Fonte da Variacio
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
GIrainN124 Soma Quadratica 1045,33 171,33 1216,66 61
GIrainis2 (SQ)
Meédia Quadratica 1045,33 17,13 -
(MQ)
GIra1rINiI24 Soma Quadritica 320,33 451,33 771,66 7,10
GIra1pINIs24 (SQ)
Média Quadritica 320,33 45,13 -
MQ)
GIra1raNi2e Soma Quadriatica 176,34 637,66 814 2,76
GIrA1p3Nis24 (SQ)
Média Quadratica 176,34 63,76 -
(MQ)

Fjy =4,96. FA,: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido acéticonq; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N1 € Nis: agente neutralizante NaOH:NaCOs(aq (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente;
24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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Em relacdio aos resultados de ANOVA da Tabela 6.17, verificou-se que os valores de
Fops para cada conjunto de filmes preparados, exceto para o conjunto (FAP3N1124 ¢
FA1P3N1524), foram maiores que o valor critico (Fess > 4,96), logo, se pode afirmar que os
valores de grau de intumescimento de cada conjunto séo significativamente diferentes (p <
0,05). Contudo, devido a relevancia do valor de F»s para o conjunto de filmes (FA{N1124 ¢
FAiNi524), considerou-se que somente este conjunto obteve valores de grau de
intumescimento significativamente diferentes (p < 0,05). Assim, para estes grupos de filmes,

o efeito da concentraciio de Na,COj foi fundamental.

Tabela 6.18 - Andlisc de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NaOH:NazCO3(aq) (M:M)] para Comparagiio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [grau
de intumescimento (G7) dos filmes de quitosana, concentracéo de 1,1% (m/v), preparados em
acido citricogq), com e sem plastificante, € neutralizados em NaOH:Na;COs3(aq) (1:0,01) €
(1:0,05) M, respectivamente, durante 24 h] e das Variagdes Internas aos Grupos. Nivel de
significancia: p < 0,05.

Fonte da Variagiio
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
GIrcini Soma Quadritica 24300 206,66  24506,66
GIrcinis24 (SQ) 1176
Média Quadratica 24300 20,66 -
(MQ)
GIrcipiNi24 Soma Quadritica 41184,08 32483  41508,91
GIrcipinis2e (SQ) 1268
Média Quadraitica 41184,08 32,48 -
(MQ)
GIrcipan1124 Soma Quadraitica 9408 247 9655
GIrcipinNisu (SQ) 381
Média Quadratica 9408 24,70 -
(MQ)

F}y = 4,96. FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricogqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N11 € Nis: agente neutralizante NaOH:Na2CQOjz(sq) (1:0,01) € (1:0,05) M, respectivamente;
24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

De acordo com a Tabela 6.18, todos os valores de F s, para cada conjunto de filmes
preparados foram maiores que o valor critico (Foss > 4,96), logo, se pode afirmar que os

valores de grau de intumescimento de cada conjunto séo significativamente diferentes (p <
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0,05). Comparando-se esses resultados com os da Tabela 6.17, os valores de Fos para os
conjuntos de filmes preparados em acido citricowg foram superiores aos dos conjuntos
preparados com acido acéticosq). Diante disso, constatou-se que o efeito da variagdo da
concentragéio de Na,CO; nos filmes preparados em acido citricoaq) foi superior ao dos filmes

obtidos em acido acéticoag).

Analisando-se os resultados da Tabela 6.18, com a adigdo de 13% de glicerol nos
filmes, verificou-se um aumento nos valores de F,s, Ou seja, 0 aumento na concentragio de
carbonato de sddio conduziu a um acréscimo no efeito da concentragio de Na,CO3;. Em
contrapartida, para os filmes com 33% de glicerol, houve redugéo do efeito do Na,COj; para o
intumescimento dos filmes. Acredita-se que, neste caso, a maior concentracéo de glicerol

propiciou uma perturbagéo no sistema.

Tabela 6.19 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparagdo da Diferenga entre as Médias dos Grupos [grau de intumescimento (G/) dos
filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em écido acético(q) € acido
citricogg), com ¢ sem plastificante, e neutralizados em NaOH:Na,COj3(ag) (1:0,01) M durante
24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel de significéncia: p < 0,05.

Fonte da Variaciio

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
GIraiNi4 Soma Quadratica 32656 193,33 32849,33
GIrcinis (SQ) 1689
Média Quadratica 32656 19,33 -
(MQ)
GIrarriNtI4 Soma Quadriatica 1552 302 1854
GlIrciriNt2e (SQ) 51
Média Quadratica 1552 30,20 -
(MQ)

GIrarp3niie Soma Quadriatica 29800 246,33 30046,33
GlIrcipani2e (SQ) 1210
Média Quadratica 29800 24,63 -

(MQ)

Fy = 4,96. FA, ¢ FC1: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente em 4cido acéticoeq € 4cido
citricoq); P1 € Pa: plastificante glicerol (13 € 33% m/m, respectivamente); N11: agente neutralizante NaOH:Na2CO3(aq)
(1:0,01) M; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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De acordo com os resultados de ANOVA referentes as Tabelas 6.19 ¢ 6.20, todos os
valores de Foss, para cada conjunto de filmes preparados foram maiores que o valor critico
(Fobs > 4,96), portanto, se pode afirmar que os valores de grau de intumescimento de cada
conjunto sdo significativamente diferentes (p < 0,05). Os conjuntos de filmes neutralizados
com a maior concentracio de Na,COj; apresentaram, de um modo geral, valores de Fops
superiores aos conjuntos de filmes com a menor concentragio de Na,COj;. Dessa forma,
pode-se dizer que o efeito do meio dispersante para o intumescimento foi relevante para os

filmes preparados com a maior concentragéio de carbonato de sodio.

Em relagdo aos conjuntos de filmes neutralizados contendo 0,01 M de Na,COj3
(Tabela 6.19), pode-se observar que o efeito do meio dispersante foi muito significativo para
os conjuntos de filmes sem plastificante (Foss = 1689) € com 33% de plastificante (Fops =
1210). Esses resultados foram confirmados a partir da andlise do grau de intumescimento dos
filmes (Figura 6.3). Comparando-se os resultados de grau de intumescimento dos filmes
neutralizados sem plastificante (FAiN1124 ¢ FCiN1124) com os neutralizados contendo
plastificante (FA1P1N1124, FC1P1N1124 ¢ FA1P3N1124, FCiP3N1124) a adigéio de plastificante
aos filmes proporcionou aumento do grau de intumescimento para os filmes obtidos em écido
acéticoaq) € acido citricoag), porém, para este ultimo, o efeito do meio dispersante nos
conjuntos de filmes obtidos somente foi expressivo com a adi¢do de 33% de glicerol nas

solugdes filmogénicas.

Comportamento semelhante foi verificado para os conjuntos de filmes neutralizados
contendo 0,05 M de Na,CO; (Tabela 6.20): o efeito do meio dispersante foi muito
significativo para os conjuntos de filmes sem plastificante (Fops = 7735). Porém, ao contrario
dos conjuntos preparados contendo 0,01 M de Na,COj;, os conjuntos de filmes preparados
com 13% de plastificante (Foss = 2024) apresentaram o maior valor de Fop. Neste caso, o
efeito do meio dispersante teve relevancia com a adigfio de 13% de glicerol nas solugdes

filmogeénicas.

De acordo com a Figura 6.3, a adi¢io de plastificante aos filmes neutralizados
contendo a maior concentragdo de Na,CO; (FAiPiNis24, FCiPiN1s24 e¢ FAiP3Nis24,
FCiP3N1524), proporcionou aumento nos valores de intumescimento para ambos os filmes
obtidos nos diferentes meios dispersantes, pois o plastificante, nas condigdes em estudo,
contribuiu para a reduciio do efeito do meio dispersante. Esse comportamento foi confirnado
a partir da andlise da Tabela 6.20. O conjunto de filmes (FA{P3Nis24 ¢ FCiP3Ni524)
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apresentou valor de Fos muito inferior (Fos; = 124) ao do conjunto de filmes (FA{P1N1524 ¢
FCiP1N1524) onde, Fos,=2024.

Tabela 6.20 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparacgiio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [grau de intumescimento (G7) dos
filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em &cido acético(q) € acido
citricogag), com ¢ sem plastificante, e neutralizados em NaOH:Na,COj3(ag) (1:0,05) M durante
24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel de significéncia: p < 0,05.

Fonte da Variacio

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
GIraiNis4 Soma Quadraitica 91350,75 118,17 91468,92
GIrcinisz (SQ) 7735
Média Quadraitica 91350,75 11,81 -
(MQ)
GIrarrinNis24 Soma Quadritica 9594408 474,16 96418,16
GIrcipiNis (SQ) 2024
Média Quadratica 95944,08 47,41 -
(MQ)
GIra1panis2 Soma Quadritica 7905,33 638,33 8543,66
GIrcipanis2e (SQ) 124
Média Quadratica 7905,33 63,83 -
(MQ)

Fy = 4,96. FA, ¢ FC1: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente em 4cido acéticoeq) € 4cido
citricoq); P1 € Pa: plastificante glicerol (13 € 33% m/m, respectivamente); Nis: agente neutralizante NaOH:Na2CO3(aq)
(1:0,05) M; 24: periodo de imersgo (b) dos filmes no agente neutralizante,

Correlacionando-se os valores de porosidade (Figura 6.2) e grau de intumescimento
(Figura 6.3) dos filmes em estudo, verificou-se que embora os valores de porosidade para os
filmes neutralizados contendo 0,01 M de carbonato de sddio e preparados em acido citrico(ag),
tenham sido significativamente iguais (p > 0,05), um aumento no grau de intumescimento
desses filmes foi constatado. Para os filmes neutralizados contendo 0,05 M de carbonato de
sodio, o aumento significativo (p < 0,05) na quantidade de poros propiciou a um aumento no
intumescimento dos filmes, o que foi esperado. Neste caso, 0 aumento na concentragio de
glicerol promoveu redugiio das interagbes entre esse acido e a quitosana, assim, a
neutralizagéo do filme com uma maior quantidade de Na,CO; produziu maior concentragéo

de COqy através da hidrdlise do ion carbonato. Como resultado, houve maior redugio na
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compactagdo desses filmes o que proporcionou o aumento na quantidade de poros (Figura 6.2)

¢ iIntumescimento.

Segundo Chen e colaboradores?!!, a utilizagio de 4acidos carboxilicos com mais de um
grupo funcional carboxilico na molécula (di-, tri-) com percentuais de porosidade iguais (p >
0,05) para a preparagdo de membranas porosas de quitosana promove diferengas nos valores
de gran de intumescimento (capacidade de retengdo de agua) Verifica-se que ha outros
fatores, além do preenchimento dos poros, que podem proporcionar o intumescimento das
membranas. Neste estudo, a retencdo de agua pelos filmes ndo foi decorrente do
preenchimento dos poros, mas foi devido a capacidade de interagdo das moléculas de agua
com a membrana. Em vista disso, membranas porosas de quitosana preparadas com acido
dicarboxilico formam estruturas reticuladas resultantes da interagdo entre os grupos
carboxilicos do acido e grupos amino da quitosana. Essas estruturas proporcionam espaco
para a ligagio das moléculas de 4gua ao material, conduzindo, assim, a retengéio de agua pela
membrana. Além disso, tanto os grupos carboxilico e hidroxila sdo grupos fiumicionais
hidrofilicos, 0 que pode aumentar a capacidade de interacdo da agua com as membranas de

quitosana.

6.2. FILMES DE QUITOSANA PREPARADOS EM ACIDO ACETICO@q) OU ACIDO
CITRICOay), Na2CO3q) COMO AGENTE NEUTRALIZANTE E GLICEROL COMO
PLASTIFICANTE

Neste estudo foram preparados filmes de quitosana com e sem plastificante glicerol
fazendo uso de 4cido acéticoqaq) ou acido citricoaq) como meio dispersante. A fim empregar
um meio de neutralizagdo compativel com o pH da pele, testou-se, como agente neutralizante,
uma solugéo aquosa de Na>CQs (pH ajustado para 5,7) de modo a avaliar a porosidade e grau
de intumescimento. Adicionalmente, o percentual de solubilizagdo dos filmes obtidos tanto

em meio acido quanto em meio alcalino, foi realizado.
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6.2.1. Avaliacie Estatistica dos Efeitos dos Fateres Percentual de Plastificante, Agente

Neutralizante e Meio Dispersante no Percentual de Porosidade des Filmes de Quitosana

I meio dispersante acido acético(aq)
meio dispersante acido citrico(aq)

Percentuai de Porosidade (% P)
8
1

Figura 6.4 - Percentual de Porosidade (%4P) em 4 h a T = 25 °C dos Filmes de Quitosana
preparados em Acido Acéticouq) ou Acido Citricogq), Na;COsaq) como Agente Neutralizante
e Glicerol como Plastificante: FA; ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados,
respectivamente, em acido acéticoq) € acido citricong); P1 e Ps: plastificante glicerol (13 e
33% m/m, respectivamente); Ni e Ns: agente neutralizante Na;COsaq) (0,01 € 0,05 M com pH
ajustado a 5,7 com acido citrico(aq), respectivamente); 24: periodo de imerséo (h) dos filmes
no agente neutralizante.

A partir da analise visual e tatil, os filmes de quitosana neutralizados e ndo
plastificados preparados em acido acéticoqq) apresentaram-se com coloragdo levemente
amarelada e sem caracteristicas adesivas. Na comparagido com os filmes plastificados, os

ultimos mostraram-se com coloragdo amarelada e sem caracteristicas adesivas.

Os filmes neutralizados e ndo plastificados preparados em 4cido citricoqag),
apresentaram-se com coloragdo amarelada, opacos, e ligeiramente adesivos. Na comparagio
com os filmes plastificados, mostraram-se com coloragdo amarelada, menos opacos e
ligeiramente adesivos. Essas caracteristicas foram observadas para ambos os filmes
preparados com 13 e 33% de glicerol independente do meio dispersante utilizado na

elaboragéo dos filmes.
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Conforme se pode observar na Figura 6.4, os filmes neutralizados preparados em acido
acéticoag (FAIN124, FAPiNi24, FAP3Ni24 e FAINs24, FAPiNs24, FA[P3Ns24)
apresentaram valores diferenciados de percentual de poros se comparados aos filmes
preparados em écido citricoag) (FCiN124, FCP1N124, FC/P3N124 ¢ FCiNs24, FCiP1Ns24,
FC1P3Ns24). Os percentuais de poros foram maiores para os filmes neutralizados obtidos em

acido citricoag).

Tabela 6.21 - Analise de Variancia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparagio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentracéio de 1,1% (m/v), preparados em écido
acéticoaq) com plastificante nos percentuais de 0, 13 ¢ 33% (m/m) e neutralizados em
NaCOj3(aq) com pH ajustado a 5,7 com acido citrico(aq), durante 24 h] e das Variagdes Internas
aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variacio

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 2 1§ 17
(GL)

%PrAIN124 Soma Quadritica 3171,03 50,27 3221,3
%PrA1PINI24 (SQ) 473
%Pra1p3n124 Média Quadritica 1585,52 3,35 -

MQ)

% PraiNs24 Soma Quadraitica 1606,36 33,68 1640,04
% PrA1PIN524 (SQ) 358
%Pra1pins2e Média Quadratica 803,18 2,24 -

(MQ)

F% =3,68. FA: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido acéticonq; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N1 € Ns: agente neutralizante Na2COs(aq) (0,01 € 0,05 M com pH ajustado a 5,7 com 4cido
citricogq), respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Analisando-se as Tabelas 6.21 ¢ 6.22, verificou-se que todos os valores de F o5 para
cada conjunto de filmes preparados foram maiores que o valor critico (Foss > 3,68). Diante
disso, os percentuais de porosidade de cada conjunto sdo significativamente diferentes (p <
0,05).

Comparando-se os valores de Fus dos conjuntos de filmes preparados com acido
acéticoaq) (Tabela 6.21) com os dos conjuntos preparados com acido citricoq) (Tabela 6.22),

observou-se que, para o primeiro, os valores de F; foram inferiores ao segundo, logo, o
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efeito da concentracdo de plastificante para a formagéo de poros foi maior para os filmes

preparados a partir de dcido citrico(ag).

Tabela 6.22 - Analise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparago da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentracéio de 1,1% (m/v), preparados em acido
citricoag) com plastificante nos percentuais de 0, 13 e 33% (m/m) e neutralizados em
NaCOj3(aq) com pH ajustado a 5,7 com acido citrico(aq), durante 24 h] e das Variagdes Internas
aos Grupos. Nivel de significdncia: p < 0,05.

Fonte da Variacio
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 2 15 17
(GL)

%PrcinNi2e Soma Quadritica 6346,64 55,58 6402,22
%PrcipiNI24 (SQ) 858
%Prcipan1i2e Média Quadratica 3173,32 3,70 -

(MQ)

%Prcins24 Soma Quadratica 8111,34 55,58 8166,92
%PrcipiNs24 (SQ) 1096
%Prcipans2e Média Quadratica 4055,67 3,70 -

MQ)

F% =3,68. FC1: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricosq; P1 ¢ P plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N1 € Ns: agente neutralizante Na2COs(aq (0,01 € 0,05 M com pH ajustado a 5,7 com 4cido
citricogq), respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Em relagiio ao efeito da adi¢iio de plastificante nos filmes de quitosana (Figura 6.4),
para os filmes neutralizados com 0,01 M de Na,CO; (FANi24, FAP1Ni24, FA|P3Ni24 ¢
FCiN124, FCP1N124, FCiP3N24), independente do meio de dispersio empregado para
elaboragdio dos filmes, a adigéio de glicerol propiciou mudangas nos resultados de percentuais
de poros. Uma redugéio nos percentuais de poros foi observada. Contudo, tal comportamento
ndo foi observado para os filmes neutralizados com 0,05 M de Na,CO; (FAiNs24,
FAPiNs24, FAP3Ns24 ¢ FCiNs24, FCP1Ns24, FC1P3Ns24). Verificou-se que os filmes
neutralizados com a maior concentracéio de carbonato de sddio apresentaram resultados de

percentuais de porosidade conflitantes.

Comparando-se o efeito da adigio de glicerol nos filmes fazendo uso dos diferentes

agentes neutralizantes (NaOH:NaxCOs3(aq), pH 9,0 € NazCOjz(aq, pH 5,7), para os filmes
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neutralizados com 0,01 M de NaOH:Na,COsaq), pH 9,0 ¢ preparados em acido acético(ag),
(Tabela 6.7), o acréscimo da concentragio de plastificante propiciou uma redugio
significativa (Foss = 83) dos percentuais de poros. No entanto, para os filmes neutralizados
com 0,01 M de NaOH:Na;COj3(aq, pH 9,0 € obtidos em acido citricoq) (Tabela 6.8), os
valores de percentuais de poros foram menores que os dos filmes preparados em acido
acéticoaq. Constatou-se um pequeno aumento ndo significativo (Foss = 5,81) desses
percentuais de poros com o acréscimo de glicerol. Para os filmes neutralizados com 0,01 M
de Na;COjz(aq), pH 5,7 ¢ preparados em écido acéticoaq) (Tabela 6.21), foi observado uma
reducio mais significativa (Foss = 473) do volume de poros com aumento da quantidade de
glicerol. Porém, utilizando-se o éacido citrico@g) como meio dispersante (Tabela 6.22), os
valores de percentuais de poros foram maiores que os dos filmes preparados em acido
acéticoaq). O aumento da concentragio de plastificante exerceu influéncia para uma redugéo

(Fobs = 858) nos percentuais de poros.
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Tabela 6.23 - Teste de Tukey para o Mddulo da Diferenga entre as Médias [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentracéio de 1,1% (m/v), preparados em écido
acéticoaq) ou acido citricoaq) com plastificante nos percentuais de 0, 13 € 33% (m/m) e
neutralizados em Na,COj3(aq) com pH ajustado a 5,7 com acido citrico(aq), durante 24 h].

Moédulo da Diferenga Menos Significancia
Diferencga entre Significativa
as Médias (DMS)
|%Pratpinizs - %Praini| +20 sim
|% Pra1p3ni2e - Y%oPraIN24| +32 2,74 sim
|% Pratpsnize - YoPratpinig| +12 sim
|%aPratpinss - YoPrainsy| +21 sim
|% Pratp3ns - Y%oPrainsy| +3 2,24 sim
|% Pra1p3ns2s - YoPratpinso4| +19 sim
|%Prcipiniz - Y%Prcins| +5 sim
|%Prcipsns2 - Y%oPrcins| 142 2,88 sim
|% Prcipans2s - %oPrcipini| +37 sim
|% Prcipins2 - %Prcinsy| +51 sim
|% Prcipsns2 - %Prcins| +17 2,88 sim
|% Prcipans - YoPrcipinss| +34 sim

FA, ¢ FCi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente em 4cido acético € 4cido citricoggy; P1 € Pa:
plastificante glicerol (13 € 33% m/m, respectivamente); N € Ns: agente neutralizante Na,CQs(q) (0,01 € 0,05 M com
pH ajustado a 5,7 com 4cido citricoaq, respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente
neutralizante.

Analisando-se o teste de Tukey para o mdédulo da diferenga entre os valores de
percentual de porosidade dos filmes (Tabela 6.23), constatou-se que o mddulo da diferenga
entre valores de percentual de porosidade dos filmes neutralizados com NaCOjz(aq) (0,01 €
0,05 M) preparados em acido acético(aq) ou acido citricoaq) foram maiores que DMS, portanto,

esses valores diferiram significativamente.

Diante dos resultados apresentados pelo Teste de Tukey, pode-se afirmar que, devido a
significdncia entre os percentuais de porosidade para ambos os filmes preparados nos
diferentes meios dispersantes, conclui-se que houve correlagdo entre concentragio de

plastificante e percentual de poros nestas condigdes.
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Tabela 6.24 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NazCOj3(aq) (M)] para Comparagéo da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentragéio de 1,1% (m/v), preparados em acido
acético(ag), com e sem plastificante, e neutralizados em Na,COjz(aq) (0,01 € 0,05 M) com pH
ajustado a 5,7 com acido citrico(ag), durante 24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel
de significancia: p <0,05.

Fonte da Variacéio
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%Pra1N124 Soma Quadratica 2508,52 17,70 2526,22
%PrAIN524 SQ) 1417
Média Quadratica 2508,52 1,77 -
(MQ)
%Pratpiniz¢  Soma Quadraitica 444 08 20,30 464,38
%PFrA1PINS24 (SQ) 219
Média Quadratica 444,08 2,03 -
(MQ)
%PrA1P3IN124 Soma Quadratica 85,86 45,94 131,80
%PrA1PINS24 (SQ) 19
Média Quadritica 85,86 4,59 -
MQ)

Fiy = 4,96. FA:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido acéticouq; P1 € P plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N € Ns: agente neutralizante Na2COjs(aq) (0,01 € 0,05 M compH ajustado a 5,7 com 4cido
citrico(sq), respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

A partir da andlise das Tabelas 6.24 ¢ 6.25, os grupos de filmes neutralizados com
Na>CO3(aq), pH ajustado a 5,7 com acido citrico ¢ preparados em diferentes concentragdes
(FA1N124 ¢ FA|Ns24), (FA(P1N124 ¢ FA1P1N524) ¢ (FA1P3N124 ¢ FA1P3Ns24) apresentaram
valores diferenciados de Foss s¢ comparados aos conjuntos de filmes neutralizados contendo
diferentes concentragdes de Na2COsaq) (FCiN124 ¢ FCiNs24), (FC1P1N124 ¢ FCiP1Ns24),
(FC1P3N124 ¢ FC1P3N524). Todos os valores de Foss para cada conjunto foram maiores que o
valor critico (Foss > 4,96). Dessa forma, os percentuais de porosidade de cada conjunto sdo

significativamente diferentes (p < 0,05).

Em relagéio aos resultados de ANOVA apresentados (Tabelas 6.24 ¢ 6.25), para ambos
os conjuntos de filmes obtidos em acido acéticoaq) ou acido citricoaq), 0 efeito do agente
neutralizante foi fundamental para o volume de poros. A adigiio de glicerol nos conjuntos de

filmes neutralizados e preparados em acido acéticog) fez com que o efeito do agente
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neutralizante nos conjuntos tivesse uma redugéo, isto €, redugio do efeito do carbonato de
sodio, o que foi verificado nos valores de Fos. Neste caso, houve predominancia gradual do
efeito do plastificante em relagiio ao do neutralizante. Uma vez que este contém acido citrico
na composi¢do, o aumento na concentragio de glicerol proporcionou diminui¢iio das
interagdes entre o acido citrico € a quitosana, sendo assim, o efeito do COzg) (produto das
reagdes de hidrolise do dnion CO3%(a) para a diminui¢io da compactagio dos filmes, foi
reduzido. Face ao exposto, foi constatado volume de poros maiores para os filmes

neutralizados com plastificante (Figura 6.4).

De acordo com a Tabela 6.25 ¢ os resultados de percentual de porosidade apresentados
na Figura 6.4, o efeito do Na2CO3 com relagiio a geracéio de poros nos filmes neutralizados
sem plastificante (FCiNi124 ¢ FCiNs24) foi positiva (predominante), pois o aumento da
concentragéio de carbonato de sddio na composi¢io do agente neutralizante promoveu maior
formag@o de poros. Para os filmes com 33% de glicerol (FCiP3N124 ¢ FCP3N524), observou-
se uma reducdo da contribuicéio do plastificante para a formagéo de poros. Nesta situagdo, o
efeito do carbonato de sodio foi superior para a descompactacéo das cadeias de quitosana do
filme. Houve aumento na quantidade de poros para os filmes neutralizados com a maior

concentragido de Na2COs.
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Tabela 6.25 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NazCOj3(aq) (M)] para Comparagéo da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de
porosidade (%P) dos filmes de quitosana, concentragéio de 1,1% (m/v), preparados em acido
citricoaq), com e sem plastificante, e neutralizados em Na,COj3(aq) (0,01 € 0,05 M) com pH
ajustado a 5,7 com acido citricogaq), durante 24 h] e das Variagdes Internas aos Grupos. Nivel
de significancia: p <0,05.

Fonte da Variacéio
Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PrcinNi24 Soma Quadratica 70,08 8,14 78,22
%PrCiNs24 (SQ) 86
Meédia Quadratica 70,08 0,81 -
(MQ)

%PrcipiNi2s Soma Quadratica 5100,56 26,78 5127,34
%PrC1PINS24 (SQ) 1910
Média Quadriaitica 5100,56 2,67 -

(MQ)
%PrcipiNize Soma Quadratica 2706 76,23 2782,23
%Prcip3ns24 (SQ) 355
Média Quadritica 2706 7,62 -
MQ)

Fy = 4,96. FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricosq; P1 ¢ Pa: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N € Ns: agente neutralizante NazCOs(aq) (0,01 € 0,05 M compH ajustado a 5,7 com 4cido
citricogq), respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Comparando-se os resultados referentes ao efeito da adigéio de plastificante na atuagio
do agente neutralizante Na2CO3(aq), pH ajustado a 5,7 com écido citrico (Tabelas 6.24 ¢ 6.25)
com o efeito da adigfio de glicerol aos filmes neutralizados em NaOH:Na,CO3(aq), pH 9,0
(Tabelas 6.10 e 6.11), pode-se ver que fazendo uso, como meio dispersante, de acido
acéticoaq), para ambos filmes neutralizados nos diferentes agentes neutralizantes, houve
reducio do efeito do agente neutralizante com a adigiio de plastificante. Para os filmes
preparados em acido citrico(aq), nos diferentes agentes neutralizantes, foi observado aumento
do efeito da concentragio de carbonato de s6dio com relagio ao percentual de poros
formados. Comportamento semelhante foi observado para os conjuntos de filmes das Tabelas
6.24 ¢ 6.25.
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Tabela 6.26 - Anilisc de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparagéio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de porosidade (%P) dos
filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em éacido acético(aq) € acido
citrico(aq), com € sem plastificante, € neutralizados em Na;COjz(aq) (0,01 M) com pH ajustado a
5,7 com &cido citricoaq), durante 24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel de
significancia: p < 0,05.

Fonte da Variagio
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PFAIN124 Soma Quadratica 308,05 13,84 321,89
%PrciN24 (SQ) 223
Média Quadratica 308,05 1,38 -
(MQ)
%Pratpini2a Soma Quadritica 1912,68 26,54 1939,22
%PrcipiNi24 (SQ) 722
Média Quadratica 1912,68 2,65 -
(MQ)
%Praipan124 Soma Quadratica 0,16 65,46 65,62
%PrcieNi24 (SQ) 0,024
Média Quadratica 0,16 6,54 -
(MQ)

F}y = 4,96. FA, ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticogq ¢ 4cido
citricoq; P1 € Pa: plastificante glicerol (13 e 33% m/m, respectivamente); N1: agente neutralizante Na,COsq (0,01
M) com pH ajustado a 5,7 com é4cido citricoeqy; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Os resultados apresentados nas Tabelas 6.26 ¢ 6.27 demonstraram que os conjuntos de
filmes neutralizados com 0,01 M de Na>COs preparados em diferentes meios dispersantes
(FAIN1124 ¢ FCiN1124), (FA(PiN1124 ¢ FCiPiN1124) e (FA1P3N1124 € FCiP3N1124) tiveram
valores diferenciados de F,ss se comparados aos conjuntos de filmes neutralizados contendo
0,05 M de Na;CO3 (FA1N1524 ¢ FCNi524), (FA(PiN1524 ¢ FCP1N1524) ¢ (FA1P3N1524 ¢
FCiP3Nis24). Todos os valores de Fas para cada conjunto (exceto para o conjunto
FA1P3N1124 ¢ FC{P3N1124) foram maiores que o valor critico (Foss > 4,96). Em vista disso, os

percentuais de porosidade séio significativamente diferentes (p < 0,05).

Em relagio aos resultados de ANOVA referente as Tabelas 6.26 € 6.27, pode-se inferir
que o meio dispersante exerceu influéncia no volume de poros originados nos filmes. Os
conjuntos de filmes neutralizados com a menor concentragio de Na2CQO3 apresentaram valores

de Fops inferiores ao dos conjuntos de filmes neutralizados com a maior concentragdo de
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Na2CO0s. Neste caso, a neutralizagio dos filmes em uma concentragio maior de carbonato de
sédio foi relevante na contribuigdio para o aumento do percentual de poros utilizando-se dcido
citrico(aq) no lugar de acido acéticoq). Para os conjuntos de filmes neutralizados com 0,01 M
de Na2CO;3, a adigiio de 13% de plastificante propiciou acréscimo no valor de F s de 223 para
722, isto €, um aumento no efeito do meio dispersante para a formagiio de poros foi
constatado. Segundo os resultados estatisticos, a adi¢iio de plastificante nos filmes preparados
em acido acético(aq) ou acido citricoq) contribuiu para redugéio significativa do percentual de

poros (Figura 6.4) dos filmes.

Para os conjuntos de filmes neutralizados com 0,05 M de Na2COs, a adi¢do de
plastificante proporcionou diminui¢io dos valores de Foass (4814 < 1160 < 328), ou seja,
observou-se, uma redugéio no efeito do meio dispersante com o aumento da quantidade de

glicerol nos filmes.

Tabela 6.27 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparacéio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [percentuais de porosidade (%6P) dos
filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em &cido acético(g) € acido
citricoag), com € sem plastificante, € neutralizados em NaCOj3(aq) (0,05 M) com pH ajustado a
5,7 com &cido citrico(aq), durante 24 h] e das Variagdes Intermas aos Grupos. Nivel de
significancia: p < 0,05.

Fonte da Variaciio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%PraiNs24 Soma Quadratica 5777,24 12 5789,24
%Prcins24 (SQ) 4814
Média Quadritica 5777,24 1,2 -
(MQ)

%Prarrins2e Soma Quadritica 2377,26 20,56 2397,82
%PrcipiNs24 (SQ) 1160
Meédia Quadritica 2377,26 2,05 -

(MQ)
%Prairans2e  Soma Quadritica 1862,52 56,70 1919,22
%Prc1pinNs24 (SQ) 328
Meédia Quadritica 1862,52 5,67 -
(MQ)

Fy = 4,96. FA, ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticonq ¢ 4cido
citricouqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢ 33% m/m, respectivamente); Ns. agente neutralizante Na,COs(q (0,05
M) com pH ajustado a 5,7 com 4cido citricoegy; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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Comparando-se os resultados referentes ao efeito da adigéio de glicerol na atuagéio do
meio dispersante acido acéticoaq) € acido citricoag), para os filmes neutralizados em
Na2COs(ag), pH ajustado a 5,7 com acido citrico (Tabelas 6.26 € 6.27) com o efeito da adigéo
de glicerol aos filmes neutralizados em NaOH:Na,CO3(ag), pH 9,0 (Tabelas 6.12 ¢ 6.13), pode-
se constatar que, para os filmes neutralizados em Na>COj3(aq), pH dcido, a adigéio de glicerol
ocasionou modificagio no comportamento do meio dispersante durante a preparacdo dos
filmes: Para os filmes neutralizados com 0,01 M de carbonato de sodio, foi observado um
aumento do efeito do meio dispersante com a adigio de glicerol e, para os filmes
neutralizados com 0,05 M de carbonato de sddio, uma redugéo nesse efeito foi constatada. Por
outro lado, para os filmes neutralizados em NaOH:Na>COs(aq), pH bésico, a adi¢éio de glicerol
aos filmes neutralizados contendo 0,01 M de Na>CO3 proporcionou redugéo do efeito do meio

dispersante.

6.2.2. Avaliagiio Estatistica dos Efeitos dos Fatores Percentual de Plastificante, Agente

Neutralizante e Meio Dispersante no Grau de Intumescimento dos Filmes de Quitosana

De acordo com a Tabela 6.28, todos os filmes preparados em acido acético(aq), fazendo

uso ou ndo do plastificante ndo apresentaram dissolug#o.

Comparando-se os resultados de grau de intumescimento dos filmes neutralizados sem
plastificante com os neutralizados contendo plastificante preparados em acido acéticogaq), a
adicdio de plastificante aos filmes neutralizados contendo a menor concentragio de agente
neutralizante, proporcionou maior aumento dos valores de grau de intumescimento. Nos
filmes com maior concentragio de agente neutralizante, por conter acido citrico na sua
composicdo, o efeito da presenga de dcido citrico ocasionou dissolugéo parcial dos filmes, o

que resultou no menor valor do grau de intumescimento para os filmes FA1P3N524.
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Tabela 6.28 - Grau de Intumnescimento (GI) em 24 h, a T = 25 °C dos Filmes de Quitosana
obtidos em Acido Acéticoaq) ou Acido Citricoag), Na2COj3(aq) como Agente Neutralizante ¢
Glicerol como Plastificante.

Cdédigo das amostras de filme Grau de Intumescimento (G 1)

FAiNi124 210+ 30
FA1Pi1N124 239 + 36
FA1P3N124 442 + 36

FAiNs24 220+ 15
FA1PiNs24 294 + 21
FA1P3Ns24 254 + 10

FCiN124 dissolveu-se
FCi1PiN124 dissolveu-se
FC1P3N124 dissolveu-se

FCiNs24 dissolveu-se
FC1P1Ns24 135+5
FC1P3Ns24 143+ 10

FA; ¢ FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticogq) € 4cido citricocqy; P1 €
P3: plastificante glicerol (13 e 33% m/m, respectivamente); N ¢ Ns: agente neutralizante Na,COjz(.q (0,01 ¢ 0,05 M
com pH ajustado a 5,7 com 4cido citrico(,q, respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente
neutralizante.

Comparando-se os resultados obtidos de grau de inturmnescimento para os filmes
preparados com meio dispersante acido citrico(aq), observou-se a dissolugéio de alguns deles
(FCiN124, FC1P1N124, FCiP3Ni24 ¢ FCiNs24) em especial aqueles com menor concentragio
de agente de porosidade. O aumento na quantidade de agente de porosidade, que também tem
fungdio neutralizante, auxiliou na manutengio da integridade dos filmes neutralizados com
0,05 M de NazCOj3(aq). Porém, o grau de intumescimento destes filmes foi inferior aos dos
filmes neutralizados com maior concentragio de NayCOsaq) € preparados com acido

acético(ag). Provavelmente houve perda de massa durante o teste.
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Tabela 6.29 - Analise de Variancia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparacéio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [grau de intumescimento
(G)) dos filmes de quitosana, concentragio de 1,1% (m/v), preparados em éacido acético(aq)
com plastificante nos percentuais de 0, 13 € 33% (m/m) ¢ neutralizados em Na;CO3(aq) cOm
pH ajustado a 5,7 com 4cido citricog), durante 24 h] ¢ das Variagées Intemas aos Grupos.
Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variacéio
Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 2 15 17
(GL)

GIrAiNI4 Soma Quadritica 187250,70 9891,50 197142,20
GlIrarrini (SQ) 142
GIrap3niz Média Quadratica 93625,38 659,43 -

(MQ)

GIrainsu Soma Quadritica 15783,44  2002,83 17786,27
GIra1piNs24 (SQ) 59
GIrAp3ns24 Meédia Quadratica 7891,72 133,52 -

(MQ)

Ff5 = 3,68. FA:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido acéticogqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N1 eNs: agente neutralizante Na,COa(aq) (0,01 € 0,05 M com pH ajustado a 5,7 com 4cido
citricoq.q), respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Analisando-se a Tabela 6.29, verificou-se que todos os valores de Fas para cada
conjunto de filmes preparados foram maiores que o valor critico (Foss > 3,68). Diante disso,
os valores de grau de intumescimento de cada conjunto sdo significativamente diferentes (p <
0,05).

Para o conjunto de filmes neutralizados com 0,01 M de Na,CO; (FA1Ni24,
FAP1N124, FAP3Ni24), a adigéio de glicerol promoveu mudangas no grau de inchamento
nos filmes. O valor de F s foi superior (142 > 59) ao do conjunto de filmes neutralizados com
0,05 M de Na,COj3 (FA1Ns24, FAP1Ns524, FA1P3Ns24), o que esta de acordo com o resultado
referente ao maior aumento observado para os valores de grau de intumescimento dos filmes
neutralizados com 0,01 M de Na,CO; (Tabela 6.28).

Comparando-se os resultados do efeito da adigdio de glicerol nos filmes neutralizados
em Na>COj3(aq), pH ajustado a 5,7 com acido citrico (Tabela 6.29) com o efeito da adi¢do de
glicerol aos filmes neutralizados em NaOH:Na,CO3(aq), pH 9,0 (Tabelas 6.14), pode-se dizer

que, para os filmes preparados em acido acético(aq), fazendo uso de pH 5,7 no lugar de pH 9,0,
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o efeito da adi¢do de glicerol no inturescimento dos filmes foi reduzido. Neste caso, os
valores de Fos foram maiores (mais significativos) quanto ao aumento do grau de

inturnescimento, para os filmes neutralizados em pH basico.

Tabela 6.30 - Analise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparacéio da Diferenga entre as Médias dos Grupos [grau de intumescimento
(GD) dos filmes de quitosana, concentragdio de 1,1% (m/v), preparados em acido citrico(ag) com
plastificante nos percentuais de 13 e 33% (m/m) e neutralizados em NazCO3(aq) com pH
ajustado a 5,7 com 4cido citricoq), durante 24 h] e das Variagdes Intemas aos Grupos. Nivel
de significincia: p <0,05.

Fonte da Variagédo

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
GIFrcipins24 Soma Quadritica 225,33 320,33 545,66
GlIrcipans24 (SQ) 7,03
Média Quadratica 225,33 32,03 -
MQ)

Fy = 4,96. FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricosq; P1 ¢ P plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); Ns. agente neutralizante Na,COs(zq (0,05 M) compH ajustado a 5,7 com 4cido citricogq);
24: periodo de imersdo (b) dos filmes no agente neutralizante.

De acordo com resultados de ANOVA (Tabela 6.30), o valor de Fo para o conjunto
de filmes (FCiP1Ns524 e FC1P3Ns24) foi maior que o valor critico (Foss > 4,96). Dessa forma,
o grau de intumescimento dos filmes € significativamente diferente (p < 0,05). Contudo,
diante da ndo relevancia do resultado, pode-se afirmar que os valores de grau de
inturnescimento dos filmes neutralizados contendo plastificante ¢ preparados em acido
citricoag) ndo sfo estatisticamente diferentes, isto €, sdo iguais (p > 0,05). Este resultado

confirma a observagéo referente a perda de massa dos filmes durante o teste.
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Tabela 6.31 - Teste de Tukey para o Mddulo da Diferenga entre as Médias [grau de
intumescimento (GZ) dos filmes de quitosana, concentragéio de 1,1% (m/v), preparados em
acido acéticoaq) com plastificante nos percentuais de 0, 13 € 33% (m/m) e neutralizados em
Na;CO3(aq) com pH ajustado a 5,7 com acido citrico(aq), durante 24 h].

Moédulo da Diferenga Menos Significancia
Diferenga entre Significativa
as Médias (DMS)
|GIratpiniz4 - GIFaini2g| +29 ndo
|GIratpsni2s - GIFaint2g| +232 38,47 sim
|GIra1p3n124- GIFATPINI24| +203 sim
|GIratpins24- GIFAINs24| +74 sim
|GIFaipsns24- GIFaiNs24] +34 17,31 sim
|GIratpsns24- GIratpins24l +40 sim

FA:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido acéticowqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 e 33% m/m,
respectivamente); Ni ¢ Ns: agente neutralizante Na2COj(aq) (0,01 € 0,05 M com pH ajustado a 5,7 com 4cido citricoqaq),
respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante,

Em relagéio ao teste de Tukey para o modulo da diferenca entre os valores de grau de
intumescimento dos filmes (Tabela 6.31), constatou-se que o médulo da diferenca entre o
grau de intumescimento dos filmes neutralizados com Na,COjz(ag) (0,01 € 0,05 M) preparados
em acido acéticomg) foram maiores que DMS, sendo assim, esses valores difeniram
significativamente. Entretanto, para o conjunto de filmes (FA1N124 ¢ FA1P1N124), 0 médulo
da diferenga foi menor que DMS, portanto, o grau de intumescimento dos filmes néo diferiu

significativamente.
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Tabela 6.32 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [agente neutralizante,
NazCO3(aq) (M)] para Comparagiio da Diferenga entre as Médias dos Grupos [grau de
intumescimento (G/) dos filmes de quitosana, concentragio de 1,1% (m/v), preparados em
acido acético(aq), com e sem plastificante, € neutralizados em NaCO3(aq) (0,01 € 0,05 M) com
pH ajustado a 5,7 com écido citricog), durante 24 h] ¢ das Variagées Intemas aos Grupos.
Nivel de significancia: p <0,05.

Fonte da Variacio

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
GIraiN124 Soma Quadratica 408,33 2933,30  3341,63
GIFaINs24 (SQ) 1,40
Média Quadratica 408,33 293,33 -
(MQ)
GIrArrPiINIA4 Soma Quadratica 9185,33 5138,33  14323,66
GIra1rinNs24 (SQ) 18
Média Quadratica 9185,33 513,83 -
(MQ)
GIFA1p3NI24 Soma Quadriatica 10083,30 3822,66 13905,96
GIra1r3ns24 (SQ) 26
Média Quadratica 10083,30 382,26 -
MQ)

Fiy = 4,96. FA: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido acéticogq); P1 € P plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); N1 ¢Ns: agente neutralizante Na,COs(aq) (0,01 € 0,05 M compH ajustado a 5,7 com 4cido
citricoq.q), respectivamente); 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

A partir da analisc da Tabela 6.32, observou-se que todos os valores de F 5 para cada
conjunto de filmes preparados, a excegéo do conjunto de filmes (FA1Ni124 ¢ FA1Ns24), foram
maiores que o valor critico (Foss > 4,96). Assim, os valores de grau de intumescimento de

cada conjunto sdo significativamente diferentes (p <0,05).

Com base nos resultados acima, pode-se verificar que fazendo uso de acido acético(ag)
como meio dispersante, houve um acréscimo no efeito do agente neutralizante para o
intumescimento dos filmes. Nessa situa¢iio, o aumento do efeito do acido citrico, um dos
componentes do agente neutralizante, foi constatado. Adicionalmente, pode-se observar a
contribui¢io do plastificante para o aumento do efeito do neutralizante. Esses resultados véo

ao encontro dos dados discutidos da Tabela 6.28.

Comparando-se os resultados referentes a contribuicéio do plastificante no aumento do

efeito do agente de neutralizagéio para os filmes neutralizados em Na2COs(aq) pH ajustado a 5,7



108

com dacido citrico (Tabela 6.32) e em NaOH:Na,COj3(aq), pH 9,0 (Tabela 6.17), observou -se
que, os grupos (conjunto) de filmes neutralizados em NaCOjzq), pH 5,7 (FAINi24 ¢
FAiNs24), (FA/PiINi24 e FAPiNs24) e (FAPsNi24 e FA/P3Ns24) apresentaram
comportamento inverso ao conjunto de filmes neutralizados em NaOH:Na,COj3(aq, pH 9,0
(FA1N1124 ¢ FAiNi524), (FAPiN1124 ¢ FAPiN1524) ¢ (FA1P3N1124 ¢ FA(P3N1524). Para o
conjunto de filmes neutralizados em pH 5,7 sem plastificante (FA1Ni124 ¢ FA|Ns24), o grau
de intumescimento néo teve significancia estatistica (Fobs < 4,96), no entanto, para o conjunto
de filmes neutralizados em pH 9,0 sem plastificante (FA1N1124 ¢ FA1N1524), os valores de
intumescimento foram significativos (Foss > 4,96). Ja a adicdio de 13 ¢ 33% de plastificante
nos conjuntos filmes neutralizados em pH acido (FA1P1Ni124 ¢ FA|P1Ns24) ¢ (FA1P3Ni24 ¢
FA1P3Ns24) em comparagio aos conjuntos de filmes neutralizados em pH basico
(FA1P1N1124 ¢ FA1P1N1524) ¢ (FA1P3N1124 ¢ FA1P3N1524), permitiu que, para os conjuntos
de filmes neutralizados em pH 5,7, os valores de grau de intumescimento fossem
significativamente diferentes ¢ maiores com o aumento de 13 para 33% no percentual de

glicerol das solugdes filmogénicas.

Diante do exposto, os resultados discutidos nas Tabelas 6.29 a 6.32, permitiram inferir
que a redugéio do pH (de 9,0 para 5,7) alterou os valores grau de intumescimento dos filmes
de um modo geral, em especial para as composigdes preparadas com éacido citricoaq) como
meio dispersante. Para tais filmes, houve dissolu¢io de suas matrizes. Essas observagdes
estdo de acordo com Berger e colaboradores?', onde discutem a influéncia do pH no grau de
intumescimento e liberagéio de ativo (droga) de hidrogé€is de quitosana reticulados. Para os
hidrogéis reticulados ionicamente, o grau de inchamento € influenciado pelas interagdes
ibnicas entre as cadeias de quitosana ¢ a densidade de reticulagéio, a qual ¢ modificada
dependendo das condigdes extemas, como pH. A redugfio brusca do pH dos hidrogeéis,
ocasiona maior reducgéio na densidade de carga do reticulante (diminuigcio da densidade de
reticulagiio) € maior protonagiio de grupos amino livres o que pode proporcionar dissociagéo

total das ligagdes idnicas, resultando em dissolugéio destes hidrogéis.
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Tabela 6.33 - Analise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparagiio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [grau de intumescimento (G/) dos
filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em éacido acéticoq) € acido
citrico(aq), com plastificante em diferentes percentuais, € neutralizados em NazCOj3(aq) (0,05 M)
com pH ajustado a 5,7 com dcido citricogq), durante 24 h] e das Variagdes Internas aos
Grupos. Nivel de significancia: p <0,05.

Fonte da Variaciio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto  Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
GIrarriNs24 Soma Quadratica 74576,30 1164,33 75740,63
GIrcipiNs24 (SQ) 641
Média Quadratica 74576,30 116,43 -
(MQ)
GIFA1p3Ns24 Soma Quadriatica 36852,08 508,83 37360,91
GIrcipans2 (SQ) 724
Média Quadraitica 36852,08 50,88 -
(MQ)

F}y = 4,96. FA, ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticogq € 4cido
citricouq; P1 € Pa: plastificante glicerol (13 € 33% m/m, respectivamente); Ns. agente neutralizante Na,COs(aq) (0,05
M) com pH ajustado a 5,7 com 4cido citricog,q; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Segundo a Tabela 6.33, verificou-se que os valores de F,s; para cada conjunto de
filmes preparados foram maiores que o valor critico (Foss > 4,96). Neste caso, os valores de

grau de intumescimento dos conjuntos de filmes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

De acordo com os resultados apresentados na tabela acima, verificou-se que houve
aumento no efeito do meio dispersante para o intumescimento dos filmes. Para os conjuntos
de filmes neutralizados com 0,05 M de Na2COs preparados com 13% de glicerol, o valor de
Fobs foi inferior (Fops = 641) ao conjunto de filmes preparados com 33% de glicerol (Fops=
724). Isso demonstrou que o aumento no percentual de plastificante nos filmes preparados nos
diferentes meios dispersantes contribuiu para o acréscimo nos valores de grau de
intumescimento dos filmes preparados em acido acéticosq). Essas observagdes corroboram

com os resultados de intumescimento da Tabela 6.28.

Comparando-se os resultados do efeito da adigéio de glicerol nos filmes neutralizados
em Na2COs(aq), pH ajustado a 5,7 com acido citrico (Tabela 6.33) com o efeito da adi¢do de
glicerol aos filmes neutralizados em NaOH:Na,COjzq, pH 9,0 (Tabela 6.20), pode-se
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constatar que, para o conjunto de filmes neutralizados com 0,05 M de carbonato de sédio, pH
5,7 preparados com 33% de glicerol, o efeito do meio dispersante foi maior (Foa= 724) que
os dos conjuntos de filmes neutralizados em NaOH:Na,COjz@ag), pH 9,0 com iguais

concentracgiio de carbonato de sodio e glicerol (Foss = 124).

Correlacionando-se os valores de porosidade (Figura 6.4) e grau de intumescimento
dos filmes neutralizados em Na2COs(aq), pH ajustado a 5,7 com écido citrico (Tabela 6.28),
observou-se que, os filmes neutralizados com a menor concentragiio de agente neutralizante
(ou de porosidade) obtidos a partir de acido citricowq), apresentaram, de um modo geral,
maior percentual de poros e dissolugéio em suas matrizes. Devido ao fato desses filmes terem
sido neutralizados com uma menor concentrago de agente de porosidade, ou seja, com maior
concentragdio de dcido citrico na composi¢éo do neutralizante, houve maior formagéo de poros
0 que gerou uma maior instabilidade quanto a manutengiio da integridade da estrutura fisica
dos filmes. Dessa forma, o acido citrico contribuiu instantaneamente para o intumescimento
dos filmes, sendo que, logo apds, houve dissolugdo destas. Comportamento diferente foi
observado para os filmes neutralizados em NaOH:Na,CO3(aq), (0,01M de carbonato de sédio),
pH 9,0 preparados em acido citrico(sq): a formagéo de poros (Figura 6.2) néo foi o fator que
ocasionou o intumescimento (Figura 6.3) dos filmes, conforme discutido na segéio 6.1.2.,
Tabela 6.20.

Comportamento oposto foi observado para os filmes neutralizados em pH acido e
preparados em acido acéticogq): independente da concentragio de agente de porosidade
utilizada, os percentuais de poros foram menores € o intumescimento dos filmes foi

constatado.

6.2.3. Avaliaciio do Percentual de Solubiliza¢io em Meio Acido e em Meio Alcalino dos

Filmes de Quitosana

Considerando-se que os filmes serdo aplicados na pele com o ativo acido hialurénico,
foram realizados testes de solubilizagdo em meio acido (solugéio de dcido acético 0,1 M). Para
fins de comparagéio, o teste em meio alcalino (solugéio de hidroxido de sédio 1,0 M) foi
efetuado. Depois de transcorrido o periodo de sete dias de contato dos filmes com o meio de

imersdo, constatou-se que todos se dissolveram em ambos os meios. Diante disso, concluiu-se
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que os filmes neutralizados em Na2COjsq, pH ajustado a 5,7 com écido citrico, néo

apresentaram estabilidade em meio acido ou alcalino.

6.3. FILMES DE QUITOSANA PREPARADOS EM ACIDO ACETICO@q OU ACIDO
CiTRICO@q, SOLUCAO TAMPAO COMO AGENTE NEUTRALIZANTE E
GLICEROL COMO PLASTIFICANTE

Considerando nfio s6 a incongruéncia dos resultados de porosidade (itens 6.1.1. e
6.2.1.) e intumescimento (itens 6.1.2. e¢ 6.2.2.) apresentados pelos filmes neutralizados
contendo Na2COs(ag), mas também a dissolugéio dos filmes preparados no item 6.2.3., optou-se
por utilizar solugdio tampdo como agente neutralizante para atender aos requisitos de
formulac@o de produtos de aplicacdio cosmética. Nessa situacdo, foram preparados filmes de
quitosana com ¢ sem plastificante fazendo uso de acido acéticoq) ou acido citricogg) como
meio dispersante, respectivamente, e solugdes tampdo acido acético/acetato e sodio e acido
citrico/citrato de sddio, pH 5,0 € 5,7 como agentes neutralizantes. Para avaliacio da
estabilidade fisica dos filmes, foi realizada caracterizagiio fisico-quimica dos filmes
preparados por meio de grau de intumescimento, percentual de solubilizagdo em meio acido e
em meio alcalino, espessura, conteiido de umidade, analise témmica simultinea e calorimetria

exploratoria diferencial.

6.3.1. Avaliagiio Estatistica dos Efeitos dos Fatores Percentual de Plastificante e Agente

Neutralizante no Grau de Intumescimento dos Filmes de Quitosana

A partir da andlise visual ¢ tatil dos filmes preparados, filmes de quitosana
neutralizados ¢ ndo plastificados preparados em écido acéticosq) apresentaram-se pouco
flexiveis, com coloragéio levemente amarelada, sem caracteristicas adesivas. Na comparagio

com os filmes plastificados, os Gltimos mostraram-se mais flexiveis e transparentes.

Para os filmes neutralizados ¢ ndo plastificados preparados em acido citrico(ag),
apresentaram-se mais flexiveis, ligeiramente quebradigos, com coloragio levemente

amarelada e ligeiramente adesivos. Na comparagdo com os filmes plastificados, os tltimos
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mostraram-se mais flexiveis, menos quebradicos e ligeiramente adesivos. Essas caracteristicas
foram observadas para ambos os filmes preparados com 13 € 33% de glicerol independente do
meio dispersante utilizado na confecgéio dos filmes. A seguir (Tabela 6.34) estdo apresentados

os dados de intumescimento para os filmes.

Tabela 6.34 - Grau de Intumescimento (GZ) em 24 h, a T = 25 °C dos Filmes de Quitosana
obtidos em Solugdio Tampéio como Agente Neutralizante e Glicerol como Plastificante.

Cddigo das amostras de filme Grau de Intumescimento (G1)
FA1TAs024 dissolveu-se
FA1P1TAso24 dissolveu-se
FA1P3T Ase24 dissolveu-se
FA1TAs724 dissolveu-se
FA1P1TAs724 dissolveu-se
FA1P3TAs724 dissolveu-se
FC1TCso24 96 + 10
FC1P1TCs024 112+2
FC1P3TCs024 148 + 4
FCi1TCs724 56+5
FC1P1TCs724 66 +7
FCi1P3TCs724 55+9

FA,; ¢ FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticogq) € 4cido citricogqy; P1 €
P3: plastificante glicerol (13 ¢ 33% m/m, respectivamente); TAsy ¢ TAsy: agente neutralizante solugdo tampdo 4cido
acético/acetato de sédio pH 5,0 ¢ 5,7, respectivamente; TCso € TCsy. agente neutralizante solugdio tampdo 4cido
citrico/citrato de sodio pH 5,0 € 5,7, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

De acordo com a Tabela 6.34, todos os filmes neutralizados em tampdo acido
acético/acetato de sodio pH 5,0 € pH 5,7 apresentaram dissolugdio em agua. Inicialmente, estes
filmes exibiram um ligeiro inchago seguido pelo amolecimento, o que ocasionou, por fim, a
dissolugido de suas matrizes. Por outro lado, observou-se que os filmes neutralizados em
tampdo acido citrico/citrato de sodio, pH 5,0 € pH 5,7 ndo se dissolveram em agua. Em todos
os resultados, uma retengéio de agua foi observada. Neste caso, pode-se afirmar que o acido

citrico originou redes poliméricas de estrutura compacta resultantes da sua interagéio com a
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quitosana?. Portanto, o tipo de acido utilizado na preparagio dos filmes neutralizados

resultou em diferengas significativas (p <0,05).

Comportamento semelhante foi constatado por Shu e colaboradores?® em relagio a
utilizagdo de acido citrico na preparagio de filmes de quitosana. Filmes de quitosana
reticulados por citrato de sddio foram preparados por imersdo do filme (sal acetato de
quitosana) na solugéo de citrato em diferentes pHs (5, 6 € 7). Neste contexto, foram avaliados
a razdo de intumescimento dos filmes e os perfis de liberagio controlada de farmacos como a
riboflavina. Para os filmes reticulados em solugéo de citrato de sédio a 5,0% (m /v) e pH 5,0,
ocorTeu um menor intumescimento em agua, sem dissolugéio posterior, ¢ liberagdo mais lenta
do farmaco. Neste pH, a maioria dos grupos amino da quitosana séio ionizados, logo, maior a
formagio de interagdes idnicas entre esses grupos € os ions citrato. Como resultado deste
aumento nas interagdes, ha a formagéio de uma rede polimérica reticulada ionicamente, com

menor conteudo de dgua absorvida, portanto, sem a ocorréncia de dissolugéio dos filmes.

No entanto, foi observado um comportamento diferente por Ritthidej ¢
colaboradores?'4. Filmes de quitosana preparados em 4cidos tricarboxilicos, como o 4cido
citrico e, subsequentemente, submetidos a um tratamento térmico, mostraram maior
intumescimento ¢ dissolugdo em agua se comparados aos filmes preparados com dacidos
monocarboxilicos como o acido acético. Neste caso, o grau de intumescimento ¢ a
probabilidade de dissolugio em agua dos filmes foram dependentes do tipo de acido

carboxilico utilizado na preparagio destes materiais.
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Tabela 6.35 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparacio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [grau de intumescimento
(G)) dos filmes de quitosana, concentragio de 1,1% (m/v), preparados em acido citrico(ag),
com plastificante nos percentuais de 0, 13 € 33% (m/m) e neutralizados em solugéio tampéo
tampdo acido citrico/citrato de sédio em pH distintos, durante 24 h] e das Variagdes Intemas
aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variagio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 2 1§ 17
(GL)

GIrciTcsns Soma Quadritica 8408,33 52,16 8460,49
GIrcipiTCs024 (SQ) 1208
Glrciestcsis Média Quadratica 4204,16 3,48

(MQ)

GIrciTcsr4 Soma Quadritica 450,11 615,50 1065,61
GIrciriTcs14 (SQ) 5,48
GlIrcipstcs724 Média Quadritica 225,05 41,03 -

(MQ)

F% =3,68. FC1: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricogqy; P1 ¢ Pa: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); TCso € TCs7: agente neutralizante solugdo tampdo 4cido citrico/citrato de sédio pH 5,0 ¢
5,7, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Analisando-se a Tabela 6.35, verificou-se que todos os valores de Fus para cada
conjunto de filmes preparados foram maiores que o valor critico (Foss > 3,68). Diante disso,
os valores de grau de intumescimento de cada conjunto séo significativamente diferentes (p <
0,05). Contudo, diante da néo relevancia do resultado, pode-se afirmar que os valores de grau
de intumescimento dos filmes neutralizados em tampdo citrato pH 5,7 e preparados em écido

citrico(aq) néo sdo estatisticamente diferentes, isto €, séio iguais (p > 0,05).

Comparando-se os resultados obtidos de grau de intumescimento para os filmes
neutralizados em pH 5,0 ou pH 5,7 sem plastificante (Tabela 6.3), para os filmes
neutralizados em pH 5,0 foi constatado um valor superior do grau de intumescimento em

relagéio ao filmes neutralizados preparados em pH 5,7.

Avaliando-se os resultados de grau de intumescimento dos filmes neutralizados em pH
5,0 sem plastificante com os filmes contendo plastificante, a adigio de glicerol aos filmes
proporcionou aumento do grau de intumescimento (p < 0,05). Hé relatos na literatura sobre o
efeito de plastificantes no intumescimento de filmes de quitosana?!’, Em nosso estudo,

observou-se que o periodo de imersdo de filmes em agua (t = 24 h) foi relevante para o
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desempenho do papel do glicerol como plastificante. Esse desempenho se refletiu na
descompactagiio da rede polimérica dos filmes resultante da reducgéio das interagdes entre as
cadeias de quitosana, 0 que permitiu maior retengéio de dgua pelos filmes. Adicionalmente, o
carater hidrofilico do plastificante contribuiu para o aumento no grau de intumescimento uma

vez que a hidrofilicidade das solugdes filmogénicas foi superior na presenga de glicerol.

Analogamente, comparando-se os resultados obtidos para os filmes neutralizados em
pH 5,7 sem plastificante com os filmes contendo plastificante, a adi¢do de glicerol aos filmes
neutralizados em pH 5,7 proporcionou, em contrapartida, um pequeno aumento do grau de
intumescimento, nfo significativo (p > 0,05). Para os filmes com 33% de plastificante,

nenhuma variagéio no grau de intumescimento foi verificada.

Tabela 6.36 - Teste de Tukey para o Moddulo da Diferenga entre as Médias [grau de
intumescimento (GZ) dos filmes de quitosana, concentragéio de 1,1% (m/v), preparados em
acido citrico@q) com plastificante nos percentuais de 0, 13 ¢ 33% (m/m) e neutralizados em
solugdo tamp@o acido citrico/citrato de sédio, em pH distintos, durante 24 h].

Médulo da Diferen¢a Menos Significincia
Diferenga entre Significativa
as Médias (DMS)
|GIrcipiTcsnz4- GIrciresnd| +16 sim
|GIrciesrcsoz4- GIrcircsod| +52 2,719 sim
|GIrciesrcsoz4- Glrciprresozd| +36 sim
|GIrcipiTcsm2s - GIrciTesra| +10 sim
|GIrcipsrcsize - GIvciresna| +1 9,60 nfo
|GIrcipsrcsna- GIrcipitesu| +11 sim

FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados 4cido citricoqy; P1 ¢ P plastificante glicerol (13 € 33% m/m,
respectivamente); TCso ¢ TCs;. agente neutralizante solugiio tampdo 4cido citrico/citrato de sodio pH 5,0 ¢ 5,7,
respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Analisando-se o teste de Tukey para o mddulo da diferencga entre os valores de grau de
intumescimento dos filmes (Tabela 6.36), constatou-se que o moédulo da diferenga entre os
valores de grau de intumescimento dos filmes neutralizados em tampéo citrato, pH 5,0 e 5,7,
exceto para o conjunto de filmes (FCiTCs724 ¢ FCiP3TCs5724), foram maiores que DMS,

portanto, diferiram significativamente. Esses resultados corroboram com os apresentados na
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Tabela 6.35. Pode-se dizer que, em virtude da significncia destes valores, houve correlagio

entre concentragio de plastificante e grau de intumescimento dos filmes.

Tabela 6.37 - Anlise de Variancia (ANOVA) de Fator Unico (agente neutralizante, solugio
tampdo acido citrico/citrato de sddio) para Comparagdio da Diferenga entre as Médias dos
Grupos [grau de intumescimento (GI) dos filmes de quitosana, concentragio de 1,1% (m/v),
preparados em dacido citrico(g), com e sem plastificante, ¢ neutralizados em solugdio tampéo
acido citrico/citrato de sodio, pH 5,0 € 5,7, durante 24 h] e das Variagoes Internas aos Grupos.
Nivel de significéncia: p < 0,05.

Fonte da Variacéio
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
GlIrcitcson Soma Quadriatica 4840,08 80,16 4920,24
GIrciTcsr4 (SQ) 604
Média Quadriatica 4840,08 8,01 -
(MQ)
GlIrcipiTCs024 Soma Quadratica 6302,08 184,16 6486,24
GIrcipiTCs724 (SQ) 342
Média Quadritica 6302,08 18,41 -
(MQ)
GIFc1p3TCs024 Soma Quadritica 25761,30 403,33 2614,63
GlrcipaTcsre (SQ) 639
Média Quadratica 25761,30 40,33
MQ)

Fiy = 4,96. FC1: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricogqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); TCso € TCs7: agente neutralizante solugio tampdo 4cido citrico/citrato de sédio pH 5,0 €
5,7, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante,

Os resultados apresentados na Tabela 6.37 demonstraram que os conjuntos de filmes
neutralizados com tampdo citrato sem plastificante em diferentes pHs (FCiTCs024 ¢
FCiTCs724) tiveram valores diferenciados de Fops se comparados aos conjuntos de filmes
neutralizados contendo plastificante (FCiP1TCs024 e¢ FCiP1TCs724) e (FCiP3TCs024 ¢
FCi1P3TCs724). Todos os valores de Foss para cada conjunto foram maiores que o valor critico
(Fobs > 4,96). Em vista disso, o grau de intumescimento dos filmes € significativamente

diferente (p < 0,05).
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Em relagéio ao efeito do pH para o inturnescimento dos filmes, constatou-se que houve
umn aumento deste efeito para as formulagdes (FC1P3TCs024 € FC1P3TCs724). Porém, maior
variagdo nos grupos (interagdes secunddrias) foi observada, o que ndo foi esperada. Neste

caso, a adi¢éio de 33% glicerol nos filmes foi relevante para estas interagées.

6.3.2. Avaliacio Estatistica do Efeito do Fator Percentual de Plastificante no Percentual

de Solubilizagiio em Meio Acido e em Meio Alcalino dos Filmes de Quitosana

Com o intuito de avaliar o percentual de solubilizagio dos filmes, as amostras foram
submetidas a ensaios em meio acido € em meio alcalino. Os resultados estdo expressos na
Tabela 6.38.

Tabela 6.38 - Percentual de Solubilizagio em Meio Acido (%S.c) € em Meio Alcalino (%S4)
em 7 dias, a T = 25 °C dos Filmes de Quitosana obtidos em Acido Citricoaq € Solugo
Tampdo Acido Citrico/Citrato de Sédio, pH 50 ¢ pH 5,7 como Agente Neutralizante ¢
Glicerol como Plastificante.

Cadigo das Percentual de Solubilizagio  Percentual de Solubilizagfio
amostras de filme em meio dcido (%Sac) em meio alcalino (%8a)
FA1TAs024 dissolveu-se dissolveu-se
FA1P1TAs024 dissolveu-se dissolveu-se
FA1P3TAs024 dissolveu-se dissolveu-se
FA1TAs724 dissolveu-se dissolveu-se
FA1P1TAs724 dissolveu-se dissolveu-se
FA1P3TAs724 dissolveu-se dissolveu-se
FC1TCs024 3,0£0,5 50+0,8
FC1P1TCs024 8,0 +£0,4 6,0+ 1
FC1P3TCs024 33+£06 7,5+0,3
FCi1TCs724 dissolveu-se dissolveu-se
FC1P1TCs724 dissolveu-se dissolveu-se
FC1P3TCs724 dissolveu-se dissolveu-se

FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido citricogg)y; P1 € Pa: plastificante glicerol (13 € 33% m/m ,
respectivamente); TCso ¢ TCs;: agente neutralizante solugdio tampdo 4cido citrico/citrato de sédio pH 5,0 € 5,7,
respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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De acordo com os resultados de %S, € %S« das amostras em estudo, observou-se que
os filmes neutralizados em tampdo acetato pH 5,0 ou pH 5,7 com ou sem plastificante,
apresentaram uma elevada solubilidade e dissolugéio em meio acido e alcalino. Devido a este
fator, o percentual de solubilizagio em ambos os meios nfio pdéde ser avaliado
quantitativamente. Comportamento semelhante foi verificado para os filmes neutralizados em

tampio citrato pH 5,7.

No entanto, para os filmes neutralizados em tampdo citrato pH 5,0, com ou sem
plastificante, a solubilidade pdde ser determinada. Na comparagio com os valores de %S, 0
%Sa das amostras foram menores, o que foi esperado, devido ao meio de solubilizagio ser de

carater basico, o que contribuiu na manutengéo da integridade do filme.

Neste caso, concluiu-se que o tipo de acido utilizado na preparagio dos filmes exerceu
influéncia nos resultados de %Sac € %S4 Devido & maior integridade da rede polimérica de
filmes de quitosana preparados em 4cido citrico(q?°®?'3, a dissolugfio dos filmes neutralizados

em tampdo citrato foi dificultada. Consequentemente, a solubilidade pode ser mensurada.

Tabela 6.39 - Anélise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparagio da Diferenga entre as Médias dos Grupos [percentual de
solubilizagdo em meio acido (%S.) € em meio alcalino (%S.) dos filmes de quitosana,
concentracdio de 1,1% (m/v), preparados em dcido citricoq), com plastificante nos percentuais
de 0, 13 e 33% (m/m) e neutralizados em solugéio tampio tampéo acido citrico/citrato de
sodio em pH 5,0, durante 24 h] e das Variagoes Internas aos Grupos. Nivel de significincia:

p <0,05.

Fonte da Variagio
Entre os Nos Total Fobs
Grupos  Grupos
(efeito (erro)

do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 2 1§ 17
(GL)

%Sacrc1TCS024 Soma Quadriatica 3091,34 3,83 3095,17
% SacrC1P1TCS024 (SQ) 5949
%Sacrcipsteses  Média Quadriatica  1545,67 0,26 -

MQ)

%SalrciTcsn4 Soma Quadriatica 20,08 6,56 26,64
%SalrcipiTCs024 (SQ) 23
%SalrcipsTcseze  Média Quadritica 10,04 0,44

(MQ)

F% = 3,68. FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) prcparados em 4cido citricogqy; P1 € P3: plastificante glicerol (13 ¢
33% m/m, respectivamente); TCso: agente neutralizante solugdo tampdo 4cido citrico/citrato de sédio pH 5,0; 24:
periodo de imers3o (h) dos filmes no agente neutralizante,
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A partir da andlise da Tabela 6.39, observou-se que todos os valores de Foss para cada
conjunto de filmes preparados, foram maiores que o valor critico (Foss > 3,68). Assim, os
valores de percentual de solubilizagio em meio acido € em meio alcalino de cada conjunto sdo
significativamente diferentes (p < 0,05). Neste cendrio, constatou-se que a adigéio de glicerol
promoveu diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) no %Sec € %S dos filmes, com
relevancia para os filmes submetidos & solubilizagio em meio acido (Fss = 5949). A atuagdo
do glicerol como plastificante na descompactagéio da rede polimérica dos filmes plastificados
favoreceu a uma maior penetragio da solugfio acida nos filmes, o que ocasionou a um

aumento nos valores de percentual de solubilizagio em meio acido (Tabela 6.38).

Tabela 6.40 - Teste de Tukey para o Mddulo da Diferenca entre as Médias [percentual de
solubilizacio em meio acido (%Sz) € em meio alcalino (%Sa.) dos filmes de quitosana,
concentragéio de 1,1% (m/v), preparados em acido citricoq) com plastificante nos percentuais
de 0, 13 ¢ 33% (m/m) e neutralizados em solugo tampéo é4cido citrico/citrato de soédio, em
pH 5,0, durante 24 h].

Moddulo da Diferenga Menos Significincia
Diferenca entre Significativa

as Médias (DMS)
|%Sacrcipircsis - %SacrciTesod| +5 sim
|%Sacrcipsrcsie - %SacrciTesod| +30 0,76 sim
| %Sacrcipsrcses - YoSacrcipiTcsod| +25 sim
|%SalrcipiTcsos - YoSalrciTcso| +1 sim
|%Salrcipsrcsos - %SalrciTcsod| +2,5 0,99 sim
|%Salrcipsrcsons - %oSalrciprrcsos| +1,5 sim

FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em 4cido citricogy; P1 € Pa: plastificante glicerol (13 ¢ 33% m/m,
respectivamente); TCso: agente neutralizante solugio tampdo 4cido citrico/citrato de s6dio pH 5,0; 24: periodo de
imers3o (h) dos filmes no agente neutralizante.

De acordo com o teste de Tukey para o modulo da diferenga entre os percentuais de
solubilizagio em meio acido € meio alcalino dos filmes (Tabela 6.40), constatou-se que o
modulo da diferenga dos percentuais de solubilizagdo em meio acido dos filmes neutralizados
em tampédo citrato, pH 5,0, foram maiores que DMS, logo, esses valores diferiram

significativamente.
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Diante dos resultados apresentados pelo Teste de Tukey, pode-se afirmar que, devido a
significincia dos resultados demonstrados, conclui-se que houve correlagdio entre

concentragdo de plastificante e percentual de solubilizagdo dos filmes nestas condigdes.

6.3.3. Avaliagio Estatistica dos Efeitos dos Fatores Percentual de Plastificante e Meio

Dispersante na Espessura dos Filmes de Quitosana

A fim de avaliar as propriedades fisico-quimicas dos filmes neutralizados em tampdo
acetato e citrato pH 5,0 com glicerol nos percentuais de 0 e 33%, caracterizagdo por medidas
de espessura foi realizada. Além disso, determinaggo do conteudo de umidade, analise térmica

simultinea e calorimewia exploratoria diferencial foi efetuada.
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Figura 6.5 - Espessura (mm) dos Filmes de Quitosana preparados em Acido Acéticogag) ou
Acndo Citricoqq), respectivamente, Solugdo Tampio Acido Acético/Acetato de Sédio ou
Acido Citrico/Citrato de Sédio, pH 5,0, como Agentes Neutralizantes ¢ Glicerol como
Plastificante: FA; e FCi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em
acido acéticoqq) € acido citricogq); Ps: plastificante glicerol (33% m/m); TAse € TCse: agente
neutralizante solugéo tampdo 4acido acético/acetato de sddio e acido citrico/citrato de sddio pH
5,0, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

De acordo com os resultados da Figura 6.5, observou-se que os filmes neutralizados
em tampdo acetato pH 5,0 com 0 ou 33% de plastificante, apresentaram menores valores de

espessura.
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Em nosso estudo, solugdes de quitosana foram preparadas em meio de dispersdo,
solugdo aquosa de acido citrico. Estas solugdes formaram uma rede polimérica composta, na
maior parte, por ligactes cruzadas entre seus componentes (cation e dnion), ou seja, tal rede €
constituida por fortes interagdes ibnicas entre os anions citrato do acido e polications gerados
a partir de protonagio dos grupos amino da quitosana. Dessa forma, as solugdes exibiram um
pH < 5,0 e originaram, inicialmente, filmes néo neutralizados. Com a finalidade de controlar a
formag@io da rede polimérica do filme, através da manutengéio do pH a um valor constante de
5,0, tais filmes foram neutralizados em tampdo citrato pH 5,0. Assim, a neutralizacio
promoveu o aumento da quantidade de grupos amino livres e redugio das interagdes idnicas
(reticulagdio i6nica) acima mencionadas. Neste caso, ha a permanéncia, em parte, de dnion
citrato nos filmes. Isto resultou em filmes mais espessos para as formulagdes neutralizadas em

tampéo de citrato.

Tabela 6.41 - Anilise de Variancia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparagdo da Diferenca entre as Médias dos Grupos [espessura (mm) dos
filmes de quitosana, concentragiio de 1,1% (m/v), preparados em acido acético(aq) ou acido
citricogaq), com plastificante nos percentuais de 0 € 33% (m/m) e neutralizados em solugéo
tampdo acido acético/acetato de soédio ou tampio acido citrico/citrato de sodio, pH 5,0,
durante 24 h] e das Variagdes Internas aos Grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.

Fonte da Variagédo

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
EFA1TAS024 Soma Quadratica 0,0014 0,0044 0,0058
EFA1P3TAS024 (SQ) 3,17
Meédia Quadritica 0,0014 442x10* -
MQ)
ErciTcsnd Soma Quadratica 0,000724 0,0024 0,0748
ErcipaTcson (SQ) 3,01
Média Quadritica  0,000724 2,4 x 10* -
(MQ)

F}y = 4,96. FA, ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticong € 4cido
citricoq; Pa. plastificante glicerol (33% m/m); TAso ¢ TCso: agente neutralizante, solugdes tampdo 4cido
acético/acetato de s6dio e 4cido citrico/citrato de sédio pH 5,0, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes
no agente neutralizante.



122

Segundo os resultados de ANOVA da Tabela 6.41, verificou-se que os valores de Fobs
para cada conjunto de filmes preparados, (FAITAs5024 ¢ FAP3TA5024) ¢ (FCiTCs024 ¢
FC1P3TCs024), foram menores que o valor critico (Foss < 4,96). Logo, se pode afirmar que os

valores de espessura dos filmes néo sdo significativamente diferentes (p > 0,05).

Em relacdo ao efeito da presenga de plastificante na preparacio de ambos os filmes
neutralizados em tamp@o citrato ou acetato pH 5,0, observou-se um aumento com ligeira
melhoria na espessura dos filmes. Estas observagdes confirmam os resultados da avaliagdo
estatistica anteriormente mencionada (p > 0,05). Comportamento semelhante foi encontrado
por Fundo e colaboradores?'®. De acordo com o autor, a espessura dos filmes de quitosana
preparados em meio acido (4cido latico) so foi significativamente afetada pelo conteudo de
quitosana na solugfio e, possiveis mudangas estruturais devido a plastificacdo, como o
aumento do volume livre, ndo refletiu sobre essa propriedade. A teoria de gel postula que a
rigidez da rede de polimérica € consequéncia de sua estrutura tridimensional e o plastificante
tem a funglio de quebrar as interagdes polimero-polimero (por exemplo, ligacdo de
hidrogénio, de van der Waals ou forgas i6nicas), o que aumenta o volume livre do
polimero?!”-218, Assim, o efeito da adigiio de glicerol na espessura dos filmes neutralizados em
tampio citrato ou acetato pH 5,0, teria um aumento significativo (p < 0,05) nesta propriedade.
Em nosso caso, acredita-se que o pequeno aumento na espessura ocasionado pela plastificagio
com glicerol, foi resultado da cisdio das ligagdes de hidrogénio na cadeia polimérica, o que
resultou no aumento ndo significativo (p > 0,05) dos valores de espessura para os filmes

independentes do meio de neutralizagéo.
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Tabela 6.42 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparagiio da Diferenca entre as Médias dos Grupos [espessura (mm) dos filmes de
quitosana, concentragdio de 1,1% (m/v), preparados em acido acético(aq) € acido citrico(ag), com
e sem plastificante, ¢ neutralizados em solugiio tampéo acido acético/acetato de sodio e
tampdo acido citrico/citrato de sédio, pH 5,0, durante 24 h] ¢ das Variagdes Internas aos
Grupos. Nivel de significancia: p <0,05.

Fonte da Variacio
Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
EFA1TAS024 Soma Quadritica 0,3117 0,0044 0,3161
ErciTCs024 (SQ) 708
Meédia Quadraitica 03117 4,4x10* -
(MQ)
EFA1P3TAS024 Soma Quadratica 0,6234 0,0023 0,6257
ErcipsTcso4 (SQ) 2676
Meédia Quadraitica 0,6234 233x10* -
(MQ)

Fly = 496. FA; ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticogq € 4cido
citricoesq; P3: plastificante glicerol (33% m/m); TAso € TCso: agente neutralizante, solugdes tampdo 4cido
acético/acetato de sédio ¢ 4cido citrico/citrato de sédio pH 5,0, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes
no agente neutralizante.

Analisando-se a Tabela 6.42, observou-se que os valores de F o5 para cada conjunto de
filmes preparados foram maiores que o valor critico (Foss > 4,96). Neste caso, os valores de

espessura dos filmes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6.42, constatou-se o efeito do
meio dispersante para a espessura dos filmes em estudo. Apesar da menor quantidade de
acido citrico utilizado para preparar os filmes, em comparagéio com o acido acético, os filmes
neutralizados em tampéo citrato pH 5,0 com 0 ou 33% de glicerol, foram mais espessos do
que os filmes neutralizados em tampdo acetato. Diante disso, comprovou-se o efeito
significativo do meio dispersante na espessura dos filmes (p < 0,05). Neste caso, a espessura
dos filmes foi influenciada pelo tipo de acido utilizado na preparagdio de tais materiais. De
acordo com Bégin e colaboradores?'? a espessura de um filme é dependente do volume
molecular do contra-ion do édcido utilizado para preparar a solugéio polimérica. Uma vez que
os filmes preparados em éacido citrico possuem um volume molecular superior ao do acido

acético, o valor da espessura do primeiro (76,6 pum) foi maior do que a do segundo (20 um).
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Nadarajah??® também relatou a influéncia do contra-ion do 4cido na preparagio de solugdes de
quitosana em 4cido acético e acido citrico. A espessura dos filmes originados a partir das
solugdes de quitosana sofieu alteragdo com a substitui¢do do acido utilizado na elaboragio
dos filmes. Houve variagdo de 20 um (filmes preparados em 4acido acético) a 60 pum (filmes
preparados em acido citrico). Portanto, concluiu-se que o efeito do acido citrico foi
significativo (p < 0,05) para o aumento na espessura dos filmes, em comparac¢éio com o efeito

do acido acético.

6.3.4. Avaliagio Estatistica dos Efeitos dos Fatores Percentual de Plastificante e Meio

Dispersante no Conteitdo de Umidade dos Filmes de Quitosana

Em relagéo aos resultados da Figura 6.6, pdde-se observar que os filmes neutralizados
em tampdo acetato pH 5,0 com 0 ou 33% de plastificante, apresentaram maiores valores de
conteudo de umidade. Comportamento inverso foi verificado para os filmes neutralizados em

tampdo citrato pH 5,0 com 0 ou 33% de plastificante.

45 I meio dispersante acido acético(aq)
1 meio dispersante acido citrico(aq)

15 =

Centeldo de Umidade (% U)
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Figura 6.6 - Contelido de Umidade (%U) dos Filmes de Quitosana preparados em Acido
Acéticoaq) ou Acido Citricogq), respectivamente, Solugdo Tampdo Acido Acético/Acetato de
Sédio ou Acido Citrico/Citrato de Sédio, pH 5,0, como Agentes Neutralizantes e Glicerol
como Plastificante: FA; e FCi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente,
em acido acéticoq) € acido citricoqq); Ps: plastificante glicerol (33% m/m); TAse € TCse:
agente neutralizante solug@io tamp#o 4cido acético/acetato de sddio e 4cido citrico/citrato de
sodio pH 5,0, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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Conforme os resultados de ANOVA da Tabela 6.43, constatou-se que os valores de
Fops para cada conjunto de filmes preparados, (FA1TAs024 € FAP3TA5024) e (FCiTCs024 ¢
FCiP3TCs024), foram menores que o valor critico (Fess < 4,96). Logo, se pode inferir que os

valores de contetido de umidade dos filmes néo sédo significativamente diferentes (p > 0,05).

Tabela 6.43 - Anilise de Variancia (ANOVA) de Fator Unico [percentual de plastificante, %
(m/m)] para Comparacéo da Diferenca entre as Médias dos Grupos [contetido de umidade
(%U) dos filmes de quitosana, concentracéio de 1,1% (m/v), preparados em acido acéticoaq)
ou acido citrico(ag), com plastificante nos percentuais de 0 € 33% (m/m) e neutralizados em
solucéio tampéo acido acético/acetato de sddio ou tampéo acido citrico/citrato de sédio, pH
5,0, durante 24 h] e das Variagoes Internas aos Grupos. Nivel de significincia: p < 0,05.

Fonte da Variaciio

Entre os Nos Total Fops
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
%UFA1TAS024 Soma Quadritica 0,6075 2,95 3,5580
% UrA1P3TASIA (SQ) 2,09
Média Quadratica 0,6075 0,29 -
(MQ)
%UrciTcsnd Soma Quadritica 0,4760 3,66 4,1360
% UFrc1p3TCs024 (SQ) 1,32
Média Quadratica 0,4760 0,36 -
(MQ)

Fy = 4,96. FA, ¢ FC:: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticong € 4cido
citricoesq; P3: plastificante glicerol (33% m/m); TAso € TCso: agente neutralizante, solugdes tampdo 4cido
acético/acetato de sédio e 4cido citrico/citrato de sédio pH 5,0, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes
no agente neutralizante.

Analisando-se o efeito da adigfio de glicerol nos filmes neutralizados em tampéo
acetato ou citrato pH 5,0, verificou-se que, a presenga de glicerol reduziu os valores do
conteiido de umidade nos filmes, independente do meio de neutralizag@o. No entanto, o efeito
do glicerol no contetido de umidade néo foi estatisticamente significativo (p > 0,05). Segundo
a literatura, os plastificantes sdo responsaveis por modificages nas propriedades fisico-
quimicas dos biopolimeros??+?22, O glicerol, como plastificante, tem a propriedade de
modificar a rede polimérica o que origina regides com maior distdncia intercadeias e,
consequentemente, maior mobilidade, o que promove a adsorgdo de dgua. Isto € devido a

natureza hidrofilica do glicerol que adsorve moléculas de dgua através da formagiio de
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ligagbes de hidrogénio com o plastificante. Estas moléculas de dgua adsorvidas sdo
denominadas 4gua livre?”, ou seja, elas estdo livres na matriz (filme) para se mover ¢
interagir com o plastificante, pois os sitios de ligagdo do polimero (quitosana) estdo ocupados
com glicerol??, A adsorgio de moléculas de dgua pelo filme ¢ dependente do contetido de
glicerol presente em tal, portanto, quanto maior € esse contetido, maior a quantidade de sitios
ocupados com o plastificante. Assim, quantidades elevadas de glicerol no filme déo
preferéncia as interagdes quitosana-glicerol no lugar das interagdes quitosana-agua. Como

consequéncia, maior o conteudo de umidade para o filme.

Contudo, em nosso estudo, observou-se que a adi¢éio de 33% de glicerol nos filmes
neutralizados em acetato ou citrato néio foi suficiente para promover o aumento do conteudo
de umidade. Entdo, este aumento estaria relacionado as interagdes quitosana-dgua presentes
nos filmes. Como se constatou uma redugéio no conteido de umidade para os filmes
plastificados, conclui-se que esta diferenca sutil entre os valores de conteido de umidade
obtidos pelos filmes neutralizados em acetato ou citrato com 0 ou 33% de plastificante, pode
ser devido as interagdes dos grupos hidroxila do glicerol com os grupos hidroxila € amino da
quitosana, o que diminuiu a combinagéio entre os grupos amino do polimero e moléculas de
dgua através das ligagdes de hidrogénio??. Este comportamento estd de acordo com os
valores da espessura dos filmes neutralizados em tampéo acetato ou citrato (Tabela 6.41)
cujos resultados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) com a

adig@io de glicerol.
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Tabela 6.44 - Anilise de Varidncia (ANOVA) de Fator Unico (meio dispersante) para
Comparagiio da Diferenga entre as Médias dos Grupos [conteudo de umidade (%U) dos
filmes de quitosana, concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em écido acético(q) € acido
citrico(aq), com € sem plastificante, € neutralizados em solugéio tampéo acido acético/acetato de
sodio e tampdo acido citrico/citrato de sodio, pH 5,0, durante 24 h] ¢ das Variagdes Intemnas
aos Grupos. Nivel de significdncia: p < 0,05.

Fonte da Varia¢io

Entre os Nos Total Fobs
Grupos Grupos
(efeito (erro)
do fator)
Conjunto Graus de Liberdade 1 10 11
(GL)
% UFA1TAS024 Soma Quadratica 1398,89 3,91 1402,80
%UrciTcsnd (SQ) 3587
Média Quadratica 1398,89 0,39 -
(MQ)
%UrA1P3TAS024 Soma Quadritica 1393 2,70 1395,70
% UFC1p3TCS024 (SQ) 5159
Média Quadratica 1393 0,27 -
MQ)

Fly = 4,96. FA, ¢ FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em 4cido acéticopq € 4cido
citricoeq; P3: plastificante glicerol (33% m/m); TAso € TCso: agente neutralizante, solugdes tampdo 4cido
acético/acetato de sédio ¢ 4cido citrico/citrato de sédio pH 5,0, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes
no agente neutralizante.

A partir da andlise da Tabela 6.44, pdde-se verificar que, tal como para os valores de
espessura dos filmes, o efeito do meio dispersante foi significativo (p < 0,05) para o conteudo
de umidade dos materiais. Os valores de F .5 foram todos menores que o valor critico (Fops <
4,96). Neste caso, o efeito do tipo de acido utilizado na preparacdo dos filmes conduziu a
diferencas significativas (p < 0,05) entre os valores de conteuido de umidade. Pode-se afirmar
que as interagdes entre os anions citrato com grupos amino protonados da quitosana s&o mais
intensas do que as interagdes com anion acetato. Por conseguinte, em comparagéio com filmes
neutralizados em tamp#o acetato, filmes neutralizados em tampéo citrato originaram redes

213

poliméricas mais compactas“~ com menor conteido de umnidade.
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6.3.5. Analise Térmica Simultinea

Tabela 6.45 - Pardmetros termogravimétricos obtidos para os filmes de quitosana, a
concentragdo de 1,1% (m/v), preparados em A4cido acéticonq) ou 4acido citricoq), com
plastificante nos percentuais de 0 e 33% (m/m) e neutralizados em solugdo tampido acido
acético/acetato de sddio ou tampdo acido citrico/citrato de sddio, pH 5,0, durante 24 h.

Cédigo das Estdgio 1 Estagio 2 Estagio 3 Massa
ameostras de filme Residual (%)"
P® Tpub P2 Tp? Tp? P Tps®

FA1TAs024 38 78 18 267 - 13 465 31
FA1P3TAs024 36 76 23 250 - 11 462 30
FCiTCs024 9 160 18 200 240 41 280 32
FCiP3TCs024 10 147 19 204 230 37 280 34

*Percentual de perda de massa em cada estigio (%), > Temperatura de maxima perda de massa (°C) e “Massa residual
a 688 °C. FA, e FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em dcido acéticony ou acido
citriconyy; Pa: plastificante glicerol (33% m/m); TAse € TCse agente neunralizante solugdes tampio dcido acético/acetato
de sédio e 4cido citrico/ciwrato de sédio pH $,0, respectivamente; 24: periodo de imersio (h) dos filmes no agente
neuwalizante.
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Figura 6.7— Curvas de TGA dos Filmes de Quitosana preparados em Acido Acéticoqq) ou Acido
Citricoaq), respectivamente, Solugdo Tampdo Acido Acético/Acetato de Sédio ou Acido
Citrico/Citrato de Sddio, pH 5,0, como Agentes Neutralizantes e Glicerol como Plastificante:
FA; e FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em acido acético(aq)
e acido citricoqq); Ps: plastificante glicerol (33% m/m); TAse € TCse: agente neutralizante
solugdo tampdo acido acético/acetato de sddio e acido citrico/citrato de sodio pH 5,0,
respectivamente; 24: periodo de imerséo (h) dos filmes no agente neutralizante.
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A Figura 6.7 mostra os resultados de TGA dos filmes FA|TAso24, FA(P3TAs024,
FCiTCs024 ¢ FCiP3TCs024. Adicionalmente, a Figura 6.8 exibe a Tp, de cada evento témmico
através de DrTGA. A partir da andlise dos termogramas de TGA e da Tabela 6.45, pode-se
observar que, os filmes FAiTAs5024 ¢ FA{P3TAs24 apresentaram perfis de degradagio
térmica em trés estagios de perda de massa definidos. A andlise térmica mostrou que os filmes
FA1TAs024 iniciaram o primeiro estagio do processo de degradacéio através de desidratagéio,
com P; = 38% e T, = 78 °C. Este evento indicou que os filmes continham agua residual
(dgua livre) fisicamente adsorvida e que sofreu evaporagio a T < 100 °C?26, Segundo a
literatura, a desidratacio®?’ é um fendmeno caracteristico de polissacarideos devido a natureza
hidrofilica e, este resultado corrobora com os valores encontrados de contetido de umidade
para os filmes neutralizados em tamp#o acetato sem plastificante. O segundo estagio exibiu P2
= 18% e Tp2 = 267 °C. Neste caso, o pico a 267 °C estd relacionado a volatilizagdo do

glicerol??®

¢ depolimerizagio das unidades acctiladas e desacetiladas das cadeias de
quitosana??®?3, Para os filmes FA{P3TAs024, a presenga do glicerol deslocou a temperatura
de degradacio de quitosana a uma temperatura menor (de 267 a 250 °C). Este resultado esta
de acordo com Suyatma e colaboradores®!, o que demonstrou que a adiciio de plastificante
glicerol (GLY), etilenoglicol (EG), poli(etilenoglicol) (PEG) ou propilenoglicol (PG),
diminuiu a temperatura de degradaciio (Tae) de filmes de quitosana. Comparando-se a
atuacdo dos plastificantes PEG € GLY com EG ¢ PG, os autores concluiram que PEG ¢ GLY
possuem acdo plastificante superior. Dessa forma, constatou-se que a plastificagdo promove a
cisdo das interagdes polimero-polimero, as quais séio previstas na teoria de plastificagiio de
gel. Em seguida, o terceiro e ultimo estagio de perda de massa apresentou valores de P3=13%
e Tp3 = 465 °C, o que foi consequéncia da formagdo de ligagGes intercadeias (ligagdes

cruzadas entre as cadeias de quitosana) durante os processos de depolimerizagio®°.
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Figura 6.8 — Curvas de DrTGA dos Filmes de Quitosana preparados em Acido Acéticogq) ou
Acido Citricogq), respectivamente, Solugio Tampdo Acido Acético/Acetato de Sédio ou
Acido Ciwico/Citrato de Sédio, pH 5,0, como Agentes Neuwalizantes e Glicerol como
Plastificante: FA, e FCy: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em
acido acéticogaq) € acido citricoqq); Ps: plastificante glicerol (33% m/m); TAse € TCse: agente
neutralizante solugéo tampédo acido acético/acetato de sddio e acido citrico/citrato de sddio pH
5,0, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Os filmes FC TCs024 e FCiP3TCs24, em comparagdo com os filmes FA|TAse24,
FAP3TAse24, apresentaram trés estagios de perda de massa, porém menos definidos. Para os
tilmes FCiTCse24, 0 primeiro estagio mostrou P1 = 9% e Tp1 = 160 °C, o que foi atribuido a
perda de agua de cristalizag@o. No segundo estagio, P> = 18% e Tp2 =200 °C e 240 °C. Este
resultado pode estar associado, respectivamente, a evaporagdo da agua fortemente ligada a
quitosana por ligagdes de hidrogénio e inicio da decomposigéo de quitosana, onde a estrutura
cristalina do material foi conwaida®?. Comportamento semelhante aos filmes FA;P3TAse24
foi verificado para os filmes FCP3TCse24 no que concerne a perda de glicerol. Neste caso, a
temperatura de volatilizagdo do glicerol foi menor (T, = 204 °C) e ocasionou ligeira
modificagio na temperatura de decomposicéo da fase amorfa da quitosana (de 240 a 230 °C).
E, por fim, o ultimo estagio de degradagfio, com uma intensidade superior, apresentou Ps3 =

41% e Tp3 = 280 °C. Os resultados permitiram inferir a ocorréncia de processos como a
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desidratagdo, depolimerizagdo e decomposic¢do pirolitica do esqueleto polissacaridico, como
tal observado nos filmes FAITAse24 ¢ FA|P3T Ase24. Ademais, observou-se a degradagio de

sal citrato de sddio.
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Figura 6.9 — Curvas de DTA dos Filmes de Quitosana preparados em Acido Acéticogq) ou
Acido Citricoqq), respectivamente, Solugio Tampdo Acido Acético/Acetato de Sédio ou
Acido Citrico/Citrato de Sddio, pH 5,0, como Agentes Neutralizantes e Glicerol como
Plastificante: FA; e FCi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados, respectivamente, em
acido acéticoqq) € acido citricoqq); Ps: plastificante glicerol (33% m/m); TAse e TCse: agente
neutralizante solugdo tampdo acido acético/acetato de sddio e acido citrico/citrato de sddio pH
5,0, respectivamente; 24: periodo de imerséo (h) dos filmes no agente neutralizante.

Em relagdo as curvas de DTA (Figura 6.9), para os filmes FA|TAse24 € FAIP3TAse24,
foram observados, no total, trés eventos, dois endotérmicos e um exotérmico. Perfil
semelhante foi encontrado por Balau e colaboradores’”®. Os eventos endotérmicos
corresponderam a evaporagdo da agua residual dos filmes (T = 78 °C) e fusdo do sal acetato
de sodio (T = 325 °C). O evento exotémmico correspondeu a decomposigdo térmica da
quitosana (T = 267 °C). Entretanto, para os filmes FCiTCse24 e FCiP3TCse24, foram
constatados dois eventos, um endotérmico e um exotérmico. O evento endotérmico a T =
212°C, correspondeun ao ponto de fusdo dos filmes e, 0 evento exotérmico a T = 280 °C, a

decomposigdo térmica da quitosana.
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6.3.6. Calorimetria Exploratoria Diferencial
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Figura 6.10 — Curvas de DSC dos Filmes de Quitosana preparados em Acido Acéticoqq) ou
Acndo Citricoca), respectivamente, Solugdo Tampdo Acido Acético/Acetato de Sédio ou
Acido Citrico/Citrato de Sddio, pH 5,0, como Agentes Neutralizantes e Glicerol como
Plastificante. Em preto: primeira curva de aquecimento (DSC convencional). Em azul:
segunda curva de aquecimento (DSC modulado): FA; e FCi: filmes de quitosana a 1,1% (m/v)
preparados, respectivamente, em acido acéticoqq) € acido citricoaq); P3 plastificante glicerol
(33% m/m); TAse e TCse: agente neutralizante solugéo tampdo acido acético/acetato de sddio
e acido citrico/citrato de sddio pH 5,0, respectivamente; 24: periodo de imersdo (h) dos filmes
no agente neutralizante.

A Figura 6.10 apresenta os termogramas de DSC dos filmes FA1TAse24, FAIP3T Ase24,
FCiTCse24 e FC1P5TCse24. De acordo com os resultados de DSC convencional (primeira
curva de aquecimento) dos filmes FA1TAse24 e FAP3TAse24, para ambos, observou-se
apenas um pico correspondente a temperatura de fusdo (Tm) dos filmes. A existéncia deste

234 reforgou, segundo relatado na literatura, a tendéncia de que filmes de

pico de fusdo
quitosana preparados em 4cido acético formam estruturas cristalinas?>>23¢. Para os filmes
FAITAse24, a T foi de 164 °C e a entalpia de tusio (AH), 200 de J g!. Por outro lado, os

filmes FA|P3T Ase24 mostraram valores de AH{ e T de, aproximadamente, 155 °C e de 180 J
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g, respectivamente. Neste caso, observou-se que os filmes com 33% de glicerol exibiram um
decréscimo nos valores de AH € Tm, com um deslocamento para a esquerda da temperatura de
fusdio. Diante disso, os resultados indicaram que o AH e¢ Tm podem estar associados a
cristalinidade dos filmes logo, quanto maiores os valores de AH, maior a cristalinidade de tais
materiais. No presente estudo, o menor valor de AH foi possivelmente resultante da redugéio
da cristalinidade dos filmes FA1P3TAsp24, pois a quantidade de glicerol adicionada a solugéo
de quitosana durante a preparacio dos filmes diminuiu o nimero de dominios cristalinos
nestes filmes. Isto corrobora com os resultados de conteido de umidade (segdo 6.3.4.). A
redugéio do conteido de umidade nos filmes com glicerol pode ter ocasionado a diminuigéo da
cristalinidade dos filmes. Em geral, o conteido de umidade nos filmes € diretamente

proporcional a cristalinidade®’.

Em relacio aos termogramas de calorimetria exploratoria diferencial modulada
(MDSC, que correspondeu a segunda curva de aquecimento) dos filmes FATAs524 ¢
FA1P3TAs024, ndo foi possivel identificar a transi¢io vitrea. Existe uma controvérsia na
comunidade cientifica quanto a identificagio da transicio vitrea na quitosana. Dong>® e
Kittur?>® no identificou a transigdio vitrea através de DSC, no entanto, ha alguns relatos na
literatura que mostram uma variabilidade de valores relacionados & temperatura de transigéio
vitrea (Tg) da quitosana. Esta variabilidade ¢ dependente de varios fatores, tais como o tipo de
acido utilizado no processo de preparacéio, a presenga de plastificantes ou conteudo de

4gua2*®242, Portanto, ndo foi possivel avaliar a presenca de T, nas andlises de DSC.

De acordo com os resultados de DSC convencional para os filmes FCiTCs024 ¢
FCiP3TCs024, néo foi possivel evidenciar qualquer transi¢iio de fase. A partir das curvas de
fluxo de calor reversivel (curvas de MDSC) para ambos os filmes em estudo, ndo foi
identificada a T,. Identificaram-se somente amplas transi¢des endotérmicas no intervalo de
temperatura entre 100 e 200 °C, relacionadas a perda de 4agua de cristalizago.
Adicionalmente, estas transi¢des endotémmicas podem estar relacionadas a fuséio dos filmes ou
transicio de fase (forma cristalina para amorfa)?>2'4, Estas observacdes estdo de acordo com
os resultados apresentados de TGA /DTA-DrTGA (Figuras 6.7, 6.8 € 6.9).
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6.4. CARACTERIZACAO DOS SEGMENTOS DE PELE E FILMES DE QUITOSANA
POS-ENSAIOS DE LIBERACAO IN VITRO

Apoés a avaliagdo das propriedades fisico-quimicas dos filmes (grau de
intumescimento, percentual de solubilizagio em meio acido e em meio alcalino, espessura,
conteido de umidade, percentual de perda de massa e mudanga de fase), foi selecionada a
composi¢do do filme com melhor integridade na estrutura fisica com o proposito de utilizagio
nos ensaios de liberagdo in vitro. Devido aos menores valores de percentual de solubilizagéo e
grau de intumescimento apresentados, a formulagio FC1TCs024 foi escolhida para os ensaios
subsequentes. Pretendeu-se determinar o grau de hidratagdo da pele através do uso do acido
hialurénico - AHggq). Neste caso, foi avaliada a efici€ncia do ativo (do AH(g) no filme) e do
filme de quitosana (em comparagio com a formulagio de gel de Carbopol® com AHg)),
mediante a caracterizagdo dos segmentos de pele por Espectroscopia de Infravermelho com
Refletancia Atenuada (FTIR-ATR) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Além

disso, foram realizadas analises das superficies de peles sem tratamento.

Os resultados a seguir referem-se a aplicagio de filmes FCiTCs024 com tempos de
preparagéo de 1 ou 32 semanas com ou sem AH(q). As imagens dos filmes antes dos ensaios
de liberagdo estdo expostas abaixo (Figura 6.11). Para avaliagdo da interagdo ativo-matriz,

foram realizadas analises de MEV das superficies dos filmes supracitados.

Figura 6.11 - Fotografias dos Filmes FC1TCs024 antes dos Ensaios de Liberaggo in vitro. A
esquerda: filmes testados apds 1 semana de preparagdo. A direita: filmes testados apds 32
semanas de preparagdo.
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6.4.1. Espectroscopia de Infravermelho com Refletincia Atenuada

Na Tabela 6.46 sdo apresentados os resultados de Grau de Hidratagio (GH) dos
segmentos de pele de orelha de porco em fungiio do tempo de preparagiio dos filmes de

quitosana.

Tabela 6.46 - Grau de Hidratagio (GH) da Pele de Orelha de Porco em fungéio do Tempo de
Preparacéio dos Filmes de Quitosana.

Meio de hidratagiio da pele Grau de Hidratagio (GH)
Tempo de preparagio
1 semana® 32 semanas®
Filme de quitosana sem AH(aq) 100,50 + 0,01 101,20 + 0,05
Filme de quitosana com AH(aq) 100,50 + 0,02 100,00 + 0,00

a, b: valores de GH sdo expressos em média + desvio-padrio. Nivel de significincia: p < 0,05; GH dos segmentos de
pele sem tratamento (valor da hidratagio basal da pele): 100,00 + 0,00; GH dos segmentos de pele apos o tratamento
por gel de Carbopol® com AH,,y: 106,80 + 0,07.

Os valores de GH dos segmentos de pele apés o tratamento por filmes FCiTCs024
(tempo de preparagiio de 1 semana) com ou sem AH(qq), sdo apresentados na Tabela 6.46.
Comparando-se 0 GH dos segmentos de pele com tratamento por filmes (contendo ou néo o
ativo) com os das peles sem tratamento, verificou-se que, considerando o periodo curto de
contato do segmento de pele com o filme (t = 10 min), ambas as peles tratadas por filmes
demonstraram um aumento no GH (p < 0,05). Neste caso, a presenga do acido hialurénico no
filme néo alterou os valores de grau de hidratagéio da pele, ou seja, 0 GH dos segmentos de
pele com e sem tratamento com AH(ag), foram iguais. Analisando-se o GH das peles com
tratamento por gel contendo o ativo, em comparagéio com as peles sem tratamento, houve um
maior valor para a formulagéo gel (p < 0,05). Estes resultados confirmam os apresentados por
FTIR-ATR (Figura 6.12). De acordo com Prasch e colaboradores?®®, a hidratacio da pele pode
ser identificada pela relagdio entre a absorbéncia das bandas de amida I ¢ II. Quanto maior a
razdo, maior a hidratagéio da pele. Neste caso, para as peles com tratamento por filmes (com
ou sem acido hialurénico) ou por gel contendo o ativo, houve um aumento no valor da razéo

entre a intensidade das bandas de amida I e II para as peles com tratamento (Ry) em relagéio a
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razdo entre a intensidade das bandas para as peles sem tratamento (R;). Tais bandas de anuda I

1

e II foram encontradas nos numeros de onda de 1645 e 1547 cm™, e correspondeu,

respectivamente, as vibragdes de estiramento do grupo funcional carbonila da amida, v(-C=0)

e de flexdo da amina primaria, v(-NH).

0,11 4
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0,10 1 —— pele com tratamento por fimes sem AH(aq)
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Figura 6.12 - Espectros de FTIR-ATR dos Segmentos de Pele de Orelha de Porco para os
Filmes Testados apds 1 Semana de Preparagio.

Em razéo da semelhanga entre os especwos de FTIR-ATR dos segmentos de pele para
os filmes testados apds o tempo de preparagéo de 1 semana com os espectros para os filmes
testados apds o tempo de preparagéio de 32 semanas, ndo foi demonstrado tal resultado. Com
relagdo a Tabela 6.46, observou-se que os segmentos de pele apds tratamento por filmes
(tempo de preparagio de 32 semanas) sem AHqq), apresentaram aumento no grau de
hidratacdo da pele (p < 0,05). No entanto, para as peles com tratamento por filmes com

AHgq), ndo foi constatada a hidratagéio dos segmentos de pele.
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6.4.2. Microscopia Eletronica de Varredura

Para avaliacio da morfologia da pele de orelha de porco pos-ensaios de liberagéio in
vitro, foram realizadas micrografias d¢ MEV da superficie dos segmentos de pele apds o
tratamento por filmes (tempos de preparagio de 1 ou 32 semanas, com ou sem dacido

hialurénico) ou por gel de Carbopol® contendo o ativo (Figuras 6.13 € 6.14).

Em principio, observou-se que os segmentos de pele apos o tratamento por filmes,
independente do tempo de preparagéio, com ou sem AHag), apresentaram uma superficie com
pelo e células em descamagdo resultante do processo de esfoliagio quimica supostamente
ocasionada pela quitosana, devido a sua propriedade bioadesiva, ou pelo acido citrico, um dos
componentes da solugdo tampdo neutralizante. O mecanismo de acéio pelo qual os o-
hidroxidcidos?* atuam como agentes esfoliantes nfio esta completamente compreendido?#2%,
Segundo a literatura?*72% ¢ sugerido que o 4cido citrico através de quelagiio remova os ions
céalcio das moléculas de caderina, componentes dos desmossomas. A redugéio da concentragéio
dos ions calcio na epiderme promove diminui¢io na coesio dos desmossomas, com
consequente desprendimento das células, o que resulta em descamagdio. A esfoliagio ¢
conhecida por ser benéfica para o envelhecimento da pele, pois induz a proliferagéo celular e
renovagido da camada comea, que exerce a fungiio barreira da pele. Como resultado, ha a

nommalizagdo da coesdo do estrato cdrneo.

Comparando-se as imagens das Figuras 6.13a com 6.13b e 6.14a, acredita-se que os
valores de GH das peles (Tabela 6.46) promovidos pelos filmes (tempos de preparagéo de 1
ou 32 semanas) sem AHgg), foram devido a atuagiio da quitosana como promotora de
penetragiio de moléculas de tamanho pequeno através da pele. Entre as consequéncias, ha o
aumento da permeabilidade do estrato comeo devido ao efeito nas tight junctions localizadas
entre as células epiteliais®*®?*, Neste caso, a hidrataciio das peles apresentadas nas Figuras
6.13b e 6.14a foi ocasionada pelos filmes de quitosana, que promoveu maior abertura das
tight junctions as quais conduziram a difuséio de agua através do estrato comeo. Assim, houve
penetragio de agua através desta camada com aumento nos valores de GH. Logo, o

mecanismo de hidratacio é umectagio ativa.

Em relagio as imagens das Figuras 6.13b e 6.13c, verificou-se que a superficie de pele
tratada com filmes contendo AH(aq) néio sofreu alteragdes significativas em sua morfologia, o

que era esperado, uma vez que tal segmento de pele apresentou GH igual ao da pele tratada
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com filmes sem AH(aq (Tabela 6.46). Neste cendrio, a superficie de pele mostrou apenas
esfoliaglio. Acredita-se que os ions hialuronato, que possui pequena massa molar e
comprimento de cadeia, encontram-se aprisionados na rede polimérica do filme. E
consequéncia das fortes interagdes eletrostaticas entre os sitios aninicos de hialuronato (-

COO) e catidnicos da quitosana (-NH3"), as quais podem ocorrer em todos diregdes?’!

€ que
mantém as moléculas de dgua presas no filme. Dessa forma, ha redugéio da disponibilidade do

acido hialurdnico para hidratar o estrato coreo da pele.

Comparando-se as imagens das Figuras 6.13a e 6.14b observou-se pequena diferenga
na morfologia da superficie da pele da Figura 6.14b, com alguma descamacio celular.
Provavelmente, ocorreu um comprometimento das propriedades do filme testado apds 32
semanas de preparagéio, ja que o GH dos segmentos de pele (Tabela 6.46) ndo apresentou
modificagdo. Neste caso, a adi¢io de acido hialurdnico néio mostrou igual dessmpenho no
processo de hidratagdo da pele tal qual observado para os filmes recém-preparados (Figura
6.13c). Em relagiio as imagens das Figuras 6.14a e 6.14b, verificou-se uma reducéo

significativa na esfoliagéio da pele.

Analisando-se as imagens das Figuras 6.13a e 6.14c, para a superficie do segmento de
pele apds tratamento com gel de Carbopol® contendo o ativo, ndo foi possivel evidenciar a
esfoliagio. Apenas foi observado um revestimento desta superficie, proporcionado,
provavelmente, pela formulagio gel. Ademais, as micrografias mostraram uma redugéio no
tamanho de seus sulcos devida & hidratagéio da pele. Portanto, o0 mecanismo de hidratagéio ¢

umectagio somado ao de umectacio ativa.
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Figura 6.13 - Micrografias de MEV das Superficies de Pele de Porco Pds-Ensaios de
Liberagdo in vitro: (a) e (a’) pele sem tratamento; (b) e (b’) pele com tratamento por filmes
FC1TCse24 sem AHgq); (c) e (c’) pele com tratamento por filmes FC1TCse24 com AHgg).
Todos os filmes foram testados apds 1 semana de preparagio.
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Figura 6.14 - Micrografias de MEV das Superficies de Pele de Porco Pds-Ensaios de
Liberagio in vitro: (a) e (a’) pele com tratamento por filmes FC1TCse24 sem AHug; (b) e (b%)
pele com tratamento por filmes FC1TCse24 com AHgg); (c) € (¢’) pele com tratamento por gel
de Carbopol® contendo AH. Todos os filmes foram testados apds 32 semanas de preparagio.



141

A partir da analise das micrografias das Figuras 6.15a e 6.15b observou-se que os
filmes testados apds 1 semana de preparagéo, sem o acido hialurénico, caracterizados antes e
apos os ensaios de liberagdo, mostraram superficie lisa, homogénea € compacta, com uma
estrutura densa, o que confirmou uma boa agrega¢io das macromoléculas. A imagem
referente a Figura 6.15c, apresentou na superficie a presenga de dominios, possivelmente as
cadeias poliméricas do fon hialuronato aprisionadas no filme, o que corroborou com os

resultados de GH (Tabela 6.46) e MEV (Figura 6.13) dos segmentos de pele.

= T ——
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(b) ampliacédo 3000 x (c) ampliacdo 3000 x

Figura 6.15 - Micrografias de MEV das Superficies dos Filmes de Quitosana: (a) filmes
FCiTCs024 antes dos ensaios de liberagéo; (b) filmes FCiTCs024 apds os ensaios de liberagdo
sem AHg) € (c) filmes FC1TCs024 ap6s os ensaios de liberagéio com o AH(aq). Todos os filmes
foram testados apds 1 semana de preparagio.



142

As micrografias das Figuras 6.16a e 6.16b mostraram que néo s6 os filmes testados
apos 1 semana de preparagio, sem o acido hialur6nico, caracterizados antes € apds os ensaios
de liberagdo, mas também os filmes testados apds 32 semanas de preparagdo, apresentaram
superficie lisa, homogénea e compacta, com uma estrutura densa, o que confirmou uma boa
agregacdo das macromoléculas. Em relagdo a imagem da Figura 6.16c, observou-se na
superficie, maior separagio de fases e desagregacdo, possivelmente decorrente da maior
interagdo entre os sitios catidnicos da quitosana € os ions hialuronato do ativo que se
desprenderam da superficie do filme. Logo, estes resultados estdo de acordo com os valores

de GH (Tabela 6.46) e MEV (Figura 6.14) dos segmentos de pele.

(a) ampliacgéo 3000 x

16kU X3, boa Sam

(b) ampliacédo 3000 x (c) ampliacdo 3000 x

Figura 6.16 - Micrografias de MEV das Superficies dos Filmes de Quitosana: (a) filmes
FCiTCs024 antes dos ensaios de liberagéo; (b) filmes FC1TCs024 apds os ensaios de liberagio
sem AHqq) € (c) filmes FCiTCs024 ap6s os ensaios de liberagdo com o AHgq). Todos os
filmes foram testados apds 32 semanas de preparagdo.
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7. CONCLUSOES

Os resultados desta tese mostraram que os filmes de quitosana a 1,1% (m/v)
preparados em solugéio aquosa de dcido citrico, sem glicerol, neutralizados em tamp#o citrato
pH 5,0 durante 24 h e testados apds 1 semana de preparagéio, apresentaram melhor
biocompatibilidade com a pele humana e integridade em sua estrutura fisica para utilizagéio
como matrizes para aplica¢éio na liberagéio de acido hialurénico através de um modelo in vitro
de pele de orelha de porco. Neste caso, o efeito do meio dispersante foi fundamental para
avaliagio da estabilidade fisica desses filmes. Estas formulagdes apresentaram menor valor de
grau de intumescimento ¢ de percentual de degradacio em meio acido e alcalino. O
intumescimento - capacidade de retengéio de agua - foi resultado da alta compactacio da rede
polimérica do filme e o menor valor de percentual de solubilizagio em meio acido e alcalino
foi decorrente da presencga de acido citrico na composigéio do filme, o qual originou interagdes
i6nicas entre os componentes negativamente e positivamente carregados da quitosana, o que

dificultou a dissolug#io do filme.

Filmes neutralizados em tampio citrato pH 5,0 ¢ preparados sem glicerol, segundo
resultados de calorimetria exploratéria diferencial, apresentaram transi¢cdes endotémmicas
amplas no intervalo de temperatura 100-200°C referentes a perda de agua de cristalizagéio. De
acordo com os resultados de analise termogravimétrica, tais filmes apresentaram trés estagios
menos definidos de perda de massa. O primeiro estagio mostrou um percentual de perda de
massa de ~9%, o que indicou uma elevada interagio com agua, caracteristica importante para

a aplicagdio cosmética.

Técnicas de espectroscopia de infravermelho com refletdncia atenuada e microscopia
eletronica de varredura foram aplicadas para investigar o efeito do filme sobre um modelo de
pele de porco. Segundo tais técnicas, segmentos de pele tratados com filmes neutralizados em
tampio citrato pH 5,0 e preparados sem glicerol, contendo ou néo acido hialurénico, mostrou
um aumento significativo no grau de hidratagiio, em comparagiio com segmentos de pele sem
tratamento. Logo, o tempo de preparagdo foi um fator positivo neste resultado. Ambas as
amostras de pele mostraram descamaciio do estrato comeo resultante do processo de
quimioesfoliagio e hidratagio dentro de 10 min. A quimioesfoliagio ocorreu devido as

propriedades bioadesivas dos filmes de quitosana ¢ pela presenga de dacido citrico,
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componente da solugiio tampio neutralizante. Na presenga do acido hialurénico, néo foi

observado nenhum efeito de hidrataggo.

No entanto, o gel de Carbopol® contendo acido hialurénico mostrou hidratagéio muito
superior aos filmes, provavelmente devido ao maior teor de agua transferida para a pele e a
propriedade filmogénica dos géis. Neste cendrio, o acido hialurdnico interagiu menos com o
componente anidnico do gel de Carbopol®, portanto o ativo tornou-se mais disponivel para
promover a hidrataciio dos segmentos de pele e a redugéio dos sulcos conforme observados
nas micrografias. Assim, a adi¢do de ativos como o acido hialurénico em excipientes
anidnicos foi mais apropriada para favorecer a interagio do ativo com a pele, em comparagio

com excipientes catibnicos, como a quitosana.

Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie dos filmes evidenciaram
a presenca de dominios de separacio de fase decorrentes das interagdes entre quitosana e
acido hialurénico. Com o aumento do tempo de preparagiio dos filmes, esta segregacéio foi

mais acentuada.

Assim, pode-se afirmar que os filmes de quitosana a 1,1% (m/v) preparados em
solugdio aquosa de acido citrico, sem glicerol, neutralizados em tamp#o citrato pH 5,0 durante
24 h ¢ testados apés 1 semana de preparaOgiio, devido a maior integridade fisica,
biocompatibilidade e efeito esfoliante da quitosana e acido citrico, possuem um potencial de

aplicagéio para utilizagéio como filmes para esfoliagio da pele humana.
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ANEXOS

ANEXO A — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DE FATOR UNICO

A Anilise de Varidncia (ANOVA) ¢€ um teste estatistico utilizado para verificar a existéncia
de diferenca entre as médias de duas ou mais populagdes!?. Neste caso, as diferengas entre as
médias populacionais sdo avaliadas através da comparagdio das varidncias. Em relaciio a
ANOVA de fator unico, ha a comparagéio da variabilidade das observagdes entre os diferentes
niveis (grupos) de um fator com aquelas dentro dos niveis do fator. Neste trabalho, um
exemplo de fator estudado para avaliagdo da porosidade dos filmes de quitosana, foi o
percentual de plastificante (% m/m) adicionado as solugdes filmogénicas. Como niveis deste
fator, sdo citados os diferentes valores absolutos de percentual de plastificante, 0, 13 ou 33%
(m/m), adicionados a tais solugdes. Por sua vez, cada avaliagiio estatistica realizada constituiu

um conjunto.

O teste estatistico utilizado pela ANOVA ¢ o teste F com valor calculado de acordo com a
equacdo 1:
MQF

F=M_QE (1)

onde MOF ¢ MQE correspondem, respectivamente, ao valor médio quadratico da diferenca
entre as médias devido aos niveis do fator e ao erro aleatorio. Tais valores séo obtidos a partir
das equagdes 2 € 3:

SQF

MOF =17

(2)

onde SOF ¢ o valor equivalente a soma dos quadrados devido ao fator; /— 7 = ;, 0o nimero

de graus de liberdade considerando os 7 niveis do fator analisado.

SQE

MQE = +— 3)

1. Skoog, D. A.; West, D. M.; Holler, F. J.; Crouch, S. R. In Fundamentos de Quimica Analitica; Skoog, D. A. (Edt.); Pioneira Thomson
Leaming: S#o Paulo, 2005, p. 148.

2. De Muth, J. E. In Basic Statistics and Pharmaceutical Statistical A pplications; De Muth, J. E. (Edt.); Taylor & Francis: New York, 2014,
p. 201
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onde SQF corresponde & soma dos quadrados devido ao erro; N— 7 = 2, o nimero de graus

de liberdade considerando um total de N observagdes para os 7 niveis do fator.

Para o célculo de SOF e SOE, sdo utilizadas as equagdes 4 € 6 a seguir:

SQF = ny(X;-Xg)? + ny(X2— X)) +ng(Xs—Xg)* + ... +ny(X1— X 4)

com ny, n2, n3, nr. valor referente ao tamanho (nimero de repeti¢des) em cada nivel;
X1, X2,X3, X1 valor correspondente 3 média amostral (estimador da média populacional);

X¢: valor equivalente 2 média global. E obtido a partir da equagdo 5:

Xe = ny(X1)? + npy(X)? +ma(Xs)? + ... + myX)? (5)
N
SQE = (n, — 1)s? + (ny — 1)s3 + (n3 — 1)s? +... + (n; — 1)s? (6)

onde s? refere-se & varidncia da amostra para cada nivel analisado.

Para um dado conjunto de resultados obtidos através de um tratamento experimental,
considera-se que tal conjunto apresenta significincia estatistica (rejeigdo a hipotese nula Hy)
com a. = 0,05, se FY5 > FY}(1 — o), ou seja, s€ Fobservado(Fobs) > Feritico. Altemativamente, é
possivel considerar a significincia estatistica de um conjunto de resultados ao nivel o se o p-

valor < 0,05.

Teste para Comparagdo entre Duas Médias — Teste de Tukey: Apos a aplicagio do Teste F e
a constatacéio da existéncia de significancia estatistica em um dado conjunto de resultados,
utiliza-se o Teste de Tukey® para determinar, exatamente, quais médias sdo diferentes. Neste
caso, inicialmente € calculada uma diferenga denominada diferenga menos significativa
(DMS). Em seguida, ¢ avaliada a diferenca entre cada par de médias e comparada com a DMS.
Se o valor absoluto da diferenga entre cada par for igual ou maior que a DMS, pode-se afirmar
que as duas médias sdo estatisticamente diferentes. O valor de DMS € calculado segundo a

equagdo 7:

3. Vieira, S.; Hoffmann, R. In Estatistica Experimental; Vieira, S.; Hoffmann, R. (Edts.); Atlas: S&o Paulo, 1989, p. 175.
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DMS =g /MH—QE (7
I

onde g é o valor da amplitude total “studentizada” (studentized range) tabelada por Tukey. E

fungdio do numero total de niveis (/) € dos graus de liberdade devido ao erro aleatorio ( 2).
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ANEXO B - AVALIACAO DA POROSIDADE EM FILMES POLIMERICOS DE
QUITOSANA

A porosidade de um material foi definida pela relagio entre o volume ocupado por poros
(espago vazio) € o volume total. O principio do Teste de Porosidade foi determinar o espago
vazio existente no interior do filme através da sua imersio em uin mau solvente para as

macromoléculas que o compdem’,

Assurnindo-se que néio existe miscibilidade entre polimero e solvente, o ganho de massa foi
unicamente decorrente do preenchimento dos poros. Dessa forma, o heptano foi escolhido
para a realizacfio dos testes, pois as interagdes intermoleculares predominantes no sistema
binario quitosana-heptano (for¢cas de Van der Waals) apresentam intensidade inferior ao
sistema quitosana-quitosana ou heptano-heptano (o pardmetro de Flory-Huggins?, ¢ maior
que 0,5 para o sistema quitosana-heptano, o que representa a imiscibilidade de

hidrocarbonetos com biopolimeros como a quitosana).

Neste trabalho, o Percentual de Volume dos Poros (%V),) ou Percentual de Porosidade do

filme (% P) foi calculado conforme a equacéo abaixo:

Whep

Phep
—_— %100
Whep , Wra (1)
Phep Prit

%V, ou %P =

onde: Wi € 0 valor correspondente 4 massa de heptano contida nos poros da pega de filme;

hep, @ massa especifica do heptano; Wp, o valor referente & massa da pega de filme seco (sem
preenchimento dos poros com heptano) € g, a massa especifica do filme. O denominador
representa o volume total da peca de filme (volume dos poros, representado por Whep/ sep +

volume do filme desconsiderando os poros, representado por Wgi/ g1).

1. Tomedi, J. Desenvolvimento de matriz extracelular tempordria para génese de mucosa urotelial. Dissertaco de Mestrado, Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais, UFRGS, 2011.
2. Flory, P. J.; In Principles of Polymer Chemistry, Flory, P. J. (Edt.); Comell University Press: Ithaca, 1953, p. 497.
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ANEXO C - PROTOCOLO BASICO PARA PREPARACAO DE AMOSTRAS
BIOLOGICAS PARA MEV:

ETAPA 1 - FIXACAO

A primeira etapa do processo de preparacio de amostras biologicas para MEV (Fixag#o) €
considerada a mais importante ja que € nesta etapa que o material bioldgico, sob o efeito do
fixador, mantém as caracteristicas da forma viva, além de deixar o tecido mais rigido livre de
quaisquer processos de degradagio bioquimical. A rigidez tecidual é essencial na
integridade da superficie do material biolégico a qual deve ser preservada durante a utilizagio
do Equipamento de Ponto Critico € do Microscopio Eletronico de Varredura. Dentre os

fixadores utilizados para MEV, o ideal € o glutaraldeido em solugio 25% (m/v).

A fixagio dos materiais biologicos (segmentos de pele suina) foi realizada pelo método de
imersdo, imediatamente apds os ensaios de liberacdio in vitro. Estes materiais foram
acondicionados em geladeira por um periodo de 15 dias (tempo necessério para a ocorréncia

da fixac#o).

A composigdo da solugdo fixadora esta descrita abaixo:

Glutaraldeido em solugéo 25% (m/v) 1,2 mL
Solugdo tampdo fosfato (0,2 M), pH 7,4 5,0mL
Agua deionizada 3,8mL

ETAPA 2 - LAVAGEM

Apos a fixagdo, os materiais foram lavados em solugéio diluida de tampéo fosfato para retirar
o excesso de fixador e acondicionados em caixa com silica até a etapa seguinte, conforme

descrita abaixo:

Solugdo tampdo fosfato (0,2 M) + agua deionizada ------------—----—- proporgéo 1:1 (v/v)

Quantidade e intervalo de tempo de cada lavagem 3 x (30 min/lavagem)

1. Migneault, I.; Dartiguenave, C; Bentrand, M. J; Waldron, K. C. Behavior in Aqueous Solution, Reaction with Proteins and Application to
Enzyme Crosslinking. Biotechniques 2004, 37, 790.

2. Nimni, M. E. Glutaraldehyde Fixation Revisited. J. Long-Term Eff. Med. 2001, 11, 151.

3. Hopwood, D. Theoretical and Pratical As pects of Glutaraldehyde Fixation. Histochem. J. 1972, 4,267.
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ETAPA 3 - DESIDRATACAO

Durante esta etapa, os materiais foram desidratados de forma lenta e gradual em solugdes
aquosas de acetona. A composigdo destas solugdes e o periodo de desidratagiio dos materiais

estio descritos abaixo:

Acetona 30% 10 min
Acetona 50% 10 min
Acetona 70% 10 min
Acetona 90% 10 min
Acetona 90% 20 min
Acetona 100% 10 min
Acetona 100% 20 min

ETAPA 4 - DESSECACAO

Ap0s a completa desidratagio dos materiais (pos-desidratagio em acetona 100%), estes foram
dessecados no Equipamento de Ponto Critico, Critical Point Dryer da marca Balzers, modelo
CPD 030. A dessecacdo foi efetuada em didxido de carbono’.

ETAPA §— METALIZACAO

Logo ap6s a dessecagdo dos materiais, estes foram colocados em stubs para a etapa final de
metalizac@io. O recobrimento da superficie foi feito com mistura ouro/carbono. A metalizagéo
foi realizada no equipamento Sputter Coater da marca Balzers, modelo SCD 050 por um
técnico responsavel do CME/UFRGS.

5. Gruber, D. Sample Preparation Critical Point Drying. Disponivel em:
http://www leica.microsystems.com/fileadmin/academy/2013/WF_Critical Point Drying 07_13.pdf. Acesso em: 2015, sept 18.
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