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RESUMO

Este estudo tem como objetivo geral a modificagdo do biopolimero quitosana
com o poli(succinato de butileno) (PBS) para obtencdo de um copolimero
quitosana-PBS, que permitira seu uso como sistema de liberacdo do farmaco
oxaliplatina, Util para o combate ao cancer colorretal. O cancer é a segunda
doenca com o maior indice de mortalidade no mundo, atrds apenas das
doencas cardiovasculares. Trata-se de uma doenca de alta complexidade e de
dificil prevencdo, uma vez que suas causas podem estar relacionadas a
diversos fatores. Os tratamentos disponiveis atualmente possuem muitos
efeitos colaterais, existindo com isso a necessidade de novos e melhores
tratamentos para a doenca. Dentre as novas técnicas pesquisadas destaca-se
0 uso de polimeros para liberacdo controlada de farmacos. Entre estes
polimeros a quitosana e o poli(succinato de butileno) vém ganhando destaque
em aplicagcbes biomédicas. A quitosana e o PBS sdo polimeros de grande
destaque na area biomédica/farmacéutica devido as suas propriedades, tais
como, biodegradabilidade, biocompatibilidade, atoxicidade e mucoadesividade.
A combinagéo dos polimeros tende a melhorar suas propriedades individuais.
O presente trabalho apresenta a metodologia usada para a modificacdo da
quitosana com o PBS. As amostras obtidas foram caracterizadas por
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier, Analise
Termogravimétrica, Difracdo de Raios X, entre outras. Os resultados obtidos
permitiram provar a obtencdo do copolimero e avaliar algumas de suas
propriedades, tais como seu grau de cristalinidade e sua temperatura de

degradacéo.

Palavras-chave: Quitosana, Poli(succinato de butileno), Modificacao,

Polimerizacao interfacial



ABSTRACT

The aim of this study was to modify the chitosan biopolymer with poly(butylene
succinate) (PBS) to obtain a chitosan-PBS copolymer and capsule formation
with the chitosan-PBS copolymer, which will allow its use as a system for the
release of oxaliplatin, a useful drug in the treatment against colorectal cancer.
Cancer is the second disease with the highest mortality rate in the world, behind
only cardiovascular diseases. It is a disease of high complexity and difficult to
prevent, since its causes may be related to several factors. Currently, the
available treatments have many side effects, and there is a need for new and
better treatments for this disease. Among the new techniques researched the
use of polymers for drug release stands out. Among polymers, chitosan and
poly(butylene succinate) have been gaining prominence in biomedical
applications. Chitosan and PBS are a major polymer in the biomedical /
pharmaceutical area due to their properties, such as, biodegradability,
biocompatibility, toxicity and mucoadhesiveness. The combination of the
polymers tends to have their individual properties. In the present work the
methodology used for the characterization of pure chitosan, synthesis and
characterization of PBS and the methodology used in the modification of
chitosan with PBS is presented. With the use of characterization techniques,
such as Fourier transform infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis, X-
ray diffraction, among others, it was possible to verify the obtaining of the
copolymer and to evaluate some of its properties such as its degree of

crystallinity and its degradation temperature.

Keywords: Chitosan, Poly (butylene succinate), Modification, Interfacial

polymerization
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma doenca cuja incidéncia e prevaléncia atinge proporgdes
alarmantes, estabelecendo-se, hoje, como um problema mundial, sendo a
segunda maior causa de mortes no mundo. Estima-se que por volta de 2030
ocorrerdo 27 milhGes de casos incidentes de cancer e 17 milhdes de mortes.
Com relacdo ao Brasil, a estimativa para o biénio 2016-2017, aponta a
ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer e sendo responsavel por
mais de 100.000 mortes por ano (WHO, 2015). Trata-se de uma doenca
multicausal e de dificil tratamento (WHO, 2015). Entre as caracteristicas do
microambiente tumoral uma de relevancia para o presente estudo é seu pH
acido, uma consequéncia da glicolise, processo de conversao da glicose em
piruvato, que na auséncia de oxigénio converte o piruvato em lactato, para
producdo de ATP (adenosina trifosfato). A alta taxa de acido latico cria um
ambiente &cido, o que beneficia a selecdo de células mais agressivas e
invasivas (WHO, 2015).

Os tratamentos mais comuns envolvem cirurgias, o uso de
medicamentos e radiacdo ionizante, sendo comum a combinac¢do de mais de
uma técnica. Contudo o tratamento do céncer estd quase sempre ligado a
fortes efeitos colaterais, pois as técnicas atuais possuem baixa citoseletividade,
ou seja, também prejudicam células saudaveis do paciente e esta caracteristica
ser torna um fator limitante de tratamento (SCHROEDER et al., 2011).

A busca por tratamentos mais eficientes contra o cancer vem sendo
muito estudado. O presente estudo aborda o uso de polimeros (quitosana e
poli(succinato de butileno) para a liberacdo controlada da oxaliplatina, farmaco
atil no tratamento do cancer colorretal.

A quitosana é um biopolimero natural, de baixo custo, biocompativel,
conhecida como um biomaterial devido as suas propriedades de
biodegrabilidade, ndo-toxicidade e bioatividade (SHUKLA, Sudheesh K. et al,
2013). Devido a presenca de grupos amino em sua estrutura quimica a
quitosana € insoluvel a pH neutro e alcalino, porém é soltuvel a pH acido. Sua

estrutura macromolecular possibilita diversas modificagbes quimicas (SHUKLA,
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Sudheesh K. et al, 2013; LARANJEIRA, Mauro, 2009; VIVEK, R. et al, 2013;
ELGADIR, M. Abd et al, 2014; AZHAR, Fahimeh Farshi, 2014).

Por sua vez, o PBS & um poliéster alifatico, sintetizado a partir da
policondensacdo do acido succinico com o 1,4-butanodiol. Ele foi descoberto
em 1990 e desenvolvido e comercializado pela Showa High Polymer (Japao)
com o nome de Bionolle. O PBS é um termopléstico semicristalino com ponto
de fusdo cristalina na faixa de 90 a 120°C e temperatura de transicao vitrea
entre -45 a -10°C (Vroman, 2009).

Ambos polimeros sdo ndo toxicos, biocompativeis e biodegradaveis,

possuindo potencial para serem aplicados na liberacdo de farmacos.
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2 OBJETIVOS
O objetivo geral deste trabalho € a modificagdo do biopolimero quitosana
com o poli(succinato de butileno) através de uma polimerizag&o interfacial para
a obtencdo de um copolimero quitosana-PBS, util para a liberacdo de

oxaliplatina.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para isso, alguns objetivos especificos devem ser atingidos:
Caracterizacdo da quitosana pura.
Sintese e modificagdo do PBS com TDI
Caracterizacao do copolimero.

Inserir a oxaliplatina no copolimero

2.2 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo estrutura-se em seis capitulos além da
bibliografia consultada. O primeiro capitulo introduz brevemente um panorama
a respeito do cancer e o do crescente uso de polimeros na area biomédica. No
segundo capitulo sdo apresentados os objetivos almejados no presente estudo.

No terceiro capitulo é feita uma revisdo bibliografica dos principais
tépicos relacionados ao trabalho. No quarto capitulo é feita a relacdo dos
materiais utilizados e a descricio das metodologias utilizadas para
determinacdo da massa molar viscosimétrica, na sintese do PBS e na
modificacdo da quitosana com PBS, além das técnicas de caracterizacdo
empregadas. No quinto capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados
das caracterizacdes. No sexto capitulo constam as conclusées do trabalho
embasando-se nos resultados obtidos. No sétimo capitulo sdo feitas sugestdes
para trabalhos posteriores.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER

E chamado de cancer um conjunto de mais de 200 doencas que tem por
caracteristica a multiplicagcdo descontrolada de células anémalas. Ha uma
grande variedade nos tipos de cancer, decorrentes da grande variedade de
tecidos no corpo (ROSA, et al, 2015).

3.1.1. Patogénese

Nosso organismo € composto por células que se reproduzem por meio
de um processo chamado divisdo celular. Em condi¢cdes normais, esse
processo é ordenado e controlado, sendo também responsavel pela formacao,
crescimento e regeneracdo dos tecidos do corpo. Contudo, ha situacdes, nas
quais estas células sofrem um processo chamado carcinogénese e assumem
caracteristicas diferentes das células normais (ROSA, et al, 2015; WHO, 2015).

O processo de carcinogénese, normalmente ocorre lentamente, podendo
levar varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e se torne um tumor
visivel. E um processo lento e complexo caracterizado por inimeras alteracées
genéticas que favorecem a neoplasia, sendo dividida em diferentes fases
denominadas de iniciacdo, promocao, progressao (WHO, 2015).

A fase iniciacdo da carcinogénese é caracterizada pela exposicdo da
célula normal aos carcinégenos que podem ser carcinogénicos fisicos, tais
como radiacdo ultravioleta e ionizante, substancias quimicas cancerigenas, tais
como amianto, componentes do fumo do tabaco, aflatoxina (um contaminante
alimentar) e arsénio (um contaminante da agua potavel) e cancerigenos
bioldgicos, tais como infeccbes de certos virus, bactérias ou parasitas (WHO,
2015).

A fase seguinte é a promocao, onde existe proliferacdo dos clones
celulares e acumulo de novas alteragbes génicas. A fase de progressdo se
caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células
alteradas, de tal forma, que nesse estagio o cancer ja esta instalado, evoluindo

até o surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca. (ROSA, et
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al, 2015; WHO, 2015). A Figura 1 mostra uma ilustragdo do processo de

carcinogénese.

Figura 1. Processo de carcinogénese

Iniciacéo Promocéo
o O Promeracao Prollterag 0
s celular celular (@)
Normal
Progressao
Proliferag3o
celular

Cancer

Fonte: WHO (2015, p. 2)

O microambiente tumoral possui propriedades que o diferencia dos
tecidos normais, tais como a diversidade celular e de citocinas, que permitem
que o tumor tenha autossuficiéncia em seu desenvolvimento. Isto é propiciado
pelas interacdes entre células geneticamente alteradas, células do sistema
imune, fibroblastos, células endoteliais, citocinas produzidas por essas células
ou provenientes da periferia através dos novos vasos (WEIS, et al., 2011).
Devido a sua singularidade, o microambiente tumoral vem sendo estudado
para melhor compreensdo do desenvolvimento tumoral e para desenvolvimento
de novas terapias contra o cancer (ROSA, et al, 2015).

O céancer € responsavel por aproximadamente 20% de todas as mortes
que ocorrem em paises economicamente desenvolvidos e 10% nos paises
considerados de baixa renda. O crescimento na incidéncia de cancer deve
principalmente ao aumento da idade populacional e a maior exposicdo a
fatores de risco como o tabagismo, alcoolismo, dietas nutricionalmente pobres,
obesidade, sedentarismo, infeccdes e poluicdo do ar. O tabagismo € o fator de
risco mais importante para o cancer, causando cerca de 20% das mortes por

cancer global e cerca de 70% das mortes por cancer de pulmédo. Em muitos
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paises de baixa renda, até 20% das mortes por cancer sao devidas a infeccao
pelo VHB e HPV (Petersen, 2009).

3.1.2 Cancer Colorretal

O cancer colorretal € um dos mais comuns no mundo, sendo que
metéstase pode ser desenvolvida por metade dos pacientes e o progndstico é
pobre. O cancer de célon e reto é considerado uma doenga do “estilo de vida”,
assim a incidéncia é maior em paises com habito alimentar rico em consumo
de carnes vermelhas e carnes processadas, pouca ingestédo de frutas, legumes
e verduras, alta prevaléncia de obesidade e sobrepeso, inatividade fisica,
consumo de alcool e tabagismo. Estudos apontam que o consumo de
alimentos ricos em fibras, como frutas, hortalicas, cereais integrais, feijdes e
sementes, assim como a pratica regular de atividade fisica sdo considerados
fatores contra a doenca. Tanto na incidéncia quanto na mortalidade, observa-
se aumento nas taxas com o avancgo da idade (WHO, 2015).

Dentre os principais sintomas do cancer colorretal estdo: sangramento
retal, anemia, mudanca no habito intestinal (diarreia ou prisédo de ventre), perda
de peso e dor abdominal. O diagndstico é realizado por meio da biopsia
durante a colonoscopia e o estadiamento € realizado por meio do exame fisico,
das tomografias de toérax, abdome e pelve e dosagem do antigeno
carcinoembrionario (Sociedade Brasileira de Cancerologia, 2011).

O tratamento do céancer colorretal, de um modo geral, depende do
estadiamento clinico do tumor no momento do diagnéstico, podendo ser
tratamento cirdrgico associado ou ndo a quimioterapia (André et al., 2004). O
tratamento quimioterapico, mesmo quando instituido com intuito paliativo, tem
demonstrado um aumento na sobrevida dos pacientes e melhora da qualidade
de vida dos mesmos (André et al., 2004; Sociedade Brasileira de Cancerologia,
2011).

Dentre os protocolos clinicos existentes para o tratamento deste tipo de
cancer, alguns incluem o uso da oxaliplatina como monoterapia ou em
associacdo (FOLFOX, XELOX, CAPOX, FLOX) (André et al., 2004).

A oxaliplatina pertence a uma nova classe de sais da platina, na qual o

atomo central de platina €é envolvido por um oxalato e um 1,2-
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diaminociclohexano (dach) em posicao trans. A OXL € um analogo da platina
diaminocicloexano de terceira geracdo com significante atividade no cancer
colorretal, comumente utilizado em combinagdo com o 5-FU e LV. Seu
mecanismo de acdo consiste na formacdo do complexo diamina-platina que
reage com agua e interage com o DNA celular, resultando em ligacdes inter e
intracadeias tendo como consequéncia a desnaturacao local da cadeia de DNA
(De Gramont et al.,, 2000; André et al., 2004) A cinéticade ligacdo
da oxaliplatina com o DNA é rapida, ocorrendo no maximo em 15 minutos.

O fator dose-limitante da oxaliplatina € a neurotoxicidade que é
cumulativa e normalmente reversivel. Dentre os efeitos tdxicos mais comuns
durante o tratamento estdo a mielossupressdo, hauseas, vOmitos,
nefrotoxicidade e neuropatias periféricas, a toxicidade neurossensorial,
disestesia desencadeada pelo frio e parestesia sem dor foram alguns dos
sintomas mais observados. Além dos sintomas citados, diarreia est4 entre os
efeitos agudos. Dessa forma, encontrar alternativas que auxiliem no manejo e
prevencao dos efeitos toxicos e adversos causados por essa substancia, sem
alterar sua efetividade, contribuem para a melhora na qualidade de vida dos
pacientes e no tratamento como um todo (AVISA, 2009). A Figura 2 mostra a

estrutura quimica da oxaliplatina.

Figura 2. Estrutura quimica oxaliplatina
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Fonte: Anvisa, 2009.

3.1.3 Tratamento

O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia, imunoterapia,
radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula 6ssea. O tratamento
possui como objetivo a curar da doenca ou o prolongamento da vida do
paciente, melhorando sua qualidade de vida. Alguns dos tipos de cancer mais
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comuns, como cancer de mama, de colo uterino, bucal e colorretal ttm maiores
taxas de cura quando detectados precocemente e tratados de acordo com as
praticas recomendadas (Devita, V.T, et al., 2005).

Cerca de 90% dos tratamentos incluem terapias combinadas e a técnica
mais amplamente usada € a quimioterapia. Este tratamento consiste na
administracdo de quimiotergpicos, que constituem um grupo de
aproximadamente 300 drogas que atuam ao nivel celular para impedir o
crescimento das células mutantes. As primeiras observacfes de agentes
quimioterapicos ocorreram em meados de 1940, com mostardas nitrogenadas.
Porém, apenas na década de 1960 compostos de platina foram descobertos,
como a carboplatina e oxaliplatina, estes sendo usados até hoje. (HARBECK,
2012; SCHROEDER et al., 2011).

No entanto a quimioterapia apresenta diversos efeitos colaterais ao
paciente. Entre os principais problemas da quimioterapia destaca-se a alta
toxicidade sistémica, pois tais moléculas ndo possuem acdo seletiva sobre
células tumorais e a ndo seletividade obriga a aplicacdo de altas dosagens e
concentracbes, promovendo diversos efeitos colaterais ao paciente
(SCHROEDER et al., 2011).

Novas formas de terapias vem sendo estudadas e desenvolvidas na
busca de melhorar a eficacia dos tratamentos e diminuir os efeitos colaterais.
Neste contexto, varios estudos tém se baseado em tratamentos com menos
efeitos colaterais. A exemplo disso, temos as terapias nutricionais que utilizam
a administracdo concomitante de nutrientes antioxidantes [vitaminas A (retinol),
C (acido ascorbico) e E (B-tocoferol)] e drogas antineoplasicas, uma vez que
as interacdes entre 0s quimioterapicos e as vitaminas antioxidantes promovem
a potencializagdo do mecanismo de acdo do farmaco, resultando em
diminuicdo do tamanho do tumor com producdo de menores efeitos colaterais,
melhoria da qualidade de vida dos pacientes oncolégicos e maior tempo de
sobrevida (DOS SANTOS, 2001).

Ha& décadas, diferentes sistemas poliméricos sdo estudados para a
liberacdo controlada de farmacos e proteinas, sendo que diversos polimeros ja
sao liberados para serem utilizados como excipientes na rotina farmacéutica
em diversas fungbes, dentre elas agentes de liberacdo controlada,

emulsificantes, estabilizantes, agentes de suspenséo, etc.
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3.2 POLIMEROS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

3.2.1 Biopolimeros

O termo biopolimero se refere aos polimeros que ocorrem naturalmente
ou a materiais que sédo derivados de mondmeros de base bioldgica. A maior
parte dos biopolimeros possui como propriedade a biodegradabilidade (SONG,
et al, 2009).

A biodegradacdo é o processo no qual ocorre modificacdo quimica ou
fisica da estrutura, causada pela acdo de microrganismo, sob condi¢Bes
adequadas de temperatura, umidade, luz, oxigénio, nutrientes organicos e
minerais adequados, sem gerar residuo toxico ou prejudicial ao meio ambiente
(RHIM, Jong-Whan, 2013).

Um polimero produzido a partir de fontes renovaveis e que possui a
propriedade de biodegradacdo apresenta diversas aplicacfes, uma vez que
esses podem resolver problemas associados aos polimeros petroquimicos,
visto que a obtencdo dos polimeros petroquimicos é poluidora, além da
geracdo de residuos poluentes. Assim, 0s biopolimeros sao geralmente
considerados uma alternativa aos polimeros petroquimicos, devido a matéria-
prima renovavel utilizada para produzi-los e sua biodegradabilidade (SOUZA Jr,
F.G., Oliveira, G.E, 2015).

Na area biomédica, uma caracteristica que permite com que varios dos
biopolimeros sejam altamente utilizados é sua biocompatibilidade, ou seja, a
capacidade do material de ser bem tolerado pelo organismo, néo interferindo
nas funcbes normais do corpo (LIM, Hui-Peng, 2014). Neste cenério, um

biopolimero de crescente estudo € a quitosana.

3.2.2 Quitosana

A quitosana é um biopolimero natural, de baixo custo, biocompativel,
conhecida como um biomaterial devido as suas propriedades de
biodegrabilidade, nédo-toxicidade e bioatividade (SHUKLA, Sudheesh K. et al,
2013).

A descoberta da quitosana data do século XIX. No entanto, a

importéancia deste biopolimero tem crescido significativamente nas ultimas
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décadas. O aumento da disponibilidade dos produtos comerciais, junto a
grande variedade de formas e possiveis modificacdes quimicas e fisicas da
quitosana, representa uma grande oportunidade de estudo para a comunidade
cientifica e industrial (CARREIRA, A. S. et al, 2010).

Assim, a quitosana e os sistemas contendo este biopolimero tém sido
exaustivamente estudados com respeito a suas origens, estruturas e
propriedades fisico-quimicas com énfase para a caracterizagédo funcional e de
seus derivados (LARANJEIRA, Mauro, 2009).

3.2.2.1 Obtenc¢éao da quitosana

A quitosana € obtida pela N-desacetilacdo da quitina. A quitina é o
segundo polissacarideo natural mais abundante, depois da celulose. Ocorre de
fontes naturais, como o0s exoesqueletos de insetos, artrépodes, cascas de
crustaceos, lagostas, camardes e caranguejos, podendo também ser
encontrada em alguns microrganismos, leveduras e fungos (ILIUM, Lisbeth,
1998; SILVA, Raimundo Lopes da., 2012).

A producgdo de quitosana via desacetilagdo da quitina, ocorre em meio
basico geralmente usa-se uma solugdo de hidréxido de sodio concentrado, sob
aguecimento (aproximadamente 120 °C), durante aproximadamente um
periodo de 3 horas. Esse processo envolve a remocdo dos grupos acetil da
cadeia de quitina, resultando em grupos amino livres (NH;) ( ELGADIR, M. Abd
et al, 2014).

Apesar da quitina e da quitosana serem distintas, o grau de
desacetilacdo determinara a forma do biopolimero predominante, de modo que
produtos com grau de desacetilacdo maiores que 40% s&o considerados como
sendo quitosana. O grau de desacetilagdo da quitosana em produtos
comerciais geralmente € alto, na uma faixa de 70 a 95% (AGNIHOTRI, S. A,
2004; KUMAR, Majeti NV Ravi, 2000; SILVA, Raimundo Lopes da., 2012). A

Figura 3 mostra o esquema de desatilagdo da quitina e obteng&o da quitosana.
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Figura 3. Desatilacdo da quitina e obtencdo da quitosana.
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3.2.2.2 Propriedades fisicas e quimicas da quitosana

A quitosana é um copolimero linear com unidades 2-amino-2-desoxi-D-
glicose e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicose, unidas por ligacdes glicosidicas do
tipo B (1-4). Devido ao seu arranjo estrutural, possui estrutura semicristalina e
rigida, uma vez que € possivel a formacdo de ligagcbes de hidrogénio
intramoleculares. Em sua estrutura ha um grupo amino primario (-NH;) e dois
grupos hidroxilas livres (SILVA, Raimundo Lopes da., 2012; JIA, Ruixiu et al.
2016).

As propriedades fisico-quimicas da quitosana dependem principalmente
de seu grau de desacetilacdo. O que influencia na solubilidade da quitosana.
Quanto maior o numero dos grupos amino, maior é a repulsdo eletrostatica
entre as cadeias e, consequentemente, maior € a solvatacdo em agua. Assim,
a quitosana possui campo de aplicagdo muito mais amplo que a quitina, devido
a sua melhor solubilidade em agua e solventes orgénicos (ELGADIR, et al.
2014; JIA, et al.; SHUKLA, et al, 2013).
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Devido a presenca dos grupos reativos em sua estrutura quimica (-NH, e
-OH), diversas modificacbes através de reac¢des quimicas, tais como
sulfonacdo, amidacdo, sdo possiveis (SHUKLA, et al, 2013; LARANJEIRA,
2009).

A estrutura quimica da quitosana permite também seu preparo em
diferentes formas, tais como capsulas, microparticulas, poés, flocos, micro-
esferas, nanoparticulas, membranas, esponjas, fibras e fibras ocas, filmes e gel
(LARANJEIRA, 2009). Além disso, 0os nanomateriais a base de quitosana
muitas vezes apresentam propriedades fisico-quimicas superiores as da
quitosana pura, tais como a elevada &rea de superficie, porosidade, melhor
condutividade e foto-luminescéncia, bem como o aumento propriedades
mecanicas (SHUKLA et al, 2013).

3.2.2.3 Aplicagbes Quitosana

Devido as suas propriedades quimico-fisicas e biolégicas, a quitosana
tem uma gama muito ampla de aplicacbes. Ela é usada para producdo de
biossensores (WARNER, 2016), em tratamento de &agua, (SHUKLA et al.,
2013), na industria de cosméticos (LEWANDOWSKA, 2015), na industria de
alimentos (CHANG et al., 2015) e na agricultura (JIA et al., 2016).

A quitosana possui grande destaque nas aplicacbes biomédicas e
farmacéuticas, devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade,
mucoadesiva, ndo toxicidade, por ser ndo imunogénica, ndo cancerigena e por
apresentar propriedades antibacterianas. Esta Ultima é devida aos seus grupos
aminicos que, uma vez em contato com os fluidos fisiol6gicos, provavelmente
sdo protonados e se ligam a grupos anidnicos desses microrganismos,
resultando na aglutinacdo das células microbianas e na consequente inibicdo
do crescimento, além de propriedades terapéuticas no tratamento de feridas e
no alivio de dor (AZHAR, 2014; ELGADIR, et al., 2014; PATRULEA, al., 2015;
VIVEK, et al.,, 2013). A quitosana também é amplamente empregada na
Engenharia de Tecidos, como suturas cirurgicas e ligaduras biodegradaveis,
além de ser usada no tratamento de Ulceras e queimaduras, acelerando a
cicatrizagdo devida a sua capacidade de ativar os macrofagos que quando

ativados pelos oligbmeros da quitosana, liberam interleucina-1, que estimula a
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proliferacéo de fibroblastos e influencia a estrutura do colageno. Ela é também
usada em materiais ortopédicos e de odontologia, além de ter sido testada em
lentes de contato (SAO PEDRO, et al., 2009; CARREIRA, et al., 2010).
Entretanto, seu grande destaque de aplicacdo na area biomédica é na
liberacdo de farmacos (AGNIHOTR, 2000).

A quitosana possui atividades anticidas e antitlcera que impedem ou
diminuem a irritacdo causada por um determinado farmaco ao estémago.
Devido todas as propriedades ja citadas fazem da quitosana um interessante
biopolimero para formulacfes de liberacdo de farmacos (KUMAR, 2000).

SIAFAKA e colaboradores (2015) pesquisaram a liberacdo ocular de
derivados de quitosana como carreadores de farmacos, devido a suas
propriedades de mucoadesdo. Um estudo feito por SARVAIYA e
colaboradores, também em 2015, mostra a quitosana como um material
apropriado para a producdo de nanoparticulas de liberacdo de farmaco no
tratamento anti-Alzheimer.

Em outro trabalho, Vivek e colaboradores (2013) estudaram uma nova
rota de administracdo do tamoxifeno baseado em nanoparticulas de quitosana,
para o tratamento de cancer de mama. Para o tratamento de cancer de
pancreas, David e colaboradores (2015) desenvolveram nanoparticulas de
quitosana carregadas com a combinacdo de dois farmacos (quercetina e 5-
fluorouracil).

Em 2000, AGNIHOTR e colaboradores, em um estudo muito
interessante, mostraram aproximadamente 200 farmacos, que podem ser
liberados por sistemas baseados em quitosana. Além disso, apresentaram o
método de preparo de diversos sistemas de liberacdo, como capsulas,
microesferas, microparticulas, nanoparticulas, filmes ou mesmo géis. A Tabela
1 apresenta esses sistemas de liberacdo de farmacos a base de quitosana

preparadas por métodos diferentes para diferentes tipos de farmaco.

Tabela 1. Sistemas a base de quitosana, métodos de preparo e farmacos investigados

] ] Método de i
Tipo de sistema . Farmaco
preparacéo
Cépsulas Invélucro da capsula Insulina, acido 5-aminossalicilico

Microesferas / Emulséo / Teofilina, cisplatina, pentazocina, fenobarbital,
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microparticulas

Microesferas /
microparticulas
Microesferas /
microparticulas
Microesferas /

microparticulas

Nanoparticulas

Nanoparticulas
Nanoparticulas

Nanoparticulas

Filmes

Gel

reticulagédo

Coacervacao /

precipitacéo

Spray-drying

Gelificagao ibnica

Emulséo /
coalescéncia
Coacervacao /
precipitacéo
Gelificacao ibnica
Método micelar

reverso
Solugéo

Reticulagéo

teofilina, insulina, 5-fluorouracil, o diclofenaco

de sédio, aspirina,progesterona
Prednisolona, interleucina-2

Cimetidina, famotidina, nizatidina, a vitamina D-
2, diclofenaco de sédio,

Felodipine

Acido gadopentético

Doxorrubicina
Insulina, ricina
Doxorrubicina

Dinitrato de isosorbida, gluconato de
clorexidina, testosterona, progesterona
Aspirina, cafeina, 5-fluorouracil

Fonte: adaptado de AGNIHOTR (2000, p. 10)

A figura 4 apresenta a bibliometria obtida na plataforma Science Direct,
usando como busca “Chitosan” do ano 2000 até o ano de 2016.

Figura 4. Bibliometria na plataforma Science Direct, busca por *Chitosan”
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A combinacéo do biopolimero quitosana e do poli(succinato de butileno)
(PBS) pode ser vista como uma estratégia eficaz para melhorar o desempenho

de ambos os biomateriais.

3.2.3 Poli(succinato de butileno)

O PBS é um poliéster alifatico, sintetizado a partir da policondensacao
do acido succinico (AS) com o 1,4-butanodiol (BD) (Vroman, 2009). A estrutura

quimica do PBS é mostrada na Figura 5.

Figura 5. Estrutura quimica do PB5.
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Fonte: Vroman, (2003, p. 4).

3.2.3.1 Obtencéo do PBS

O acido succinico tem um grande mercado potencial sendo um dos
principais bio-intemediarios quimicos produzidos a partir de carboidratos, tais
como: sacarose, glucose, maltose ou frutose, usando 0O microrganismo
Anaerobiospirillum succiniciproducens. (ANDRADE et al., 2010). J4 o 1,4-
butanodiol, pode ser obtido a partir da hidrogena¢do do acido succinico. Ha,
portanto, a possibilidade de obter um polimero a partir de fontes totalmente
renovaveis. A policondensacdo é uma reagdo de equilibrio (ver Figura 6), em
gue a agua, produzida como sub-produto, deve ser continuamente removida
para a obtencdo de altas massas molares. Para que a agua seja retirada com
eficiéncia, pode-se aplicar vacuo e/ou borbulhar nitrogénio no meio reacional. A

temperatura também constitui fator importante para a obtencdo de altas
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conversdes, contribuindo para o aumento da velocidade da reacdo (JACQUEL
et al., 2011).

Figura 6. Esquema da sintese de PBS a partir de acido succinico & 1.4-butanodiol
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Fonte: JACQUEL (2011, p. 7).

3.2.1.2 Aplicagbes do PBS

O poli(succinato de butileno) tem sido cada vez mais alvo de pesquisas
(Figura 6), tem ganho destaque tanto por ser uma alternativa renovavel e
biodegradavel aos polimeros de fontes petroquimicas, quanto em aplicacdes
biomédicas e farmacéuticas por se tratar de um polimero bioabsorvivel,
enquanto novas rotas de sintese tem diminuindo o custo associado ao
processo de producgéo e consequentemente seu pre¢co (JACQUEL et al, 2011).

Apresenta boas propriedades térmicas e mecéanicas comparadas com as
observadas em commodities poliméricos tradicionalmente utilizados na
industria, como o polietileno e o polipropileno (CHEN et al., 2010). Além disso,
devido a excelente processabilidade do PBS, ele pode ser processado com
equipamentos convencionais, permite que seja sendo transformado em fibras
téxteis, multiflamentos e até produtos moldados por injecao.

Essa versatilidade permite a aplicagdo do PBS em diversas frentes, que
incluem a producdo de materiais biomédicos, filmes agricolas, embalagem,
produtos espumados, materiais para a industria automobilistica, dentre outros.

N&o ha davidas de que o campo de trabalho do PBS se amplia cada vez mais.
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Por tudo o que foi dito, 0 PBS é um dos polimeros biodegradaveis que mais se
destacam comercialmente devido a suas propriedades que lhe conferem um
elevado potencial de aplicacdo, ajustavel de acordo com o objetivo final do
artefato (LIM et al., 2008).

Na area biomédica/farmacéutica o primeiro trabalho utilizando PBS foi
publicado por Hariraksapitak em 2008, que sintetizou e utilizou o PBS como um
scaffold poroso na liberacdo de ipriflavona, farmaco utilizado na prevencéao e
tratamento da osteoporose atuando como um acelerador da atividade
osteoblastica, para regeneracao de tecido 6sseo. Os scaffolds carregados com
o farmaco foram sintetizados por casting. O PBS modificado com diisocianato,
um extensor de cadeia, foi dissolvido em cloroférmio a 50 °C. Posteriormente, a
solucéo foi resfriada a temperatura ambiente, momento em que foi adicionada
a ipriflavona na solucao. A solucéo/suspensao pastosa foi entdo adicionada em
placas de Petri para secagem. Os estudos demonstraram que o scaffold néo
apresentou citotoxicidade em células pré-osteoblasticas derivadas de
camundongos calvaria (MC3T3-E1) sendo portanto um material biocompativel.

Em 2011, Brunner avaliou a liberacdo da albumina e do acido retinoico,
a partir de microparticulas de PBS obtidas pelo método de evaporacao de
solvente. Obteve-se alta eficiéncia de encapsulamento do farmaco, ja que o
farmaco se solubiliza facilmente na solucdo polimérica. Os estudos de
liberacdo mostraram um perfil de liberacdo com taxa uniforme.

A Figura 7 mostra bibliometria na plataforma Science Direct, busca por

“poly(butylene succinate)” durante os ultimos 16 anos.
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Figura 7. Bibliometria na plataforma Science Direct, busca por “poly(butylene succinate)"
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
v" Quitosana comercial
v' Acido acético glacial
v" Acido Succinico P.A. ACS (99,0%) — VETEC
v' 1,4 Butanodiol P.S. (99,3%) — VETEC
v" Acido Sulfarico P.A. (95 — 99%) — VETEC
v Catalisador: Tetrabutoxititanio (Ti(OBu)4) — SIGMA - ALDRICH
v Cloroférmio P.A. (99,8%) — VETEC
v Alcool etilico
v' Graxa de silicone (para alto vacuo) — VETEC
v" Banho de silicone

4.1.1 Lista de equipamentos

v Placa de aquecimento com agitacao eletromagnética (FISATOM modelo
753A);
v' Bomba Prismatec modelo 131;
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Placa de aquecimento IKA modelo C-MAG HS7;

Viscosimetro Ubbelohde 0C;

Espectrdmetro com transformada de Fourier Perkin-Elmer 1720X;
Microscopio da marca Hitachi modelo Tm3030Plus — Centro de

Tecnologia Mineral;
Analisador termogravimétrico TA Instruments TGA Q500 - V6.7 Build
203.

4.2 METODOLOGIA

© N o g A wDdhPE

O trabalho experimental desta pesquisa foi dividido em 8 etapas:
Determinagdo da massa molar viscosimétrica da quitosana;
Determinacéo do grau de desacetilacdo da quitosana (%GD);

Sintese do poli(succinato de butileno): esterificacdo e transesterificacéo;
Modificagdo do PBS com TDI,

Polimerizacao Interfacial: Quitosana-PBS;

Caracterizacdo do material obtido;

Obtencao do grau de inchamento do copolimero quitosana-PBS;

Adicdo da oxaliplatina ao copolimero.

A Figura 8 mostra um diagrama de blocos, que representa as etapas

utilizadas nessa metodologia. Os produtos obtidos em cada etapa foram

caracterizados por diferentes técnicas, que serao detalhadas adiante.
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Figura 8. Diagrama das etapas da metodologia experimental.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.1 Determinagdo da massa molar viscosimétrica da quitosana

A determinagdo da viscosidade intrinseca foi feita usando um
viscosimetro de Ostwald. Inicialmente foi preparado uma solucdo mae de
0,2g/100mL em solucéo &cida (uso de acido acético glacial) (pH 5), a partir da
solucdo méae foram preparadas as demais solugbes obtendo-se diferentes
concentracdes (0,1; 0,05; 0,025 e 0,01 g/mL). Foi medido o tempo que cada
solucdo levava para percorrer a diferengca de altura dos dois niveis do
viscosimetro (“M, — M;”). Para garantir a reprodutibilidade das medidas foi
usado exatamente o mesmo volume de solucdo para todas as medidas (25
mL). Foi também medido o tempo de escoamento da solucdo acida. O
experimento foi realizado sob temperatura controlada de 251 °C, com auxilio
de um banho termoestabilizado. A Figura 9 é uma ilustracdo do viscosimetro
Ostwald.
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Figura 9. llustracdo de um viscosimetro de Ostwald.

Fonte: Elaborado pelo autor

Com o uso de uma bomba a vacuo Prismatec e com o capilar mais fino
tampado, foi feita a suc¢éo da solugéo até acima do nivel M;. O tempo “t” que a
solucdo leva para escoar por um percurso de determinado comprimento é
proporcional a viscosidade especifica, assim como a viscosidade reduzida.
Utilizando o tempo de escoamento das diferentes concentracdes de solucdes
de quitosana e do solvente através do capilar do viscosimetro calculou-se

viscosidade relativa, Equacgéao (1).

Equacéo 1. Célculo da viscosidade relativa.
Nrel = t/to

Onde N, é a viscosidade relativa, t € igual ao tempo de escoamento da

solucéo de quitosana e tp é o tempo de escoamento do solvente.

A viscosidade especifica foi determinada utilizando-se a Equacao (2):
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Equacédo 2. Célculo da viscosidade especifica.

Nsp: Nre- 1

Onde N € a viscosidade especifica

Para calcular a viscosidade reduzida utilizou-se a Equacao (3) e a viscosidade

intrinseca foi obtida com o uso da Equacéao (4):

Equacéo 3. Célculo da viscosidade reduzida.
Nred = Nsp/C
Onde Nq € a viscosidade reduzida e ¢ é a concentracdo da solucdo de

quitosana.

Equacéo 4. Célculo da viscosidade intrinseca.

[N] = | Nsp/c| o0
Onde [N] é a viscosidade intrinseca.

A massa molar viscosimétrica média (M,) da quitosana foi calculada a
partir do valor da viscosidade intrinseca usando-se a equacdo de Mark-
Houwink-Sakurada (Equacéo 5).

Equacédo 5. Equacao de Mark-Houwink-Sakurada para o célculo da viscosidade intrinseca.

[N] = K. M,°

Onde os parametros K e a sdo constantes empiricas que dependem da
temperatura e da natureza da interacdo polimero/solvente, sendo obtidos na

literatura, e M € a massa molar viscosimétrica média do polimero.
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4.2.2 Determinacao do grau de desacetilacdo da quitosana (%GD)

O grau de desacetilacio mede a quantidade de mondmeros
desacetilados na cadeia de quitosana. A importancia dessa determinacao
consiste no fato de muitas das propriedades fisicas e quimicas apresentadas
pela quitosana estarem relacionadas diretamente com o grau de desacetilagéo.

A quitosana é obtida por meio da desacetilacdo da quitina, na qual o
grupo funcional aceto amino da molécula € hidrolisado gerando grupamento
amino caracteristico. Embora a quitosana seja um polimero derivado da
quitina, para que esses sejam considerados polimeros distintos, a
determinacdo do grau de desacetilacdo é um importante fator que determinara
a estrutura do polimero predominante, sendo considerado o polimero quitosana
guando o valor obtido for superior a 50% (Lima, 2014).

O grau de desacetilacdo da quitosana foi obtido pela analise do espectro
de FTIR da quitosana, a partir dos picos 1320 e 1420 cm™ utilizando-se a
equacao (6).

Equacéao 6. Calculo do grau de desacetilagcao da quitosana.

%GD = 100 — (A;:30/ Aj400) — 0,3822

0,03133

4.2.3 Sintese do poli(succinato de butileno)

Utilizou-se quantidades equimolares de 1,4-butanodiol (27mL) e &cido
succinico (35,99) e 0,1 mL de acido sulfurico. Um sistema foi montado
utilizando uma placa de aguecimento, sob vacuo e fluxo de nitrogénio. Na
saida do condensador colocou-se um baldo sob banho de gelo e o trap
resfriado utilizando nitrogénio liquido. Apés aquecimento em temperatura de
135 °C por 6 horas, foi adicionado no meio reacional o catalisador
tetrabutoxititanio (Ti(OBu),) 0,1% e a temperatura foi elevada gradualmente a
200 °C, mantendo-se o sistema a esta temperatura por 12 horas. A Figura 10

mostra o sistema utilizado durante a sintese.
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Figura 10. Sistema utilizado para a sintese do PBS.

Fonte: Laboratdrio de Biopolimeros e Sensores (2016).

Os produtos sintetizados foram dissolvidos em cloroférmio e, em
seguida, precipitados em excesso de etanol em um banho de gelo, buscando
obter o produto mais puro possivel. O precipitado foi lavado com etanol e seco

em VAacuo a temperatura ambiente durante 24 horas.

4.2.4 Modificagcédo PBS com diisocianato de tolueno (TDI)

Primeiramente foi dissolvido 1g de PBS em 100 mL de cloroférmio, em
seguida foi adicionado 0,02 g de TDI. A solugdo de PBS com TDI foi agitada
com uso de um agitador magnético por 10 minutos e deixada em repouso

durante 24 horas.

4.2.5 Polimerizagéao Interfacial

Foram estudadas 3 condi¢cdes modificacdo da quitosana com PBS.
Primeiramente foi estudado a modificacédo de 1,0% de meros de quitosana com
PBS, sendo adicionado 100 mL da solucdo de quitosana (0,769/100mL) sobre
47,61 (1g/100mL) mL da solucdo de PBS modificado com TDI (condig&o 1).

As demais modificacdes foram feitas mantendo o mesmo volume da

solucdo de quitosana 0,76g/100 mL e variando o volume da solucdo de PBS
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modificado com TDI. Na condicdo de modificacdo de 1,6 % de meros de
quitosana foram adicionados 76,20 mL da solucdo de PBS modificado
(condicao?2), na condicdo de 2,7 %foram adicionados 126,20 mL da solugcéao de
PBS modificado (condicéo 3).

ApoOs a adicao da solucdo de quitosana sobre a solucdo de PBS ambos
sistemas foram mantidos abertos sob agitacdo magnética constante. Obtendo-
se a formacao do copolimero quitosana-PBS em diferentes tempos de reacao.

Em todas as condicbes foi obtido produto, posteriormente secos e
caracterizados por FTIR, objetivando a observacdo de bandas caracteristicas
dos polimeros e o0 sucesso da modificacdo da quitosana com PBS. Contudo
somente o produto obtido na condi¢éo 2 foi levado para analise de TGA e DRX,
uma vez que nessa condicdo obteve-se maior quantidade de produto, além de
uma reacdo mais rapida. A Figura 11 mostra um diagrama de blocos, que

representa as etapas utilizadas para polimerizacao interfacial.

Figura 11. Diagrama de blocos da metodologia utilizada para a polimerizagdo interfacial

[ Polimerizacdo Interfacial ]
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47,61mL da 1 126,19mL da
solugdo de PBS solugdo de PBS
mod. 76,19mL da mod.
' solugdo de PBS

mod.

|' Solugdo quitosana 1
L 0,76g/100mL J

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.6 Obtencao do grau de inchamento do copolimero quitosana-PBS

As particulas do copolimero quitosana-PBS foram imersas em 3
solventes a 25 ° C durante 5 h. E a cinética de inchamento foi avaliada. Os
solventes utilizados foram: solucédo acida (uso de &cido acético glacial) (pH
5),cloroférmio e 4gua purificada. O grau de inchamento foi calculado utilizando
a equacao (7):

Equacéo 7. Calculo do grau de inchamento.

Ws—Wd

Sr %=100x wd

Onde Sr% é a porcentagem de taxa de inchamento, Ws é o massa do
estado inchado e Wd é o massa no estado seco.

4.2.7 Adicao da oxaliplatina no copolimero quitosana-PBS

Foi preparado um solucéo de oxaliplatina em agua obtendo uma solucéo
com concentracdo de 2,5 mg/mL. Em seguida foi adicionado o copolimero a
solucdo de oxaliplatina. O copolimero foi mantido na solu¢do durante 5 horas,

sem agitacao.

4.3 CARACTERIZACAO

As técnicas de caracterizacdo empregadas, assim como 0S

eguipamentos utilizados, sdo descritos nesta secao.

4.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras dos polimeros quitosana e PBS, do PBS modificado com
TDI e dos copolimeros quitosana-PBS foram analisados por FTIR, a fim de
observar a presenca de bandas caracteristicas e a modificacdo dos polimeros.
A andlise foi feita no espectrébmetro com transformada de Fourier Perkin-Elmer
1720X. A faixa analisada foi de 4000 a 400 cm™, com resolucéo de 4 cm™, em

atmosfera inerte de nitrogénio.
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4.3.2 Analise termogravimétrica (TGA)

As amostras dos polimeros quitosana e PBS e do copolimero quitosana-
PBS foram analisadas por termogravimetria pelo método de rampa de
aguecimento em equipamento TA Instruments TGA Q500 - V6.7 Build 203, em
atmosfera inerte de nitrogénio (gas de purga — 40 mL.min™) e na faixa de

temperaturas de 30 °C e 700 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min.

4.3.3 Difracéo de raios-X (DRX)

A amostra de quitosana, PBS e o copolimero quitosana-PBS foram
analisados por difracdo de Raios-X utilizando difratdbmetro Rigaku, modelo
Miniflex, em angulo 26, variando de 2° a 90° pelo método FT (tempo fixo), com
passo angular de 0,05° por segundo. As amostras foram utilizadas sem
tratamento prévio em temperatura ambiente, usando um equipamento ajustado
com diferenca de potencial de 30kV no tubo e corrente elétrica de 15 mA. A
radiac&o utilizada foi de CuKa = 1,5418 A.

Através dos difratograma obtido foi possivel determinar o grau de
cristalinidade da quitosana, do PBS e do copolimero quitosana-PBS. O
porcentual de cristalinidade das amostras foi obtido pelo método de ajuste dos
picos dos difratograma de raios x, através do software estatistico Fityk® versao
0.9.3. Foi utilizado o modelo matematico de Levenberg-Marquardt para o ajuste
das gaussianas em cada difratograma como descrito na Equagéo 8.

Equacdo 8. Célculo do grau de cristalinidade.

Xc(%) = —<— x 100

Uct1q)

Onde, Xc € o grau de cristalinidade, Ic o somatério das areas dos picos

cristalinos e la a area do halo amorfo.

4.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram submetidas ao ensaio de microscopia eletrbnica de varredura

amostras de quitosana, PBS e do copolimero quitosana-PBS visando a
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observacdo da morfologia. As amostras foram analisadas sob uma voltagem de
aceleracdo de 20 kV com detectores de elétrons secundarios e
retroespalhados. Sendo utilizado recobrimento de ouro.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os principais resultados obtidos ao
longo dessa pesquisa e a discussao dos mesmos.

5.1 ANALISE VISCOSIMETRICA

O resultado da analise de viscosimetria € mostrado na Tabela 2. Sendo
possivel de observar a variagdo no tempo de escoamento das solugbes com
diferentes concentra¢cBes utilizadas e o resultado dos célculos da viscosidade

relativa, viscosidade especifica, viscosidade reduzida.

Tabela 2. Analise viscosimétrica da quitosana.

Amostra Concentracdo Tempo de  Viscosidade Viscosidade Viscosidade

(g/mL) andlise (s) relativa especifica reduzida
Solugéo - 92 1,0 0 -
acida
Quitosana 0,01 114 1,2 0,2391 23,9130
Quitosana 0,025 140 1,5 0,5217 20,8695
Quitosana 0,05 196 2,1 1,1304 22,6086
Quitosana 0,1 327 3,6 2,5543 25,5434

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 12 apresenta o grafico da viscosidade intrinseca versus o
aumento da concentracao da solucao de quitosana.

Para célculo da massa molar média viscosimétrica foram usadas as
concentragcbes 0,025; 0,05 e 0,1. A concentracdo 0,01 foi descartada.
Substituindo k = 1,8x10° e a = 0,93 (WESKA et al., 2007) na equacdo de Mark-
Houwink- Sakurada, a massa molar viscosimétrica da quitosana resultante € de
406 KDa, o0 que representa a presenca aproximadamente de 2520 meros na

cadeia de quitosana.
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Figura 12. Grafico da viscosidade intrinseca versus o aumento da concentracdo da solugdo de quitosana.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 CARACTERIZACOES DA QUITOSANA

5.2.1 Espectroscopia de absorcao no infravermelho com transformada de
Fourier

As amostras foram analisadas pelo FTIR a fim de verificar e confirmar as
bandas caracteristicas da quitosana. A Figura 13 mostra 0 espectro da

quitosana obtido através da analise de FTIR.
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Figura 13. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier da quitosana.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro de infravermelho da quitosana mostra uma banda em 3289
cm " atribuida as vibraces de estiramentos dos grupos funcionais O-H e/ou N-
H. A banda centrada a 2869 cm™ é atribuida & deformac&o axial C-H alifatico.
Além destas, é possivel observar bandas em aproximadamente 1026 cm *
relacionadas ao estiramento vibracional C-O do alcool primario. Ja as bandas a
1645 cm™ esta relacionada ao modo de vibracdo por estiramento da ligacéo

C=0 cm™ de amida (DE SOUZA COSTA, 2008).

5.2.2 Determinacao do grau de desacetilacdo da quitosana (%GD)

Neste estudo o grau de desacetilacéo foi aferido por meio da técnica de
espectroscopia de infravermelho. A utilizacdo dessa técnica se justifica pela
facilidade, precisao e rapidez na obtencéo dos resultados.

A porcentagem de grupos amino livres (%GD) foi calculada conforme
descrito no item 4.1.1, considerando-se os picos 1320 e 1420 cm™ referentes
ao anel glicosamino obtidos no espectro de FTIR que mostram a conversao
das unidades Nacetilglicosamina em grupos amino. Onde %T & 1320 cm™ é
92,59 e %T & 1420 cm™ é 93,37. Assim o grau de desacetilagéo obtido por este
método foi de 80,54 %.
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5.2.3 Termogravimétrica da quitosana

A analise termogravimétrica (TGA) € uma das andlises térmicas mais
usadas para a caracterizacdo de para sistemas poliméricos. O TGA permite
avaliar as alteracbes ocorridas na massa das substancias, a faixa de
temperatura a qual as mesmas adquirem estabilidade em relacdo a sua
composicdo quimica, a temperatura em que comecam a se decompor além do
monitoramento de outras rea¢gdes como oxidacdo, combustéo e desidratacdo
(CANEVAROLO, 2004). A Figura 14 mostra o resultado obtido pela analise

termogravimétrica da quitosana.

Figura 14. Curva de TGA da quitosana.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Através do termograma obtido verifica-se que a quitosana apresenta dois
estagios de perda de massa. O primeiro estagio acontece no intervalo de 43°C
a 98°C, utilizando a derivada da TG verifica-se que a perda de massa maxima
nesse intervalo € por volta 70°C, esse primeiro estagio pode se referente a
perda de &gua residual. O segundo intervalo de perda de massa observado
ocorre de 266°C a 307°C, utilizando a derivada da TGA verifica-se que a perda
de massa maxima nesse intervalo € em aproximadamente 298°C, referente a

degradacgéo da quitosana.
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5.2.4 Difracédo de raios-X da quitosana

A Figura 15 mostra o difratograma da quitosana pura. Neste
difratograma, encontram-se dois picos, um de maior intensidade em 286 =
19,78° e 20 = 12,9°. Estes picos evidenciam a presenga da fase cristalina da
quitosana.

Figura 15. Difracdo de raios-X da quitosana.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Aplicando-se a Eg. 8 neste estudo, podemos afirmar que a quitosana
apresentou um grau de cristalinidade igual a 42%. A quitosana possui um perfil
semicristalino devido as fortes interacfes intra e intermoleculares, fruto das
ligacdes de hidrogénio entre os grupamentos amino e hidroxila, fornecendo
certa organizacao a estrutura cristalina da quitosana (Silva M. C. et al., 2015).
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5.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DO PBS

5.3.1 Espectroscopia de absorcao no infravermelho com transformada de
Fourier

O espectro FTIR do PBS obtido € mostrado na Figura 16.

Figura 16. Espectro FTIR do PBS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro apresenta bandas entre 4000 e 650 cm™. A banda de
transmitancia préximo & 1046 cm™ corresponde ao alongamento das ligacdes
O-C-C do PBS. A banda em 1264 cm™ representa o estiramento —-C—O—C-—,
do grupamento éster do PBS. As bandas de transmitancia caracteristicas do
PBS em torno de 1334 e 2945 cm™ se devem as deformacdes axiais simétricas
e assimétricas de deformacdo dos grupamentos —CH,— na cadeia principal do
polimero. A banda préxima a 1717 cm™ refere-se ao alongamento da carbonila
C=0 (CHEN et al., 2010).
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5.3.2 Difracéo de raios X

O difratograma do PBS é mostrado na Figura 17, este apresenta o0s
sinais caracteristicos de sua estrutura cristalina monoclinica, em valores de 26
de 19,79°; 21,93°; 22,68°; 28,98° e 45,00°. Os resultados encontrados estdo de
acordo com a literatura (FERREIRA, et al., 2014). O PBS apresentou um grau

de cristalinidade igual 64%, sendo um polimero semicristalino.

Figura 17. Difragdo de raios X do PBS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.3 Termogravimétrica do PBS

A analise termogravimétrica do PBS puro gerou uma curva de perda de

massa, mostrada na Figura 18.
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Figura 18. Curva de TGA do PBS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Através da curva de TGA pode-se verificar que o processo de degradacao do
PBS comeca em 361 °C e se estende até aproximadamente 414°C. Na Figura
18 é possivel observar também a derivada da analise de TGA, sendo possivel

observar que na temperatura de 380°C ocorreu a maior perda de massa.

5.4 MODIFICACAO DO PBS COM TDI

A Figura 19 mostra a reacdo quimica entre o PBS e o TDI e a formacéo
da ligacdo uretanica. Ligacdo responsavel pela ligacdo entre quitosana e o
PBS.
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Figura 19. Reacdo de formacdo da ligagdo uretanica entre o0 PBS e o TDI.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No espectro de FTIR do PBS modificado com TDI é possivel observar as
bandas caracteristicas do PBS (2945; 1715; 1335 e 1046 cm™). Sendo possivel
observar também uma banda 1546 cm™ associada com a deformacdo da
ligacdo N-H, referente a ligacdo uretano. Confirmando a modificacdo do PBS
com o TDI (OLIVEIRA, 2008).

A banda caracteristica do grupo NCO livre residual em torno de 2115
cm™ é encontrada no espectro, confirmando a modificacdo do PBS com TDI
(OLIVEIRA, 2008). A presenca do grupamento NCO livre é fundamental para o
enxerto da quitosana com o PBS modificado. A Figura 20 apresenta o espectro
de FTIR obtido para o PBS modificado com TDI.
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Figura 20. Espectro FTIR do PBS modificado com TDI.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 POLIMERIZACAO INTERFACIAL: QUITOSANA-PBS

A modificacdo da quitosana com PBS foi estudada usando 3 condicbes
distintas. A Tabela 3 apresenta a porcentagem e o0 numero de meros de
quitosana que se pretendeu modificar em cada condicdo, além de mostrar a

relacdo quitosana/PBS em cada condicéo.

Tabela 3. Porcentagem, nimeros de meros de quitosana e relagdo quitosana/PBS.

Meros Nimeros de Relacéo
Condicdes modificados meros Quitosana/
o Mw do PBS
(%) modificados PBS
(1) 1,0 25 10000 1,61
2 1,6 40 10000 1,01
3 2,7 67 10000 0,61

Fonte: Elaborado pelo autor
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A reacdo quimica entre a quitosana e o PBS modificado € mostrada na

Figura 21.

Figura 21. Reacdo quimica PBS modificado + quitosana e formagdo do copolimero quitosana-PBS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As modificagbes de 1,0% e 2,7% (condicdo 1 e 3) de meros de
quitosana demandaram aproximadamente 24 horas de reacdo e obteve-se
pouco massa de produto. Sendo entdo utilizado apenas a condicdo 2 (1,6 %
meros de quitosana) para caracteriza¢do do copolimero obtido.

A Figura 22 mostra a etapa de enxertia via polimerizagao interfacial
(condicdo 2). No inicio da polimerizacao (tempo 0), ainda ndo é observado a
formacdo de filme, existindo somente a interface de contato entre a solucao de
quitosana e a solucédo de PBS. Apés iniciar a reacao observa-se a formacao de
um filme na interface das solu¢bes e com apenas 10 minutos de reacdo €
possivel observar a formacgéo do sistema Quitosana-PBS. A Figura 23 mostra a
imagem do copolimero seco, sendo possivel observar que ndo ocorreu

mudanca de cor.



Figura 22. Etapa de enxertia via polimerizacdo interfacial.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23. Imagem do copolimero quitosana-PBS seco.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5.1 Caracterizacdo do copolimero obtido

5.5.1.1 Espectroscopia de absorc¢éao no infravermelho com transformada de
Fourier

O copolimero, a quitosana e o PBS, foram caracterizados por
espectroscopia de absorcdo no infravermelho. Os principais picos
caracteristicos de cada amostra estao listados na Tabela 4.

Tabela 4. Principais absor¢6es do copolimero e da quitosana.

NGmero de onda (cm™) AtribuicGes

Quitosana PBS Copolimero
3289 Estiramento das ligagbes-OH e/ou N-H
) 3300 presentes na cadeia de quitosana
- 2945 2947 Deformacéo axial -CH, - cadeia de PBS

- Estiramento das ligagbes —C-O-C- no

1717 1716
grupo éster de PBS
1587 1559 - Deformacéo da ligacdo N-H
1645 - 1648 Estiramento da ligacdo C=0
- 1334 1335 Deformacao axial -CH,- cadeia de PBS

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nos espectros FTIR do copolimero e do PBS observam-se também
bandas na regido de 1044 cm™ relacionadas &s vibracées de alongamento das
ligacbes O-C-C do PBS (BEZERRA, 2015; FERREIRA, 2014). A Figura 24

mostra o espectro do copolimero e de seus polimeros de partida.
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Figura 24. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier copolimero quitosana-PBS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O resultado de FTIR do copolimero é um indicativo da enxertia,
comprovando a existéncia da formacao do copolimero.

5.5.1.2 Andlise Termogravimétrica do Copolimero

A Figura 25 contém a curva TGA e a derivada do mesmo do copolimero
quitosana-PBS.

Figura 25. Curva de TGA do PBS puro (vermelho), da Quitosana pura (verde) e do copolimero quitosana-PBS (perto).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Com auxilio das curvas de TGA das amostras analisadas, foi calculado

Tonset e Tendset das amostras. A Tabela 5 mostra os resultados obtidos.

Tabela 5. Valores Tonset e Tendset do copolimero, da quitosana e do PBS.

Amostras Tonset (°C) Tendset (°C)
12 28 12 2a
Quitosana 43 266 98 307
PBS 361 414
Copolimero 48 345 172 390

Fonte: Elaborado pelo autor

Para a quitosana observa-se dois estagios, assim como para o
copolimero, jA para a amostra de PBS observa-se apenas um estagio. A
temperatura do primeiro estagio de perda de massa do copolimero esta bem
proxima ao primeiro estagio de perda de massa da quitosana, amplos
relacionados a perda de agua residual.

O PBS é o polimero de maior estabilidade térmica, quando comparado a
quitosana e ao copolimero, possuindo maior Tonset. Em relacdo ao
copolimero observa-se que o PBS auxiliou no aumento da estabilidade térmica,
fazendo com que o copolimero tenha Tonset maior do que a da quitosana pura.
O segundo estagio de perda de massa do copolimero ocorre em Tonset de
345°C estando no intervalo da degradacdo da quitosana pura e do PBS puro,
reforcando a presenca de ambos os polimeros no material.

Quando se compara o residuo gerado pela analise de TGA, verifica-se que o
residuo de PBS foi 2,21%, o de quitosana foi de 28,57% e o do copolimero de
7,70%. A analise do residuo permitiu inferir que o copolimero contém 21% de

quitosana.

5.5.1.3 Difracao de raios X do copolimero quitosana-PBS

Estudos de DRX foram realizados para a quitosana e para o PBS, e para
o copolimero quitosana-PBS, a fim de compreender a influéncia do PBS na

quitosana.
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O difratograma do copolimero quitosana-PBS é mostrado na Figura 26,
observando-se sinais caracteristicos de sua estrutura cristalina, em valores de
20 de 16,5°%; 20,4°; 22,9°; 25,2, 29,36 ° e 45,11°.

Figura 26. Difratograma de raios % do copolimero quitosana-PBS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Levando em consideracdo os resultados obtidos nos Difratograma de
raios X da quitosana pura e do PBS puro, pode-se observar que ocorreu um
aumento de picos cristalinos do copolimero em relacdo aos polimeros puros.
Sendo observado também um aumento no numero de picos de difragdo, além
do descolamento de alguns sinais caracteristicos dos polimeros decorrente da
enxertia.

Com relacdo a intensidade dos picos € possivel observar que ocorreu
um aumento de intensidade em comparacao ao resultado obtido da quitosana
pura, contudo quando comparado ao do PBS puro ha uma diminui¢do. Estando
de acordo com o resultado esperado, visto que o copolimero possui tanto
quitosana como o PBS em sua estrutura quimica.

A Tabela 6 mostra os valores do grau de cristalinidade da quitosana, do

PBS e do copolimero quitosana-PBS.
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Tabela 6. Grau de cristalinidade da quitosana, do PBS e do copolimero.

% X,

Quitosana 41,82
PBS 64,63
Copolimero 65,82

Fonte: Elaborado pelo autor

O aumento da cristalinidade em relacdo a quitosana pura ocorre devido

a reacao de enxertia, 0 que aumenta organiza¢do quimica do material.

5.5.1.4 Espectroscopia de energia dispersiva por raios X

A andlise de Espectroscopia de energia dispersiva por raios X (EDS) foi
feita com objetivo de observar os atomos constituintes dos polimeros utilizados,
e 0s atomos constituintes do copolimero formado, a fim de observar se
realmente ocorreu a reacdo de modificagdo. Como resultado do EDS pode se
observar a presenca de nitrogénio na amostra de quitosana e na presenca do
copolimero quitosana-PBS, o que confirma a presenca da quitosana no
copolimero ja os demais atomos (C e O) sdo atomos presentas tanto na
amostra de quitosana com na amostra de PBS. A presenca de carbono e ouro
se deve ao método de analise, que utiliza recobrimento com ouro e uma fita de

carbono para a fixagcado da amostra.



Figura 27. EDS da quitosana pura.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28. EDS do PBS puro.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 29. EDS do copolimero quitosana-PBS.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5.1.5 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 30 mostra as microscopias eletrbnicas de varredura da
quitosana pura, do PBS e do copolimero. Sendo possivel observar mudanca na
superficie do copolimero em relacdo aos polimeros de partida, ocorrendo a
formacéo de uma superficie mais porosa.

A formacdo da superficie porosa pode estd relacionada a interacao
quimica entre os polimeros, uma vez que nao é observada apenas a

sobreposicao dos polimeros de partida, e sim a formacédo de um novo sistema.
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Figura 30. MEV da quitosana (A), PBS (B) e copolimero quitosana-PBS (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5.1.6 Grau de inchamento do copolimero quitosana-PBS

Como o copolimero quitosana-PBS nédo se dissolve em solventes, este
material pode ser classificado como termofixo. Assim, o grau de inchamento
do copolimero foi medido em 3 solventes com diferentes polaridades: agua
deionizada, cloroformio e solucdo acida (pH 5) . A proporgédo de inchamento

nos solventes é diferente, tal como possivel observar na Tabela 5.

Tabela 7. Relacdo de inchamento do copolimero quitosana-PBS em diferentes solventes ap6s
5horasa 25° C.

Solvente Grau de inchamento (%)
Agua 207,66
Cloroférmio 4,46
Solucéo &cida (pH 5) 170,66

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados apresentados na Tabela 3 permitem inferir que o material
€ hidrofilico, uma vez que apresenta maior afinidade com a agua e com a

solucdo aquosa do que com o solvente organico. O copolimero teve maior grau
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de inchamento na agua, mostrando-se capaz de absorver farmacos soluveis

em soluc¢des aquosas, como é o caso da oxaliplatina.

5.5.1.7 Adicao do farmaco copolimero quitosana-PBS

Para confirmagdo da presenca de oxaliplatina no copolimero foi
realizado EDS e o mapeamento dos elementos quimicos presentes na
amostra, a Figura 31 mostra o resultado obtido no EDS. Pode-se observar a
presenca dos atomos de platina presentes na amostra. A presenca de platina &
devido a absor¢do do farmaco no copolimero, visto que somente o farmaco

contém platina.

Figura 31. EDS do copolimero na presenca da Oxaliplatina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 32 pode-se observar o resultado do mapeamento do
copolimero na presenca da oxaliplatina. Sendo possivel verificar que realmente
existe platina no copolimero e que sua distribuicdo esta bem homogénea, o
gue caracteriza que a técnica de inchamento utilizada para adicionar o farmaco
no copolimero é bastante eficiente, tanto em sua simplicidade tanto na maneira

que o farmaco fica distribuido na amostra.
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Figura 32. Mapeamento Copolimero na presenca do farmaco.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 CONCLUSOES

Com o presente trabalho foi possivel concluir o sucesso da modificagdo
da quitosana com o PBS via polimerizacao interfacial. Durante a pesquisa foi
estudado trés condicbes de modificacdo da quitosana, variando a relacéo
quitosana/PBS e a porcentagem de meros de quitosana modificados, sendo a
segunda condicao estudada (1,6 % meros de quitosana modificados) a que
apresentou melhor resultado.

A presenca de PBS no copolimero auxilia 0 aumento da cristalinidade do
material, 0 que pode aumentar a organizagdo estrutural do material obtido com
relacdo aos polimeros puros. O aumento da resisténcia quimica pode tornar
possivel o uso do copolimero em diferentes sistemas e diferentes pH.

Através do estudo do grau de inchamento do copolimero foi possivel
concluir que o copolimero quitosana-PBS €é um copolimero hidrofilico,
possuindo maior afinidade com meio aquoso, quando comparado ao sistema
hidrofobico. Sendo possivel realizar o encapsulamento do farmaco através do
inchamento do copolimero, uma vez que a oxaliplatina € um farmaco de
relativa solubilidade em agua.

Assim copolimero de quitosana-PBS tem potencial para conseguir encapsular
uma imensa variedade de farmacos e outros ativos, por conta de sua estrutura
hidrofilica. Aliado a isso, suas boas propriedades térmicas e mecanicas, aliado
ao fato de ser tratar de um biopolimero (quitosana) e um polimero verde (PBS),
tornam este copolimero uma boa alternativa para a indastria quimica de forma

geral.
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7 Sugestdes

e Estudar variacGes de concentracdo e de tempo na adicdo da oxaliplatina
ao copolimero;

e Realizar o teste de liberacdo do farmaco em pH acido;

e Estudar outras relagbes Quitosana/PBS;

e Utilizar outras técnicas de caracterizacdo de compositos como: GPC,
RMN e DSC.
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