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RESUMO

Neste trabalho foi realizado um estudo experimental na instituicdo de ensino
superior de Campos dos Goytacazes, a Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, que ministra o curso de licenciatura em quimica,
sobre a acéo antibacteriana de uma membrana de quitosana complexada com
o ion metélico, a prata. O trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de
biofilmes a base de quitosana de camardo contendo prata para aplicacdo em
atividades antibacterianas. A quitosana é um polissacarideo natural, de grande
importancia econdmica e ambiental. E derivada do processo de desacetilagdo
da quitina, sendo esta encontrada em carapacas de crustaceos e insetos, e na
parede celular de fungos. Logo, as membranas de quitosana tem se tornado
material atraente para diversas utilizacbes, por terem um alto carater
bactericida e serem biodegradaveis. Possuem grande poder de adsorcéo de
umidade e biocompatibilidade com o organismo humano, demonstrando um
potencial para utilizacdo como curativos bioativos, onde a membrana €
absorvida pelo organismo durante o processo de cicatrizacdo. O seu potencial
bactericida pode ser ainda potencializado pela incorporacédo de prata, através

da acao oligodinamica dessa substancia metalica em baixas concentracoes.

Palavras - chave: Membranas de quitosana. Complexo ion prata e quitosana.

Atividades antibacterianas.
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ABSTRACT

In this work an experimental study in a higher education institution Campos dos
Goytacazes, the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
who teaches the undergraduate course in chemistry, on the antibacterial action
of a chitosan membrane ion complexed with metallic silver. The work aimed at
the development of biofilm-based shrimp chitosan containing silver for use in
antibacterial activities. Chitosan is a natural polysaccharide, a major economic
and environmental. It is derived from the process of deacetylation of chitin,
which is found in the shells of crustaceans and insects and the cell walls of
fungi. Therefore, the chitosan membranes have become attractive materials for
various uses, for having a high bactericidal character and being biodegradable.
Have great adsorption power for moisture and biocompatibility with the human
body, demonstrating the potential for use as bioactive dressings, where the
membrane is absorbed by the body during the healing process. The potential
bactericidal can be further enhanced by the incorporation of silver through the

oligodynamic action of this substance at low metal concentrations.

Keyword: Chitosan Membranes. Silver ion complex and Chitosan. Antibacterial

activities.
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1. INTRODUCAO

Durante séculos, o tratamento de feridas obteve diversas oscilagdes com o
intuito de melhores resultados cicatriciais em um menor intervalo de tempo. Na
pré-histdria ja utilizava-se varios agentes como extratos de plantas, agua, neve,
gelo, frutas e lama, que eram aplicados sobre as feridas.

Na Mesopotamia, elas eram lavadas com agua ou leite, e o curativo era
realizado com mel ou resina. La de carneiro, folhas e cascas de arvore eram
utilizadas para sua cobertura. Os egipcios concluiram que uma ferida fechada
cicatrizava mais rapido do que aberta, por isso, utilizavam tiras de pano para
manter unidas as margens da leséo.

Hipocrates sugeria que as feridas contusas fossem tratadas com calor e
pomadas para promover a supuracdo, remover material necrotico e reduzir a
inflamacé&o. No inicio da era cristd, Celsus preconizava o fechamento primario
das feridas recentes e desbridamento das contaminadas para posteriormente
poderem ser fechadas. Além disso, classificou os diferentes tipos de lesGes de
pele e deu detalhes do tratamento de cada uma delas.

A introducdo das armas de fogo nas guerras europeias, no século XlIV,
levou ao surgimento de um novo tipo de ferida de cura mais dificil, e Ambroise
Paré, na Renascenca reformulou o tratamento. Logo, o avanco da quimica
levou a descoberta de compostos de cloro e iodo que foram utilizados para
limpeza do material e da pele, nos séculos XVIII e XIX.

Atualmente se pretende interferir na biologia molecular, abordando a
sintese de substancias envolvidas nos fenébmenos cicatriciais. (BLANES, 2004)

Fibras de variados tipos tém sido amplamente utilizadas em curativos
devido a suas propriedades, como area superficial elevada, maciez, alta
capacidade de absorcédo de fluidos e facilidade de fabricacdo de produtos com
diferentes caracteristicas. Fibras feitas a partir fontes naturais, principalmente
polissacarideos, sdo consideradas promissoras devido a sua excelente
biocompatibilidade, ndo toxicidade e potencial de bioatividade (KNILL et al.,
2004). Dentre os polissacarideos comumente empregados para este fim,

destaca-se a quitosana.
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O uso de diversos agentes bioativos tem sido fundamental na prevencgéo e
terapia de infeccbes. Além disso, uma das estratégias que tem ganhado
atencdo € o uso de metais nobres. (ATIYEH et al, 2007)

A modificacdo da superficie de polissacarideos via ligacdo quimica com
grupos organo funcionais tem sido extensivamente utilizada por muitos
pesquisadores, em diferentes campos de trabalho. A introducdo de certos
grupos funcionais na matriz polimérica da quitosana propicia uma maior
interagcdo com um grande namero de ions metélicos, através dos grupos amino
livres, devido a desacetilacdo da quitina. (KLUG et al, 1998).

Nos ultimos anos, a prata voltou a ter um enorme valor para a comunidade
cientifica desempenhando um novo papel no desenvolvimento de sinteses de
novos antibacterianos em funcdo do aumento no nuamero de bactérias
resistentes aos antibioticos. (ARAUJO, 2010)

As sinteses desses materiais tornaram-se importante, pois possuem uma
alta relacdo superficie/volume, propriedades e comportamentos fisicos e
guimicos diferentes. Isto possibilita aplicagdes em diversos segmentos como a
medicina, biotecnologia, Optica, industria alimenticia, catalises, eletrénicos,
farmacos, dentre outros. (GUSMAN; DILLE; GODET, 2009)

Conhecidas desde a antiguidade por gregos e romanos, as caracteristicas
antibacterianas de complexos de metais de transicéo, hoje, sdo potencializadas
pela nanotecnologia. Esta € especializada em manipular matérias em
tamanhos atbmicos e moleculares (REIS, 2011), ou seja, em escala
nanometrica, que variam de 1 a 100 nm.

As particulas de prata tém mostrado efeitos inibitorios e bactericidas,
potencializadas quando agrupadas a polissacarideos. (COSTA, 2009; &
CARREIRA et al, 2009)

Os polissacarideos, uma classe de macromoléculas naturais, tém
capacidade extremamente bioativa, e sdo geralmente derivados de produtos
agricolas ou de crustaceos. Celulose e goma sdo exemplos de biopolimeros
antigos, enquanto que a quitina e a quitosana sao exemplos de biopolimeros
obtidos recentemente. A utilizacdo de polimeros naturais para aplicacdes

diversificadas tém sido de vital importancia para os avancos das ciéncias e
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apresentam varias vantagens como ser de facil obtencéo, ser biocompativel e
biodegradavel. (AZEVEDO et al, 2007)

Biopolimeros isolados de organismos marinhos sédo uma nova classe de
adsorventes de baixo custo, benignos ao meio ambiente e exibem uma alta
especificidade em relacdo aos ions metélicos, principalmente os metais de
transi¢cdo. (VALENTINI et al, 2000)

Como exemplo, a quitosana, um biopolimero (polissacarideo) derivado da
quitina, com alto poder de adsorcdo, encontrada em grande quantidade na
natureza, principalmente, em carapacas de crustaceos. (CANELLA; GARCIA,
2001). E um polimero biodegradavel, muito versatil em suas aplicabilidade,
permitindo a conformacdo em formas variadas, como fibras, glébulos,
membranas, filmes, etc. (CARDOSO et al, 2012).

Uma das utilizacbes da quitosana é na confeccdo de membranas para uso
em queimaduras. (CUNHA et al, 2008). A incorporacao de prata, que possuli
uma excelente acdo bactericida, em membranas de quitosana, possibilita o
desenvolvimento de um compdsito, unindo suas propriedades, como a
cicatrizacdo realizada pelo polissacarideo e a acdo bactericida apresentada
pelas particulas de prata, ideais para as aplicacdes em queimaduras, escaras
até mesmo em diabéticos.

Apés uma queimadura grave, a superficie ferida torna-se vulneravel a
bactérias, devido a perda da camada de barreira protetora da pele. A presenca
de altos niveis de bactérias na ferida pode diminuir a disponibilidade de fatores
de crescimento, o que pode retardar a cura. (PONTES; THIRE, 2011). A
utilizacdo dos biofilmes poliméricos em presenca de particulas de prata evita o
ataque de um vasto espectro de micro-organismos, reduzindo as infec¢des. A
dispersdo das particulas de prata contidas nos biopolimeros é conduzida de
forma controlada, preservando a acdo antibacteriana da ferida por longos

periodos.
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1.1 Pele

1.1.1 Estrutura da Pele

A pele equivale a 15% do peso corporal do ser humano e € um 6rgéo
externo que reveste e delimita o organismo. Sua funcdo principal é a
manutenc¢do do equilibrio do organismo com o meio exterior, além de protegé-
lo contra as agressdes do meio externo, absorvendo parcialmente 0s raios
ultravioletas (UV) e promovendo protecdo imunoldgica e quimica. Através das
glandulas presentes na pele sédo secretados eletrdlitos e agua, que atuam na
manutencdo do equilibrio hidrolitico. A pele, ainda sintetiza e metaboliza
hormbnios como a testosterona, progesterona, estrégenos e glicocorticoides,
atuando também no controle da temperatura corpdérea, em processos que
envolvem vasoconstrigdo e vasodilatagdo. (GIRATA, 2011)

A pele é composta de duas camadas: a epiderme e a derme. A epiderme é
a camada mais externa e organizada em camadas. As varias camadas
intimamente unidas umas aos outras, fornecem barreira contra a invasdo de
micro-organismos e agua. O pigmento melanina, na epiderme, protege 0s
tecidos subjacentes dos efeitos nocivos da luz ultravioleta. (BLANES, 2004)

Ja a derme é a camada mais profunda e é formada por tecido conjuntivo,
gue se estende da epiderme até o tecido subcutaneo. Nesta camada situam-se
0s anexos da pele, muitos vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos,
formando uma base firme para a epiderme e os anexos cutaneos. (BLANES,
2004)

1.1.2 Lesdes na Pele

Uma lesdo € caracterizada como a interrupcdo da continuidade de um
tecido corp6reo, em maior ou em menor extensao, gerada por qualquer tipo de
trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma afeccéo clinica,

gue aciona as frentes de defesa organica contra o ataque. (BLANES, 2004)

19



Sua classificacdo constitui uma importante forma de sistematizacdo, sendo
necessaria para o processo de avaliacdo e tratamento. Assim, as feridas
podem ser classificadas, de acordo com o tempo de reparacéo do tecido, em
agudas e cronicas. (SANTOS, 2000)

As cirurgias ou traumas sao, normalmente, as causas de lesdes, que
podem ser classificadas como feridas agudas com a reparagdo em tempo
adequado, sem complicacdes, ou as feridas cronicas, que nao sdo reparadas
no tempo esperado, pois normalmente apresentam complicagdes.

O sistema de extensdo do dano tissular é classificado da seguinte forma:
por feridas superficiais, restritas a epiderme, feridas com perdas parciais
(limitadas a epiderme e a porcéo superior da derme), e feridas por perda total
com destruicdo da epiderme, derme e tecido subcutaneo, podendo invadir
musculos, tenddes e 0Ssos.

Dentre os tipos de lesdes de pele de maior ocorréncia destacam-se as
gueimaduras. (GIRATA, 2011)

1.1.3 Queimaduras

As queimaduras sao feridas traumaticas causadas, na maioria das vezes,
por agentes térmicos, quimicos, elétricos ou radioativos. Atuam nos tecidos de
revestimento do corpo humano, determinando destruicdo parcial ou total da
pele e seus anexos, podendo atingir profundas camadas.

Sua manifestacao varia desde uma pequena bolha até formas mais graves
capazes de desencadear respostas sistémicas proporcionais a gravidade e
extensdo da lesdo. Pode ser classificada de acordo com o agente causal, a
profundidade ou a extensdo. (GIRATA, 2011)

Quando, o grau da queimadura € descrito com base na sua profundidade,
as lesbes sao classificada como de primeiro grau, quando é comprometida
apenas a epiderme, apresentando eritema e dor; de segundo grau, quando
atinge a epiderme e parte da derme, provocando a formacéo de flictenas; e de
terceiro grau, quando envolve todas as estruturas da pele, apresentando-se

esbranquicada ou negra, pouco dolorosa e seca. Para a escolha do tratamento,
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deve-se considerar ndo s6 a profundidade da lesdo, mas também a sua fase
evolutiva. (FERREIRA, 2003)

As queimaduras de primeiro grau, dependendo da extensdo, geralmente
evoluem rapidamente, regenerando-se em até cinco dias quando tratadas. Ja a
gueimadura de segundo grau tem sido classificada como superficial e profunda,
e a sua evolucdo dependera desta graduacéo de profundidade e da ocorréncia
ou ndo de complicagdes, sendo as infec¢cdes uma das causas mais frequentes
de piora tanto no ambito tépico quanto no sistémico.

As queimaduras de segundo e terceiro graus requerem um processo de
desbridamento que consiste na retirada de tecidos desvitalizados. Esse
processo pode ser demorado e necessitar de maior intervengcdo dependendo
da profundidade e extensdo da queimadura. Queimaduras, classificadas
inicialmente como de segundo grau, podem aprofundar-se se ocorrer
coexisténcia de infeccao local. (FERREIRA, 2003)

As lesfes resultantes das queimaduras sdo isquémicas como consequéncia
da trombose causada pelo trauma. As queimaduras profundas apresentam
trombose em todas as camadas da pele atingidas e a diminuicdo da
oxigenacao nesses tecidos, o que dificulta o crescimento dos capilares e a
cicatrizacdo da ferida, pois todos os tecidos humanos requerem oxigénio para
gue se mantenham viaveis. Nas queimaduras profundas, ha uma grande
guantidade de tecidos necroticos, o que facilita o desenvolvimento de infeccao,
pois esses tecidos fornecem nutrientes para as bactérias que requerem pouco
oxigénio para a sobrevivéncia, consumindo-o e diminuindo ainda mais a
guantidade de oxigénio disponivel para os tecidos. (WARD E SAFFLE, 1995)

1.2 Biopolimeros

1.2.1 Quitina

A palavra quitina (chitin) vem do grego chiton, que significa tanica ou

armadura, o que se deve ao fato de que a quitina tenha sido identificada,

inicialmente, no esqueleto externo de fungos, conchas e 0sso0s. Assim como a
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celulose, que é encontrada nas plantas, a quitina funciona como um material
estruturante na parede das células de animais inferiores e plantas, cujos
alimentos séo ricos em nitrogénio. (AGBOH; QIN apud FIGUEIREDO, 2002). A
quitina encontra-se na matriz da estrutura esquelética de invertebrados
marinhos como camarao, siri e lagosta, insetos do grupo dos artrépodes, e nas
paredes celulares de fungos como ascomicetos, zigomicetes, basidiomicetes e
deuteromicetos (Tab. 1). (CAMPANA-FILHO et al, 2007)

Tabela 1: Quantidade média de quitina em alguns organismos

Crustaceos Quitina (% em massa)

Cancer (Caranguejo) 72,19
Carcinus (Caranguejo) 0,4-3,3@
Callinectes (Caranguejo Azul) 14,0@
Chionecetes (Caranguejo Matsuba) 25,99
Erimacrus (Caranguejo) 18,49
Patalithodes (Caranguejo Rei) @10,6
Pleuroncodes (Caranguejo Vermelho) ®-10,4®: 1,3-1,8"35,0
Camaréo do Alasca 28,09

Crangon (Camaréo)

5,89 11,6@: 69,1©

Macrobrachium rosenbergii (Camarao

de dgua doce)

25,3+0,2®: 24,4 + 1,00

Metapenaeus 32,49

Nephrops (Lagosta) 69,8
Homarus (Lagosta) 60,8 — 77,0

Peneus 25,0

Lepas 58,3
“Krill” (zooplancton de mares frios) 40,2 — 42,09

a) Massa Umida do corpo; b) massa seca do corpo; c) fracdo orgénica da cuticula;
d)massa total seca da cuticula; e) massa seca do abdémen; f) massa seca das cascas.

Fonte: CAMPANA-FILHO et al, 2007.
Destaca-se por ser facilmente obtida, ndo toxica, biocompativel e
biodegradéavel, possuindo baixa capacidade de adsorcéo, devido ao seu grupo

amino acetilado, que se passar pelo processo de desacetilacdo, transforma-se

22



em quitosana, com o grupo amino livre, possibilitando a adsorgao, por exemplo,
de metais pesados e corantes. (LIMA; RIBEIRO; AIROLDI, 2012)

E um polimero linear que tem como unidade repetitiva um dissacarideo
unido por uma ligagéo glicosidica (Fig. 1). Possuem ligacdes do tipo o (1—4),
gue se definem em terminais redutor e ndo-redutor das cadeias poliméricas, 0s
quais correspondem as extremidades que contém grupo hidroxila livre ligado
ao carbono 1 (terminal redutor) e carbono 4 (terminal ndo-redutor) do anel de
glicopiranose. (CAMPANA-FILHO et al, 2007)

Figura 1: Formula estrutural da quitina. Fonte: polymar.com.br

Apesar de a quitina ser sintetizada por uma enorme quantidade de animais
e vegetais, as principais fontes comerciais de obtencéo desta sao as carapacas
de caranguejo e de camarao, descartadas pelas industrias pesqueiras. Essas
carapacas sdo compostas basicamente por proteinas, minerais e quitina, que
durante a extracdo comercial, esses materiais sdo limpos e seguidamente
transformados em flocos. Entdo, para se isolar a quitina, sdo seguidas trés
etapas: a desmineralizacdo, desproteinacdo e a despigmentacdo. (CAMPANA-
FILHO et al, 2007).

As etapas consistem em tratamentos com solucao acida para a remocao de
minerais, lavagem com solucdo alcalina em temperatura ligeiramente elevada
em varias repeticbes, para a remocdo de proteinas e o0 processo de
branqueamento, para retirar a pigmentacdo, até que se tenha a proteina
purificada. (AGBOH; QIN apud FIGUEIREDO, 2002).

As etapas estao ilustradas no quadro (Fig. 2), a seguir:
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Matéria-Prima

}

Pré-Tratamenta = Matetiais grosseiros

!

Hol-25007 0% = Desmineraizago

}

Desproteinizag 4o

!

MaClo-036% = Desodorizagao

!

Secagem

!

Quitina

NalH -5,0% -+

Esquema 1: Obtencao da quitina
Fonte: SOBRINHO, 2007.

Como raramente ocorre em forma pura, a completa eliminagdo das outras
substancias associadas a quitina nao é tao simples, logo dificiimente consegue-
se atingir o padrdao de pureza necessario para determinadas aplicagdes.
(CAMPANA-FILHO et al, 2007)

1.2.2 Quitosana

A quitosana é um biopolimero, do tipo polissacarideo linear derivado da
desacetilacdo da quitina. Possui estrutura primaria idéntica a da quitina,
ressaltando que na quitosana predominam as unidades 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose, como mostra a Figura 3.

A completa desacetilacdo da quitina € raramente realizada por serem
necessarias muitas reacdes consecutivas, que favoreceriam sua progressiva
despolimerizacdo. Assim, o termo quitosana abrange o0 conjunto de
copolimeros que contém pelo menos 50-60% dessas unidades (grau de
desacetilacdo deve ser maior que 50%).

N&o héa limites bem definidos em termos dos conteddos de unidades 2-
acetamido-2-desoxi-Dglicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose para a
distincdo de quitina e quitosana, mas em funcdo de suas composicdes distintas
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os polimeros exibem propriedades bem diferentes. (CAMPANA-FILHO et al,

2007)
H H
crom’’ H N 0 cH,om 1
jcu - u:gﬁ‘ nm
0OH o oH ‘%
|
|

H NH: " H H NH !

H CH;0H

Figura 2: Formula estrutural da quitosana. Fonte: polymar.com.br

E possivel pela solubilidade, fazer uma distingéo rapida e simples entre
quitina e quitosana, pois somente a quitosana € solivel em solu¢cbes aguosas
diluidas de varios acidos, como os acidos acético e cloridrico, que sao 0s mais
utilizados, quando a desacetilacdo da quitina se torna maior que 50%, ficando
soltvel em meio acido. (CAMPANA-FILHO et al, 2007)

De acordo com Agboh e Qin, atualmente, tém sido feitas varias tentativas
de modificacdo das propriedades da quitina em quitosana, através de reacdes
envolvendo os grupos — OH e NH,, destacando-se as seguintes reacoes:
(FIGUEIREDO, 2002)

e A acilacao dos grupos amino da quitosana em solucéo leva a diminuicao
da solubilidade, formando-se um gel, e a sua acetilacdo leva a
regeneracao da quitina, obtendo-se fibras de quitina regeneradas com
as propriedades originais;

e Alteracfes estruturais na quitina e quitosana, a partir da reacao dos
grupos — OH e NH; substituidos por halogéneos;

e A quelacdo de ions metalicos (Hg, Ag, Cu, Cd e Pb), devido a presenca
de grupos amina primaria em quitosana.

O Japéo, EUA e China sdo os maiores produtores de quitosana de diversas
formas, que ocorre de acordo com seu tipo de aplicabilidade, como fibras,
glébulos, filmes, membranas dentre outros. (BEPPU; ARRUDA; SANTANA,
1999).
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A quitosana comercial possui, geralmente, o (G.D.) entre 70-95%, ou seja,
as caracteristicas da quitosana variam de acordo com o grau de desacetilacdo
da quitina, por meio de processos quimicos ou microbioldgicos. As amostras
podem ter caracteristicas diferentes em relacdo a viscosidade e distribuicdo da
massa molar, influenciando no desempenho final do polimero. (CANELLA;
GARCIA, 2001)

1.2.3 Propriedades Biologicas da Quitosana e Quitina

1.2.3.1 Atividade Antimicrobiana

Dentre as inimeras caracteristicas que distinguem quitina e quitosana dos
demais polissacarideos destaca-se a atividade antimicrobiana. Esses
polimeros provocam a inibicdo do crescimento de microrganismos. Segundo 0s
pesquisadores Kumar e Olsen et al, a atividade antimicrobiana da quitosana é
explicada por seus grupos aminicos, que em contato com fluidos fisiolégicos,
sédo protonados e ligados a grupos anionicos dos micro-organismos e resulta
na aglutinacdo das células microbianas e a inibicdo do crescimento destas.
(SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

Resultados, demonstrados por Zheng e Zhu, sugerem que os efeitos da
guitosana sao distintos nos dois tipos de bactérias: no caso das gram-positivas,
a hipotese é gue quitosana de alta massa molecular forma peliculas ao redor
da célula que acabam por inibir a absorcdo de nutrientes, enquanto que
guitosana de baixa massa molecular penetra mais facilmente em bactérias
gram-negativas, causando disturbios no metabolismo desses microrganismos.
(SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

1.2.3.2 Efeito Coagulante

Okamoto e colaboradores mostraram que a quitina e quitosana reduzem o
tempo de coagulacdo sanguinea, numa hemodstase, dependendo da dose

utilizada, sendo a quitosana (tempo de coagulacdo sanguinea de 3,7 minutos)
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mais eficaz que a quitina (tempo de coagulacdo sanguinea de 4,7 minutos) na
coagulacao sanguinea sob a mesma concentracdo de 0,1 mg/mL, com o tempo
de coagulacdo sanguinea de 12 minutos para o controle, apesar da quitina ter
demonstrado maior capacidade de agregar plaquetas. Porém, a quitosana se
mostra mais eficaz, devido a sua capacidade de agregar eritrocitos, além da
agregacao plaquetéria. Pois a interagcdo das cargas positivas dos grupos
aminicos livres da quitosana receptam as cargas negativas dos eritécitos, que
contém residuos de acido neuraminico e muramico. (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006)

1.2.3.3 Efeito Analgésico

Estudos, realizados por Okamoto, sugerem que o principal efeito analgésico
da quitosana € decorrente da captura de hidrogénios acidos liberados no local
da inflamacéo pela ionizacdo do grupo aminico a NH3". A quitosana teria a
propriedade de absorver a bradicinina, mediador quimico na produc¢éao da dor
do local inflamado, sendo liberada no sitio da inflamacéo e a quitina, tem a
capacidade de absorcdo quase trés vezes maior que esta. (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

1.2.3.4 Efeito Hipocolestrolémico e Hipolipidémico

Devido a capacidade de se ligar aos lipideos da dieta, a quitosana tem sido
utilizada via oral na reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos
plasmaticos, interferindo na absorcéo intestinal dessas gorduras. Porém, a
quitina e a celulose ndo apresentaram atividade hipocolesterolémica. (KOIDE,
1998).

1.2.3.5 Reducéo de Peso

A reducado de peso provocada pela administracdo de quitosana ainda gera

muita discussdo e polémica na literatura. Existem trabalhos que atestam a
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capacidade da quitosana em reduzir peso de pessoas obesas sem
necessidade de alteracdo na dieta alimentar, outros afirmam que a reducao de
peso se deve a administracdo de quitosana quando acompanhada por
alteracao na dieta alimentar. (PITLLER et al, 1999 & FURDA, [s.d])

Embora n8o seja consenso no meio cientifico, quitosana é
reconhecidamente segura e nado-toxica ao ser humano, podendo-se apontar
que a dose utilizada em humanos € sempre menor que aquela utilizada em
animais. (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006)

De acordo com Ventura, dentre os mamiferos, o ser humano é exemplo raro
em que quitinases especificas estdo ausentes. Desta maneira, ndo é possivel
hidrolisar a quitosana de forma extensa, havendo apenas hidrélise parcial por
bactérias da flora normal e hidrolases inespecificas. Esta particularidade tem se
mostrado como caracteristica interessante, pois, na medida em que o polimero
€ cationico, este se encontra soluvel no estomago (faixa de pH 1- 3), porém,
precipita no intestino (pH 6,5). Esta caracteristica fisico-quimica € o ponto
chave no “mecanismo de acdo” da quitosana, pois a mesma interfere na
emulsificacdo de lipideos no estdbmago e, ao chegar ao intestino, devido a
precipitacdo, o complexo nao é absorvido. (SILVA; SANTOS; FERREIRA,
2006)

1.2.3.6 Aceleracéao da Cicatrizacao

Os macrofagos, células pertencentes ao tecido conjuntivo (MELDAU, 2010),
ativados pelos oligbmeros de quitina e quitosana de baixa massa molecular,
liberam interleucina-1, que estimula a proliferacdo de fibroblastos e influencia a
estrutura do colageno. Liberam, também, N-acetilglicosaminidase, que hidrolisa
a quitosana a mondémeros de Nacetilglicosamina e glicosamina, unidades de
acucares necessarias a biossintese do acido hialurénico e outros componentes
da matriz extracelular pelos fibroblastos. (MUZZARELLI, 1997). As atividades
bactericidas e bacteriostaticas sugerem que estes polimeros podem prevenir

infecgdes, se aplicados diretamente no local da lesdo. (KOIDE, 1998)
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Quitina e quitosana sao facilmente despolimerizadas pela lisozima, presente
naturalmente no fluido da lesdo, e funcionam como fontes de liberacdo
retardada de mondmeros N-acetilglicosamina no processo de cicatrizacéo,
favorecendo a reepitelizacdo com formacdo de cicatriz lisa (Fig. 4) e a

biodegradacao do polimero. Isto se deve a baixa toxicidade da quitosana, que
faz dela um polimero biocompativel. (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006)

L A e

Figura 3: A cura de uma Ulcera congénita em um paciente de 20 anos de idade. A Ulcera
estava coberta com metilpirrolidinona quitosana, com mudancas frequentes (8 de Fevereiro de
1992), e alguns dias depois em19 Fevereiro de 1992 (foto da esquerda) os primeiros sinais de

cicatrizagdo foram observada na area periférica; (foto da direita) completa cura foi observada
em 13 de Junho de 1992. Dimensdes em centimetros.
Fonte: MUZZARELLI, 1997.

No Japéo, ja se encontra disponivel pele artificial de quitina, a Besquitin
WR, que pode ser aplicada em casos de queimaduras superficiais, profundas e
de terceiro grau, além de lesdes traumaticas e abrasivas, promovendo
hemostasia, analgesia e aceleracdo da epitelizacdo. (KIFUNE apud SILVA,
SANTOS; FERREIRA, 2006)

1.3 Acéo Oligodinamica da Prata

Acdo oligodinamica, o termo origina-se do grego “oligos = pequeno” e
“‘dinamik6s = poder”, significa que substancias metalicas em concentragdes
muito baixas, particularmente a prata, possuem a capacidade de afetar
atividades de organismos vivos, como exemplo as bactérias, impedindo sua
proliferacdo através da assepsia de efeito oligo-dindmico do ion prata, sem

prejuizo ao ser humano. Pois dependendo das condicdes em que se encontra
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0 organismo Vivo e da concentragdo da substancia oligodinamicamente ativa,
esta Ultima podera estimular, inibir, ou até mesmo destruir 0 organismo Vvivo.
(BORZANI, 2003; & NOBRE; YOKOYA, 2005)

No Brasil, a agéo oligodindmica da prata sobre microrganismo foi estudada
por Roberto Hottinger, Professor da Escola Politécnica da USP, no periodo de
1900 a 1942. Na década de 1920, ele conduziu em seus trabalhos o processo
por ele denominado “esterilizagdo doméstica de agua”, que ainda hoje é muito
empregado. (BORZANI, 2003)

Esses produtos atuam por meio da ionizacdo dos compostos metdlicos
bactericidas, evitando que os metais puros sejam liberados no meio ambiente,
de maneira a ndo prejudicar o ser humano, principalmente os ions prata, que
atuam fortemente na destruicdo dos micrébios. (NOBRE; YOKOYA, 2005)

Ha dois tipos de acbes antibactericidas em relacéo ao ion de prata, sendo o
primeiro a acao catalitica do ion de prata que destroi a membrana plasmatica
das bactérias, pela diferenca de potencial (eletropoténcia) entre a parte interna
e externa das células, devido a liberacdo do ion de prata na agua ou no ar
ambiente Umido. E em segundo, ocorre a penetracdo do ion de prata na
membrana plasmatica da célula bacteriana, destruindo o citoplasma da célula,
esta acdo também ocorre em ambientes umidos (agua ou ar). (NOBRE;
YOKOYA, 2005)

Assim, pelas razdes expostas anteriormente, buscou-se neste trabalho
explorar o desenvolvimento de curativos de quitosana contendo prata para o

tratamento de lesdes na pele, visando a acéo antibacteriana.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de biofilmes a base de
quitosana de camardo contendo prata para aplicacdo em atividades

antibacterianas.

2.2 Objetivos Especificos

e Producgéo de esferas, membranas e biofilmes de quitosana com e sem
materiais particulados de prata;

e Caracterizacao fisico-quimica e estrutural dos produtos desenvolvidos;

e Verificacdo da eficiéncia dos produtos em simulacdo de atividades
antibacterianas;

e Avaliacdo bioldgica dos biofilmes impregnados com as particulas de

prata.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1. Reagentes, materiais e equipamentos utilizados:

3.1.1 Reagentes:

e Quitosana padrédo (Sigma — Aldrich, lote nUmero 06714DJ com grau de
acetilacado de 95%);

e C,H,0,.Acido Acético Glacial;

e AgNOs- Nitrato de Prata (VETEC, lote nimero 115-152-0);

e Agua destilada;

e NaOH - Hidréxido de sodio 1M (VETEC, lote niumero 983223);

3.1.2 Materiais:
e Baldes Volumétricos de 100 mL;
e Agitador Magnético;
e Placas de Petri;

e Béquer 250 mL;

e Bastdo de Vidro;

3.1.3 Equipamentos:

e Placa de Agitacdo Magnética (IKA C-MAG HS7);
e Estufa (Med — Clave Modelo 3).

3.2. Método:

O procedimento utilizado € baseado na metodologia descrita por Cardoso et
al. (2012).
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3.2.1 Obtencao das Membranas de Quitosana sem Metais:

Para a preparacdo das membranas de quitosana sem metal, iniciou-se a
preparacao da solugcédo de quitosana diluindo-se 1g de quitosana em 100 ml de
uma solucdo a 1% de acido acético glacial e em seguida, manteve-se a
solucdo sob agitacdo magnética a 45 °C por 2 horas.

Ap6s as 2 horas sob agitacdo magnética, a solucao foi vertida em placas de
petri, e acondicionadas em estufa a 50 °C por 20 horas para a evaporacao do
acido e a formacao das membranas. Depois da secagem das membranas, as
mesmas foram retiradas da estufa e 50 ml de uma solucdo de hidroxido de
sédio a 1M foi adicionado a fim de assegurar a completa neutralizacdo das
membranas.

Em seguida, as membranas foram lavadas em agua corrente para retirada
da solucdo de hidréxido de soOdio e posteriormente submersas em agua
destilada por tempo suficiente para que a neutralizacdo das membranas fosse
atingida. Apos a neutralizacdo das membranas, as mesmas foram secadas por
24horas a temperatura ambiente.

Segue abaixo o0 esquema do método utilizado (Esquema 2):

Obtencio das Membranas de Quitosana sem metais:

Agitacio Magnetica
45" Cpor 2 horas

Agna Lavado  |Vertidas em placas de
Secagem . com .
poraq destilada, MaOH. e ESE,,; S
acondicionadas em

horas a ——, paraa : 5
temp neutralizacio : estufaa 50° C por

- emagua | zghoras
ambiente I corTente

Esquema 2: Obtencdo da membrana de quitosana sem o metal.
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3.2.2 Obtengao das Membranas de Quitosana com Metais:

3.2.2.1 Preparacdao da solucéo de nitrato de prata:

Para preparacédo da solucdo de nitrato de prata foi dissolvido uma massa
equivalente molar a 10 g de prata em 100 ml de 4gua destilada.

3.2.2.2 Preparacgao das Membranas de Quitosana com a prata:

Obtidas as solu¢bes de quitosana e de prata, as mesmas foram misturadas
colocando quantidades estequiométricas. A solucdo de prata foi introduzida na
solucdo de quitosana, misturando-se sob uma placa de agitacdo magnética por
20min. Apés a mistura, 50 ml da solugédo quitosana/metal foi vertida em placa
petri, seguindo o mesmo procedimento da secagem e neutralizacdo das
membranas de quitosana sem metal.

Foram somente preparadas membranas com 1% de massa de metal, uma
vez que um maior teor de metal deixou as membranas muito mais frageis.

Abaixo, segue o esquema 3, para a obtencdo da membrana com a

complexacao dos metais.

Obtencdo das membranas de quitosana com metais:

Agitacdo Magnética

45" C por z horas

Add, Solugao H

de prata
Secagem |
20 minutos misturando
II_:GI 14‘ Submersas
orese : Lavado .
temp. e Vertidas em
1 demitbrky s lacas de petri
ambiente NaOH. e ¥ p
Pa_'['a_ a neneten e -
= neutralizac ::l acondicicnadas em
e ._ ) doda emagua estufa a 5o® C por
b membrana  Corrente 2ohoras

Esquema 3: Obtencdo da membrana de quitosana com metal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Membranas de Quitosana:

O processo de producdo da membrana de quitosana € simples, mas requer
alguns cuidados para se obter um produto de qualidade.

De acordo com o procedimento utilizado por Cardoso et al (2012),
gualitativamente e de forma macroscépica, as membranas de quitosana sem a
complexacao do metal obtidas neste trabalho demonstraram ser estaveis, com
poucas imperfeicdes, auséncia de macroporos e resistentes mecanicamente.

A Figura 5 mostra o aspecto tipico, avaliado a olho nu, das membranas sem

metal.

Figura 4: Membrana de quitosana sem a complexagdo com o ion metalico.

Porém, as membranas de quitosana complexadas com metal, que no caso
deste trabalho, foi feita a utilizacdo do ion prata, demonstraram ser mais
instaveis e quebradicas, provavelmente devido a concentracdo de particulas de
prata complexadas no polimero, pois quanto maior a concentracdo do ion
metalico, mais quebradica se tornava a membrana.

Na Figura 6 pode-se observar o aspecto tipico, avaliado a olho nu, das

membranas com concentra¢des variadas de prata.
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c)
Figura 5: Membranas de quitosana complexadas com concentragfes variadas de prata. a)
1,0g de prata; b) 0,019 de prata; c) 0,001g de prata.

Logo, observou-se que a diminuicdo da concentracdo de ions prata na
membrana de quitosana, a tornaria mais estavel.
A consequente interacdo deste polimero com o ion metélico segue um

processo de quelacdo como a proposta mostrada na figura 7.
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Figura 6: Adsorgdo do ion metélico no polimero quitosana.

4.2 Teste antibacteriano:

As amostras das membranas de quitosana sem o metal e com metal, foram
mandadas para o Laboratorio de Sanidade Animal, responsavel pelo Professor
Olney Vieira da Motta, localizado no Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias, na Universidade Estadual do Norte Fluminense.

O indculo foi padronizado a partir de um cultura pura de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e de Escherichia coli ATCC 25922 e verificou-se que nao
houve halos de inibicdo nas bactérias. Nao houve halos de inibicédo tanto para a
amostra da membrana sem o metal, como era o esperado, como para a
amostra da membrana preparada com um 1% de massa do metal.
Possivelmente devido a baixa concentracdo de particulas de prata adicionadas
a membrana de quitosana.

Entretanto, o esperado seria a inibicdo bacteriana na membrana com adicdo
de ions prata.

Segundo a autora Girata (2011), a melhora do aspecto e da estabilidade da
membrana, mesmo quando complexada com a prata, ocorre quando se
adiciona a quitosana, o polimero alginato de cloro, pois se tornam mais
resistentes e gelatinosas, favorecendo uma melhor complexacdo dos ions
metélicos ao biopolimero. Além disso, a autora Girata (2011) constatou

moderada citotoxicidade a fibroblastos das membranas de quitosana e alginato
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contendo prata, supondo-se, entretanto, que os beneficios da utilizacdo de

curativos com prata superem a desvantagem de seu efeito citotéxico.
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5. CONCLUSAO

O processo de producdo da membrana de quitosana foi simples e eficiente
para as membranas sem a adi¢cdo do ion metalico, o que nao foi observado,
guando se utilizou o processo para a adicdo do ion metalico, ja que nao foi
possivel a formagcdo da membrana estavel.

As membranas de quitosana sem o0 agente antimicrobiano néo
apresentaram efeito bactericida, assim como as membranas de quitosana
complexadas ao ion metalico.

Através dessa observacao, concluiu-se que a concentracdo do ion metélico
foi baixa, por isso nao foi possivel a inibicdo das bactérias. Porém, em maiores
concentragcbes, as membranas ficaram quebradicas e instaveis,

impossibilitando-as de se manterem como membranas.
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