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“Deus é o nosso refugio e fortaleza, socorro bem presente na angustia”
Salmos 46:1



RESUMO

A busca por materiais inovadores que melhore e acelere o processo de
cicatrizacdo tem sido foco de pesquisas na atualidade. Entre estes apresentam
destaque a quitosana devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e baixo custo, além de ser encontrada em abundancia na natureza. A
papaina é uma enzima proteolitica complexa, de origem vegetal com ampla
aplicacdo terapéutica, em especial na abordagem de feridas, em funcdo do seu
poder debridante e acelerador do crescimento tecidual. O estudo para a obtencéo
de uma membrana composta por quitosana e papaina, visa a potencializacdo dos
efeitos ja estudados anteriormente de cada um desses biomateriais isoladamente.
Foram preparadas membranas de quitosana pura e quitosana com papaina a 10%,
20% e 30%, as mesmas foram caracterizadas por espectroscopia por infra-
vermelho(IV), por microscopia eletrénica de varredura(MEV), por fluorescéncia de
RX(FRX), por termogravimetria(TG), e por calorimetria  exploratéria
diferencial(DSC)métodos: microestrutural, termogravimétricos e espectroscopicos. A
membrana obtida foi caracterizada quantitativamente e qualitativamente. Com isso
a obtencédo desse novo material abre a possibilidade de futura utilizacdo do mesmo

na otimizacao do processo de cicatrizacao de feridas.

Palavras-chaves: Membrana, Quitosana, Papaina e caracterizacao.



ABSTRACT

The Search for Innovative materials That improve and accelerate the healing process
has been the focus of research today. Among these have highlighted the Chitosan
due to its biocompatibility, biodegradability, low toxicity and Budget, in addition to
being found in abundance in nature. And papain proteolytic enzyme Complex of plant
origin with the Broad Therapeutic Application, especially in the approach of wounds,
in function of his debridement power and throttle tissue growth. Study for Obtaining A
membrane composed of chitosan and papain, as a potentiating effects have
previously studied Each hum these biomaterials alone. Were prepared pure Chitosan
Chitosan Membranes and papain 10%, 20% and 30% depending same Were
characterized by methods: microstructural, thermogravimetric and spectroscopic. A
membrane was obtained with good microstructural aspect and characterized
guantitatively and qualitatively. With one IT Getting In this new material opens up the

possibility of future use do EVEN in optimizing the wound healing process.

Keywords: membrane , chitosan , papain and description.
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1- INTRODUCAO

A engenharia de materiais envolve varias areas da ciéncia, dentre elas
destacam-se a quimica, biologia, nanotecnologias, engenharias, bioquimica e areas
biomédicas. A correlagdo destas &areas permite o conhecimento aprofundado do
material em estudo, confere a este, propriedade e aplicacdo especifica, tornando-o
unico e com utilidade definida.

Para Veiga (2012) um biomaterial deve ser biocompativel, atoxico, ndo
cancirnogénico, estavel quimicamente. Além de apresentar. propriedades
mecanicas, massa especifica, formas adequadas e ser biofuncional. Diversos
biomateriais vém sendo usados nas areas biomédicas, apresentando destaque a
utilizac&o dos polimeros, devido as propriedades apresentadas por esse material.

Segundo Alvarado (2012) os polimeros naturais e/ou sintéticos estdo sendo
usados na fabricacdo de membrana. Por apresentarem caracteristicas adequadas
para esse fim, como e o0 caso da quitosana, devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade e baixo custo, além de ser encontrada em
abundancia na natureza.

Os produtos da degradacdo enzimética da quitosana, os oligdbmeros N-
acetii D glicosamina, apresentam propriedades importantes na resolucdo do
processo cicatricial, como ac¢éo fungicida, bactericida e hemostatica. Alem de serem
biodegradaveis, bioabsorviveis, possuem excelente capacidade de formarem filmes
em solugbes &cidas diluidas, que apresentam flexibilidade e resisténcia mecéanica
(Dallan, 2015; Silveira, 2013).

A quitosana € um biopolimero catiénico, quando em meio acido diluido. Essa
apresenta grupos amino livres, que na presenca de meio acido diluido apresenta
carga positiva. Essa propriedade confere a quitosana a capacidade de ligar-se a
outros materiais, como e 0 caso da papaina, enzima carregada negativamente
(Dallan, 2015; Goulart, 2006; Lima, 2006).

A papaina é uma enzima proteolitica (hidrélise 3) extraida das folhas e frutos
ndo maduros do mamao Carica papaya Linné (ZULLI, 2007). Esta enzima vem
sendo usada desde tempos remotos na cicatrizagdo de feridas de dificil resolucéo.

A juncéo da quitosana e da papaina, apresenta-se como uma possibilidade de
otimizar as propriedades desses materiais em especial a funcdo bactericida, além

de permitir a diminuicdo da massa molar da quitosana.
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O presente trabalho visa a utilizagdo da quitosana e da papaina para a
preparacdo de membranas, tendo em vista que ambas apresentam caracteriscas
adequadas para esse fim.

As membranas de quitosana com papaina foram preparadas e caracterizadas
com o intuito de utilizacdo futura em organismos vivos, para o reparo de feridas.
Considerando que tanto a quitosana como a papaina sdo biomateriais que

apresentam biocompatibilidade e alto potencial cicatrizante.
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2 - OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Preparar e caracterizar membranas poliméricas de quitosana com papaina para a

aplicagcdo como biomaterial.

Objetivos Especificos

- Preparar membranas de quitosana com papaina nas proporgdes 10, 20 e 30%.

- Identificar as propriedades das membranas de quitosana com papaina acima

citadas.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Quitosana

A quitosana é um dos materiais naturais renovaveis mais abundantes no
mundo, sendo de grande interesse na area de biomateriais. Esse material € obtido
do processamento de carapacas de caranguejos, camardes e lagostas ,Figura 1,
representando de 20 a 50 % em massa (seca) dos subprodutos destes animais.

Na atualidade a comercializagdo da quitosana € ampla, anualmente milhdes
de toneladas no mundo, portanto, esse biopolimero representa uma fonte de baixo
custo, aléem de amplamente disponivel na natureza, em muitos casos considerado
poluente, por ser residuo da industria pesqueira. A sua reutilizacdo é importante
tanto do ponto de vista econdmico como ambiental (SILVEIRA, 2013; AZEVEDO et
al., 2007; ROBERTS, 1992).

Figura 1- Fluxograma da obtencé&o quitina e quitosana
RESIDUOS DE CRUSTACEOS

v

TRITURACAO DOS RESIDUOS

v
DESMINERALIZAGAO “«—— HCl
A 4
LAVAGEM
NaOH (1-100%) > DESPROTEINIZACAO
temperatura elevada (60-100 °C) v
QUITINA
DESACETILAGAO <“—— NaOH ou enzimas

'

LAVAGEM E SECAGEM

\ 4
QUITOSANA

Fonte: MONTEIRO, 2000.
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A quitosana é um material resultante da desacetilagdo da quitina, sua formula
estrutural consiste de um copolimero de N-acetil glicosamina (B-(1-4)2 — acetamido-
2-desoxi-D-glicose) e D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-gliocose) (Figura 2). A
proporcao que as ligacoes N-acetil da quitina s&o rompidas formando D-glicosamina,
ou seja, o grau de desacetilacdo (GD) se torna maior que 50 %, a quitina torna-se
solivel em meio aquoso e o0 polimero passa a ser denominado quitosana e
geralmente apresenta o (GD) entre 70% a 95% com massa molar de 104 a 106
(FERNANDES, 2009; VEIGA, 2012).

Figura 2- Estruturas da (a) quitina e (b) quitosana

HOH,C
o HOH,C
al HO e) 0] .
HO
NHCOCH;
i NHCOCH; |, @)
a
HOH,C
0 HOH,C
-l Ho o 0 -
HO
NH,
NH,
- —" ()

Fonte: KUMAR, 2000.

As propriedade guimicas da quitosana confere a ela caracteristicas proprias
e que Segundo Craveiro e Carneiro (2000) permite a sua utilizacdo em diversos fins,
por exemplo, na area industrial, como purificador de dgua residual, estabilizante de
gorduras em preparagdo alimenticia, de frutas e verduras pereciveis,
empacotamento de alimentos, em aditivos para cosméticos; na area biomédica pode
atuar como agente de imobilizacdo de micro-organismos e ainda sob a forma de
filmes de recobrimento (membranas), solu¢des coloidais e esponjas. A membrana de
quitosana apresenta destaque por apresentar boa resisténcia mecanica e

permeabilidade seletiva.
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O grau de desacetilacdo(GD) da quitosana pode ser medido por diferentes
técnicas, tais como: espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
ou de carbono, espectroscopia de UV-Visivel ou de infravermelho, titulacdo
potenciométrica, analise elementar e dicroismo circular (CODOY, 2013).

A quitina e a quitosana possuem estruturas similares, exceto pela substituicdo
do grupo acetoamido (NHCOCHS3) na posigédo 2 do anel glicopiranosideo por grupos
amino (NHz), conforme figura 3 (Dallan, 2015; Veiga, 2012; Lima ,2006).

Figura 3- Estrutura quimica da quitosana com x representando o grau de acetilacédo

Fonte: LIMA, 2006.
A N-desacetilacdo da quitosana é realizada com uso de solucédo alcalinas,

durante a reacdo o0s grupamentos acetoamidos (-NHCOCHs) da quitina séo
transformados, em graus variados, em grupos aminos (-NH2) dando origem a
quitosana (Silveira, 2013).

O polimero é insoluvel em &gua, acidos concentrados, alcolis, alcool e
acetona, sendo soluvel em &cidos com potencial hidrogeniénico- pH da solucdo
menor que 6, para que ocorra a dissolucdo do polimero é necessario que seja

mantida em agitacao constante por um periodo de tempo (Dallan, 2015).

3.1.1 Cristalinidade da Quitosana

A cristalinidade da quitosana depende do grau de desacetilacdo(GD) e do
processo de obtencdo do polimero. No estado sélido, a quitosana € um polimero
semicristalino. A literatura reporta que existem quatro formas polimorfas do polimero,
trés hidratadas que séo conhecidas como quitosana de tenddo e uma anidra

(Fernandes, 2009). A gquitosana de tenddo € a forma que se encontra disponivel
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para comercializacdo. E composta por quatro cadeias de quitosana, na difracdo de
raios-X é observado uma célula unitaria ortorrombica (P212121), com parametro de
rede a= 0,896 nm ; b= 1,697 nm; c= 1,034 nm, , célula unitaria ortorrdmbica Figura 4,

célula unitaria nas trés projecdes Figura 5 (Okuiama et al., 2000).

Figura 4— Célula unitéria ortorrombica

R0)
¢ . :
O
o-4° . o
- @
" )
. o-‘ m——-'.. 1,034 nm
O
@
- 0,807 nm . o 034 nm

Fonte: DERMARQUETE, 2001.

Figura 5- A célula unitéria ortorrombica da quitosana nas trés projecdes

Fonte: RINAUDO, 2006.
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A presenca ligagdes de hidrogénios intra e inter-moleculares nas moléculas
de quitosanas conferem ao polimero carater semi-cristalino e o par de elétrons livres
no nitrogénio tem a capacidade de formar complexos (Rinaldo, 2006; Torodovic,
2002).

3.1.2 Propriedades fisico quimicas e biologicas da quitosana

O grau de desacetilacdo define o conteddo médio de unidades de
glicosamina (GIcN) nas cadeias da quitosana. Esse parametro € capaz de influenciar
as caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do polimero. Alterando as
propriedades da quitosana, como, hidrofobia, capacidade de reticulacdo na presenca
de determinados agentes de entrecruzamento, solubilidade e viscosidade de suas
solucdes (Silveira, 2013).

Este polimero apresenta trés grupos funcionais, um grupo amino na posi¢ao
C(2) e dois grupos hidroxila, uma hidroxila na posi¢cdo C(3) e outra na posi¢do C(6)
respectivamente. Tendo o grupo amino como as hidroxilas podem ser protonados, a

fim de melhorar sua solubilidade Figura 6.

Figura 6- Estrutura molecular da quitosana
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Fonte: KUMAR, 2000.

De acordo com Goulart (2006) a quitosana € um bom complexante de metais
pesados e essa propriedade permite a sua utilizacdo na industria alimenticia,

purificacdo de agua e nas areas biomédicas. O grupo aminos livre na presenca de
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solucdes &cidas diluidas podem adquirir carga positiva, conferindo a quitosana
propriedades especificas. A quitosana € um bom agente foliculante e coagulante,
devido a alta densidade do grupo amino livre que permite ligar-se com corantes,
coloides, polimeros e com enzimas proteoliticas, como é o caso da papaina Goulart
(2006).

Os oligbmeros N-acetil D glicosamina, que sao produtos da degradacao
enzimatica da quitosana, apresentam propriedades importantes na resolucdo do
processo cicatricial, com acéo fungicida, bactericida e hemostética. Além de serem
biodegradaveis, bioabsorviveis, possuem excelente capacidade de formarem filmes
em solucBes acidas diluidas, que apresentam flexibilidade e resisténcia mecanica
(Dallan, 2015; Silveira, 2013).

3.2. Papaina

A papaina € uma enzima proteolitica extraida do latex presente nas folhas e
frutos verdes do mamao (carica papaia linné), utilizada na industria téxtil, industria
de borracha, laboratérios bioquimicos e bacteriolégicos. Na industria de alimentos
possui uma ampla utilizacdo, devido a sua agdo proteolitica, tendo como principais
aplicacoes, a clarificacdo de cerveja, 0 amaciamento de carnes e 0 processamento
de couro em curtumes (Ferreira, 2005; Goulart, 2006).

O latex do maméao ndo maduro é utilizado ha muito tempo por tribos da
América, Africa, e ilhas do Caribe para a cicatrizacdo de feridas. (Pieper e
Caliri,2003) relatam a diversificada utilizacdo da papaina em varios paises, inclusive
no Brasil. A utilizacdo da papaina no Brasil tem crescido muito nas ultimas décadas,
sendo foco de interesse dos profissionais da saude, em especial os que trabalham
com a abordagem de feridas.

O latex do papaia é um fluido tixotropico, com uma aparéncia leitosa, que
contém cerca de 15% de matéria seca. 40% dessa matéria sdo constituidos por
enzimas, principalmente cisteinas endopeptidases (Azarcan et al, 2003).
Comercialmente a papaina purificada é encontrada sob a forma de um poé
higroscopico, capaz de absorver a umidade do ar. Possui coloracdo que vai do
branco ao amarelo claro e odor desagradavel (Capucho, 2007).

A enzima pode ser mantida em solugéo de NaCl a 4 °C sem a perda da

atividade. Possui sua faixa de estabilidade entre 30 °C a 75 °C, com temperatura de
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atividade 6tima em torno de 60 °C, e faixa de pH de 3,0 a 9,5 com pH 6timo em 6,5
(Capucho, 2007). As cisteinas, classe de enzimas que a papaina faz parte,
formam ligacOes tioester, entre 0s grupamentos ascila do substrato e grupamento
sulfidrilico de um residuo especifico de cisteina, no grupo ativo da enzima (Capucho,
2007).

A Figura 7 representa a estrutura molecular da papaina (Cs3oH3sN15019P3)
obtida do banco de dados ChemSpider (base de dados da Royal Society of
Chemical).

Figura 7- Estrutura molecular da Papaina

Fonte: ChemSpider

A molécula da papaina contém 7 residuos de cisteina, 6 realizam 3 ligacdes
dissulfeto, enquanto a cisteina-25 (Cys-25) esta envolvida no sitio catalitico (Cabral,
2005). Os residuos Cys-25 (azul) encontram-se em um dominio, ja os residuos His-

159 (vermelho), estdo no dominio oposto ao da Cys-25, demonstrado na Figura 8.
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Figura 8- Estrutura tridimensional da Papaina

)
Fonte: CABRAL, 2005.

A papaina € composta por uma cadeia polipeptidica com 212 residuos de
aminoacidos, possui massa molar de 23.406 g/mol, que é dobrada para formar dois
dominios L e R, delimitando uma fenda dentro da qual o substrato pode ligar-se,
demonstrados nas Figuras 9 e 10 respectivamente Storer e Ménard, 1994. O
dominio L apresenta estrutura secundaria de a-hélice e o R esta principalmente na
conformacao B-folha-anti-paralela (Zulli, 2007). Sua forma é elipsoidal com 5,0 x 3,7
x 3,7 nm e massa molar de 23.350 g/mol (Ferreira, 2005).

Figura 9- Dominio L da papaina

Fonte: ZULLI, 2007.
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Figura 10- Dominio R da papaina

Fonte: ZULLI, 2007.

O Sitio ativo da enzima esta entre os dominios L e R, constituido pelos
residuos Cys-25, His-159 e Asp-158. O cys € o sufidrila essencial que na enzima
ativa esta livre, ja os outros residuos de cisteina formam pontes de sulfeto que
estabilizam a conformagé&o tridimensional da molécula (ZULLI, 207; ZHUANG e
BUTTERFILD, 1991).

3.2.1 Propriedades e aplicacdes da papaina

A papaina é uma enzima complexa de origem vegetal com ampla aplicacao
terapéutica, age em todas as fases do processo inflamatério, em especial na fase
proliferativa, em fun¢do do seu poder de acelerar o crescimento tecidual. Sua acao
proteolitica age de forma eficaz no debridamento quimico provoca uma dissociacéo
importante de proteinas em moléculas mais simples e em aminoacidos.

Possui importante acdo anti-inflamatoria, age nos tecidos necroticos e
contaminados por micro-organismo, provoca a liquefacdo e remocao da secrecéo
purulenta, facilitando e encurtando o processo de cicatrizagao de feridas. Age ainda
na cicatrizacdo por segunda intencéo, facilitando a contracdo e aproximacdo dos
bordos da ferida (Ferreira, 2007).

Rocha et al., (2015) relatam que a larga utilizacdo da papaina se dar por
diversos fatores, entre eles, seu baixo custo, ndo provoca efeitos colaterais,

facilidade de aplicagdo, e sua acao similar a debridantes quimicos autoliticos.
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O poder de debridamento quimico confere ao biomaterial a possibilidade de
sua utilizacdo em qualquer fase do processo de cicatrizacdo e nos diversos
acometimentos patologicos, incluindo os crénicos, como pé diabético, Ulceras de
pressao, insuficiéncia circularia venosa e arterial, além de apresentar efeito seletivo
e eficaz na lise dos tecidos mortos, sem atingir os tecidos integros adjacentes,
previne ainda a proliferacdo de micro-organismo, 0S quais Sao responsaveis por
infectar a ferida (Rocha, 2015; Capucho, 2007, Tiras et al., 2005).

Uma das propriedades mais surpreendente da papaina € a sua resisténcia a
temperaturas elevadas quando em contato com solventes organicos (Aparecida,
1994) devido, principalmente a manutencéo da estrutura ativa em funcéo das pontes
dissulfeto presentes nas cisteinas (Capucho, 2007).

Lopes (2005) relata que a papaina é eficaz e segura quando utilizada como
promotor de absor¢do cutanea. O mecanismo provavel da acdo da enzima na
camada cOrnea seria a competicdo entre a enzima e a transglutaminase, enzima
responsavel pela formacéo do envelope cornificado em torno dos corneocitos.

Conforme Goulart (2006) a papaina facilita a limpeza da ferida, tecido
necrosado e secrecdes. Além de acelerar o processo de regeneracdo tecidual de
forma organizada através do alinhamento das fibras de colageno, reduzindo a

formacdo de queldides e cicatrizes hipertroficas.

3.3 Utilizac&o da Quitosana e Papaina na Cicatrizagéo

7

O processo cicatricial é especializado, envolve varias células residentes
(queratinocitos, endoteliais, fibroblastos e células nervosa), células migratorias
(leucdcitos), mediadores de natureza lipidica (prostaglandinas, leucotrienos, fatores
de agregacdao plaquetaria) e proteinas como as citocinas (Neto et al., 2015).

A cicatrizacdo tem inicio imediatamente apds a lesdo tecidual e envolve uma
sequéncia de eventos, que sao divididos didaticamente em quatro fases:
hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelacdo, demonstrada na Figura 11.
Para uma cicatrizagdo adequada, as fases devem ocorrer de maneira sincronizada e
equilibrada (Santana, 2015; Greaves et al, 2013; Mendonga, 2009).
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Figura 11- Fases sequénciais do processo de cicatrizacao
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Fonte: BEANES et al., 2003.
O inicio do processo de cicatrizacdo é marcado pele tamponamento dos

vasos, que ocorre logo apés a lesdo. Em seguir a vasoconstricdo como resposta

inicial, seguido por uma sequéncia de eventos que inicia com a deposicdo de
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plaguetas e posterior recrutamento de novas células. As plaguetas sdo essenciais a
formacao do tampao hemostatico (Santana, 2015).

As plaquetas séo ativadas por um grande numero de substancias agonistas
presentes na matriz subendotelial e na corrente sanguinea, como o colageno
subendotelial exposto pela ruptura do vaso e a trombina gerada pelos processos de
coagulacéo (Santana, 2015; Souto, 2005).

A reacéo inflamatoria dura entre 48 a 72 h, é mediada por meio de fatores de
crescimento e citocinas, que induzem o recrutamento de diferentes tipos de células
para o sitio da ferida. Com a ativagdo de receptores especificos, os mediadores
iniciam mecanismos intracelulares como a liberacdo de citocinas, que favorecem a
migracao e a proliferacao célula (Bajay, 2001; Balbino et al., 2005).

As plaquetas, macrofagos, fibroblastos e queratindcitos liberam diversos
fatores de crescimento e diversas proteinas como fibrinogénio, fibronectina e
tromboplastinas, importantes para o processo de cicatrizacédo (Bajay, 2001; Balbino
et al., 2005).

Os macroéfagos degradam e removem os componentes do tecido conjuntivo
danificado, como colageno, proteoglicanos e elastina, além de produzirem o Fator de
Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), o Fator de Crescimento de
Fibroblastos (FGF) e o Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF), estimulam
a formacéo do tecido de granulacéo (Genaro, 2013).

Para Kaneko et al., (2008) a acdo enzimatica seletiva da papaina pelo tecido
lesado, ocorre devido a presenca de um radical sulfidrila (SH), que pertence ao
aminoécido cisteina. O tecido integro ndo € degradado, pois apresenta a antitripsina,
uma globulina humana que inativa a agao das proteases e que nao esta presente no
tecido desvitalizado.

De acordo com Balbino et al.(2005) a fase proliferativa € marcada pela grande
migracado e ativacao dos fibroblastos. Os fibroblastos séo os principais componentes
do tecido de granulacéo, que apds sofrerem influencia dos fatores de crescimento e
demais mediadores derivados em especial dos macrofagos. Sao ativados e migram
das margens da ferida para o centro da ferida.

Em decorréncia do aumento do numero de fibroblastos e consequente
producdo de colageno, a matriz extracelular comega a ser substituida por um tecido

conjuntivo forte e elastico (Bugni, 2014). Nessa fase ocorre a angiogenese,
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fendbmeno fundamental, que permite a troca de gases e nutricdo das células
metabolicamente ativas (Balbino, 2005).

Por volta do décimo dia, inicia-se a fase de remodelamento, nesta o leito da
ferida encontra-se totalmente preenchido pelo tecido de granulacdo emaranhado
pela nova rede linfatica em expansao (Balbino, 2005).

Nessa fase ocorre a deposicdo de colageno e a maioria das células presentes
nas fases anteriores desaparecem, ocorre apoptose de fibroblastos e células
endoteliais, formando finalmente a cicatriz. Esse processo ocorre lentamente,
levando meses ou até anos. Mesmo apds esse tempo a cicatriz cultanea madura,
possui apenas 70% da resisténcia da pele normal (Balbino, 2005).

Segundo Bugni (2014) o processo de remodelamento da cicatriz envolve
etapas sucessivas de producéo, digestdo e orientacdo das fibras de colageno. A
principio a orientacdo é feita de forma aleatéria e desorganizada, sdo orientadas
pela fibronectina e orientacao e direcdo da tensao aplicada ao tecido cicatricial.

As novas fibras de colageno séo digeridas pela colagenase, re-sintetizadas,
rearranjadas de acordo com a organizacdo do tecido conjuntivo adjacente e
lateralmente ligadas por ligagdes covalentes (Pereira, 2008; Shingel, 2008).

Diversos fatores locais ou sistémicos, internos e/ou externos podem interferir
e ate mesmo acelerar uma ou mais fases do processo de cicatrizacdo, entre 0s
fatores externos temos alguns biomaterias, apresentando destaque para esse fim a

guitosana e a papaina que aceleram e melhoram o processo cicatricial.
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No fluxograma abaixo (Figura 12) estd contida de uma forma geral, o

procedimento utilizado na metodologia.

As analises foram realizadas no Laboratério do Programa de Engenharia de

Materiais do Instituto de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui.

Figura 12- Fluxograma do procedimento experimental
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4.1- Materiais

4.1.1- Quitosana

33

O material de quitosana foi adquerido do fabricante POLYMAR INDUSTRIA E

COMERCIO LTDA, material em p6é de Lote: QP051214. Abaixo Tabela 1 com os

dados do certificado de analise.

Tabela 1- Dados fabricante da quitosana

TESTE ESPECIFICACAO RESULTADOS
01 Identificacéo Conforme prescrito De acordo
02 Aparéncia Pé de cor creme e odor De acordo
caracteristico
03 Aspecto da solucdo em ac.  Cor variando de amarelo a De acordo
Acético a 1% creme
04 Densidade aparente Informativo 0,36 g/ml
05 Granulometria 95% passa a 80 mesh De acordo
06 Perda por dessecacgéo 10,0% max. 7,0%
07 Cinzas totais 2,0% max. 0,89%
08 pH 7,0-9,0 8,10
09 Viscocidade <200 cPs 1,95 cPs a 20 °C, LVt
31, torque de 11,7%
10 Grau de desacetilagdo 85,0% min. 86,7%
Fonte: fabricante POLYMAR
4.1.2- Papaina

A papaina utilizada € de origem Indiana de Lote: 141226624E do fabricante

FAGRON e a parte utilizada € o fruto. A seguir Tabela 2 com os dados de analises

do controle de qualidade.
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Tabela 2- Dados fabricante da papaina

Ensaio Especificagcao Resultado
Descricéo P6 amorfo Branco a Castanho Claro P6 Amorfo Branco
Solubilidade Soltvel em Agua (a Solucdo e Inicialmente Conforme

Incolor a Amarelo Claro e mais ou Menos

Opalescente)
Solubilidade Praticamente InsoltGvel em Alcool Conforme
Solubilidade Praticamente Insoltvel em Cloroférmio Conforme
Solubilidade Praticamente Insoltvel em Eter Conforme
Ph 4,8 - 6,2 (solugéo 2% em agua) 6,11
Perda Por Méximo: 7% (60 °c/A Vacuo/4 Horas) 3,27%
Dessecacao
Atividade Proteolitica Minimo: 6000 U/mg 6102 U/mg
Microbiologia Contagem Total de Bactérias: Maximo 1000 < 1000 UFC/g
UFC/g
Microbiologia Escherichia Coli: Ausente Ausente
Microbiologia Salmonella: Ausente Ausente
Microbiologia Bolores e Leveduras: Maximo 100 UFC/g <10 UFC/g
Densidade Aparente  Informativo (sem compactagao) 0,57 g/mL

Fonte: fabricante FAGRON

4.2 - Preparacdes de Membranas

4.2.1- Membranas de quitosana (QUI-PURA)

A quitosana em po6 foi dissolvida em solugdo aquosa de é&cido acético
(CH3COOH) 2 % v/v sob agitagdo constante 24 h, para obtencdo da solugdo de
1,5% m/v do polimero. Apdés este momento a solucdo foi filtrada, sendo este
procedimento realizado em duas etapas. Na primeira etapa foi utilizado um filtro com
tela de nylon a fim de eliminar residuos sélidos derivados do processo de obtencao
da quitosana. Na segunda etapa foi utilizado um filtro Milex Millipore® com diametro
de poros de 41 uym. Para filtrar a solucdo, a mesma foi colocada em repouso para
eliminar as bolhas. Um volume de 27 mL da solucédo de quitosana foi adicionado as
placas de Petri. Em seguidas as membranas foram submetidas a estiramento e
secagem em temperatura ambiente, por 24 h. As placas de Petri foram colocadas
em estufa a 50 °C por periodo de 24 h para evaporacdo do solvente. Ao serem

retiradas da estufa, as membranas formadas foram colocadas em solucdo aquosa
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de NaOH a 5 % por 2 h para neutralizar as mesmas, em seguida estas foram
lavadas com agua destilada em abundéancia para remocao dos residuos de sal. Em
seguidas as membranas foram submetidas a estiramento e secagem em

temperatura ambiente, por 24 h (Figura 13).

Figura 13- Membrana preparada de quitosana

4.2.2- Membrana de Quitosana com Papaina(Qui-Pa)

Preparou-se 300 mL da solugdo de quitosana e separada em 3 porcfes de
100 ml, a cada 100 ml da solucédo de quitosana, foi acrescido 0,010 g; 0,020 g e
0,030 g respectivamente, essas solucdes foram submetidas a 2 h sobre agitacéo
constante. Um volume de 27 mL da solucdo de quitosana com papaina nas
respectivas propor¢cdes foram entdo colocadas as placas de Petri e foram colocadas
em estufa a 50 °C por periodo de 24 h para evaporacdo do solvente, conforme
Figura 14. Ao serem retiradas da estufa, as membranas formadas foram colocadas
em solucdo aquosa de NaOH a 5% por 2 h para neutralizar as mesmas, em seguida
estas foram lavadas com agua destilada em abundéancia para remog¢éo dos residuos
de sal. Em seguidas as membranas foram submetidas a estiramento e secagem em

temperatura ambiente, por 24 h.
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Figura 14- Membrana preparada de Quitosana com papaina

Fonte:préprio autor.

4.3- Técnicas de caracterizacdes

4.3.1- Infravermelho (V)

Aa membranas de quitosana e quitosana com papaina foram caracterizadas
utilizando o Espectrofotdmetro de Infravermelho por Transformada de Fourier

(FT-IR). Com varredura de 400 a 4000 cm-1, utilizando pastilhas de KBr. Os
espectos de absorcdo na regido do infra-vermelho foram obtidos em um

espectrometro da marca SHIMADZU de modelo IRAIffinty-1( Figura 15).

Figura 15- Equipamento de Infravermelho

Fonte: préprio autor.

4.3.2- Termogravimétria (TG)

A andlise termogravimetrica mede a variagdo de massa da amostra em
relacdo a temperatura e/ou tempo, sob uma programacdo controlada. O
equipamento usado para essa analise foi da marca SHIMADZU e modelo TGA-51

(Figura 16). As condicdes da andlise foram: faixa de temperatura de ensaio de 25 °C
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a 650 °C, taxa de aquecimento 10 °C. min-1 e atmosfera de nitrogénio a 50 mL.min-

1 em porta amostra de platina

Figura 16 - Equipamento de Termogravimetria

\ S—

Fonte: préprio autor.

4.3.3- Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Para quantificar a energia envolvida nas reacoes, utilizou-se a Calorimetria
Exploratoria Diferencial, da marca SHIMADZU e modelo DSC-60 Plus(Figura 17) .
As amostras da membrana de quitosana pura e com papaina foram submetidas a
ensaios de acordo com as seguintes condicdes: faixa de temperatura de ensaio de
25 °C a 650 °C, taxa de aquecimento de 10 °C.min-1 e atmosfera de nitrogénio a 50
ml.min-1. Para a realizacdo do ensaio foi utilizado porta amostra de aluminio.

Figura 17- Equipamento de Calorimetria Exploratéria Diferencial

Fonte: préprio autor.
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4.3.4- Microscopia Eletrénica de Varreduras (MEV)

Para caracterizacdo microestrutural das membranas de quitosana pura e de
quitosana com papaina via microscopia eletrbnica de varredura foi utilizado o
Microscopio da marca SHIMADZU e modelo SSX-550, Figura 18. As amostras
foram recobertas com ouro em metalizador, modelo SC-701 da Sanyu Electron por
nao possuirem natureza condutora..O material do filamento utilizado foi de
tungsténio. O equipamento foi operado em 15 kV devido a rapida desintegracédo das
membranas a aceleragbes mais altas. O equipamento possui um sistema que
identifica elementos diferentes em uma amostra usando o software de identificagéo
de elementos, integrado ao seu detector Espectroscopia por Dispersdo em Energia
EDS.

Figura 18-Equipamento de Microscopia Eletrénica de Varreduras

Fonte: préprio autor.
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5- RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1- Analise de Infravermelho

Estudos de espectrometria no infravermelho em polissacarideos para
materiais poliméricos, apresentam em geral, bandas degeneradas pela sobreposicédo
de grupos quimicamente similares, ocasionando bandas intensas e largas
(FRANCO, 2009). Neste sentido, a analise por Espectroscopia de Infravermelho
permite compreender quais 0s componentes (elemento e/ou grupos) presentes no
material em analise através da vibracdo das moléculas, determinando a composicéo
guimica do material (FRANCO, 2009).

Os espectros da quitosana pura e da papaina pura foram comparados com 0s
espectros da membrana de quitosana modificada com 10%, 20% e 30% de papaina,
respectivamente. A fim de determinar os modos vibracionais de cada composto em

andlise, a Tabela 3 apresenta as possiveis vibragdes dos grupamentos presentes na

quitosana.
Tabela 3- Modos vibracionais da quitosana reportado na literatura comparado aos
resultados
Material Bandas (cm™) Grupos Bandas (cm™)

Associados resultados

Quitosana 3570-3200 OH ligado:o 3580-3240

Quitosana 2955-2845 C-H (assimétrico): v 2980-2850

Quitosana 2878 C-H v (simétrico): -

Quitosana 1658-1630 N-H:® -

Quitosana 1570-1515 N-H:5 ~1650-1500

Quitosana 1465 e 1423 O-H:5 e CH2 -

(tesoura)

Quitosana 1406 -CH2 (C=0) 1400

Quitosana 1340-1250 e 1379 C-N ( terciaria):d -

Quitosana 1321 C-N (primaria): v -

Quitosana 1260 C-N (secundaria): v -

Quitosana 1154 e 896 C-O-C (estrutura 1000

secundaria-f): v
Quitosana 890 C-N:veC-C:u -

Fonte: Adaptado SKOOG et al, 2002; COSTA et al.,2007; BISPO, et al., 2009.
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A figura 19 ilustra o comportamento espectral da quitosana, os espectros das
bandas e suas correspondentes vibracbes encontram-se similares com o0s
encontrados na literatura (SKOOG, et al. 2002; COSTA, et al 2007; BISPO, et al.,
20009).

Figural9— Espectro de Infravermelho da quitosana
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Fonte: préprio autor.

A quitosana pura apresentou bandas vibracionais nas faixas correspondentes
aos modos presentes na estrutura quitosana, CeH1104N. Na regido entre 3570-3200
cm?® apresentou bandas vibracionais tipicas do grupo funcional OH, na faixa de
2955-2845 cm™ ha a sobreposicdo das bandas de CH simétrico e assimétrico, na
regido de 1658-1515 cm™® ha a presenca de sobreposicdo de vibracdo do tipo
dobramento da ligacdo N-H. Na regido de 1406 cm™ ha a vibracdo da ligacdo C=0
pertencente ao CH2 do biopolimero, as vibra¢des do tipo estiramento da ligacdo C-
O-C correspondentes a estrutura sacaridea em 1154 cm-1 e 896 cm sdo também
encontradas neste espectro.

Ao analisar o espectro de papaina pura com a literatura na Figura 21,
observa-se que ha uma banda larga de absorcéo centrada a 3300 cm™, que coincide
com a vibracdo de alongamento da ligacdo N-H pertencente a amida secundaria
(SHARMA, et al. 2011). As bandas em 1637 e 1551 cm™ sdo associadas ao
grupamento —CONH pertencente a amida primaria e amida secundaria,
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respectivamente e estdo deslocadas no espectro da papaina utilizado neste trabalho
(FORATO, et al. 1998; PEREZ, et al. 2015). A banda em 2924 cm é tipicamente

associada com a vibracao assimétrica de CHz (PEREZ, et al. 2015).

Figura 20— Gréfico de comparacédo dos espectros de infravermelho da papaina da
literatura (a) e (b) da papaina utilizada no presente trabalho.

(a)
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Fonte: Adaptado com PEREZ, et al. 2015.

Na Figura 20 observa-se que 0 espectro da papaina pura apresenta maiores
vibracbes das bandas quando comparadas aos espectros verificados na literatura,
sugerindo que o equipamento utilizado para analise deste trabalho possua maior
sensibilidade operacional e ou variedade no proprio material em analise.

Ao analisar os espectros das membranas modificadas por papaina (10%, 20%
e 30%), com os espectros de quitosana e papaina (puras), é possivel perceber

similaridade entre as bandas vibracionais (Figura 21).
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Figura 21- Espectro de infravermelho comparativo de papaina pura, quitosana pura
e quitosana e papaina (10%, 20% e 30%)
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Fonte: préprio autor.

Através da comparacdo entre os graficos, verifica-se um alargamento das
bandas vibracionais nas membranas de quitosana e papaina na regiao entre 750-
1250 cm, regido que corresponde as ligacdes C-O-C (estiramento), estiramento
C-N e C-C. Sugerindo modificacdo do material polimérico, provavelmente pela

incorporacao da papaina a quitosana.

5.2 Andlise de Microscopia Eletrénica de Varreduras

A andlise por MEV da morfologia de superficie das membranas foi realizada
visando a compreensdo das propriedades desse material. Os resultados séao
mostrados nas Figuras 22 a 26. Através das micrografias para as membranas de

quitosana e quitosana com papaina em 10%, 20% e 30% respectivamente.
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Figura 22- Quitosana pura

3 C e
15kV - Point OCT 7 2016 14:46

Fonte: préprio autor.
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Fonte: préprio autor.



Figura 184- Quitosana e Papaina 10%

Fonte: préprio autor.

Figura 25- Quitosana e Papaina 20%

Fonte proprio autor.

OCT 7 2016 07:37
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Figura 196- Quitosana e Papaina 30%

Fonte: préprio autor.

As membranas de quitosana e papaina 10%, 20% e 30% n&ao apresentam
superficies lisas, com presenca de agregados. Verificou-se ainda nas amostras de
10%, 20% e 30% de quitosana com papaina a presenca de precipitados, em
especial, as membranas de 10% e 30%. Em todas as membranas foi verificado a
presenca de porosidade. Através do EDS as membranas com 10%,20% e 30% de
papaina apresentam Carbono(C), Oxigenio(O) e Nitrogenio(N) oriundos da propria
guitosana. As membranas de quitosana com papaina 20% apresentam superficies
mais lisas, com menos agregados indicando uma melhor diluicdo do material usado
para a preparacdo das membranas de quitosana com papaina, sugerindo que esta
seja a proporcdo mais adequada na preparacdo de membranas de quitosana com

papaina.

5.3-Analises Térmicas

5.3.1-Termogravimetrica (TG)
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As analises por termogravimetria (TG) mostraram uma maior estabilidade
térmica para membrana de quitosana pura quando comparada as membranas com
proporcdes de papaina (10%, 20% e 30%), demonstrado na Figura 29. Verificaram-

se dois estagios de degradacado para todas as membranas.

Figura 28- Analise termogravimétrica da membrana de quitosana pura comparada as
proporcdes de papaina (10%, 20% e 30%)
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Fonte: préprio autor.

Para a membrana de quitosana pura, 0 primeiro estagio corresponde a
desidratacdo da quitosana, na faixa de 25-150 °C, com perda de aproximadamente
12% em massa. O segundo estagio de degradacdo (272-366 °C) corresponde a

degradacdo dos sacarideos que comp8em a quitosana, Tabela 4.
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Tabela 4- Temperatura de degradacdo de membranas de quitosana e quitosana com
papaina (10%, 20% e 30%)

Estagio 1 Estagio 2
Amostra AT (°C) % AT (°C) %
Quitosana 25-150 12,3 272 - 366 28,6
Papaina - - - -
Quitosana 10 25-141 12,0 236 - 370 31,3
Quitosana 20 25 -142 11,0 243 - 358 30,3
Quitosana 30 25-144 14,2 250 - 377 35,5

Fonte: préprio autor.

As membranas de quitosana com papaina degradam-se em temperaturas
inferiores as da membrana pura, possivelmente, devido a desnaturacdo enzimatica
da papaina, que ocorre em torno de 50 °C. Com o aumento da propor¢cao de papaina
nas membranas de quitosana, ha aumento da faixa de degradacdo em cada um dos
estagios. No entanto, dentre as membranas com papaina a que apresentou melhor
estabilidade térmica, com menor perda de massa (11%) sob as mesmas condicdes,

foi a membrana de quitosana e papaina a 20%.

5.3.2-Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A partir das curvas DSC obtidas para a membrana de quitosana pura e para
as membranas de quitosana com papaina, pode-se verificar trés eventos térmico,
conforme Figura 30. Sendo um endotérmico (que corresponde a temperatura de
fusdo das membranas) e dois exotérmicos (correspondendo a degradagcdo das

membranas).
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Figura 29- Curva de DSC da membrana de quitosana e quitosana com papaina
(10%, 20% e 30%)
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Evento 1 Evento 2 Evento 3
Amostras P (2C) Processo P (2C) P (2C)
Quitosana 104 Endotérmico 306 Exotérmico 415 Exotérmico
Papaina 172 Endotérmico 209 Endotérmico - -
Quitosanal0 120 Endotérmico 291 Exotérmico 436 Exotérmico
Quitosana20 113 Endotérmico 295 Exotérmico 416 Exotérmico
Quitosana30 107 Endotérmico 296 Exotérmico 482 Exotérmico

FR-X
Medidas mecanicas

Verificou-se que quanto maior a proporcdo de papaina na membrana, menor
o ponto de fusdo destas e que, quando comparadas entre si, as membranas de
guitosana e papaina (10%, 20% e 30%) aumentam a sua temperatura de

degradacéao respectivamente.
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6- CONCLUSOES

Verificou-se na analise por Infravermelho uma similaridade entre os espectros
das membranas puras de quitosana e papaina com as membranas de quitosana e
papaina 10%, 20% e 30% em suas bandas vibracionais, verificando-se uma
sobreposicdo das bandas vibracionais, comparado os graficos dos espectros
separados e entre si, devido a coincidéncia dos elementos quimicos presentes na
guitosana e na papaina.

Na microscopia eletrénica de varreduras foi demonstrada que as membranas
de quitosana com papaina 20% possuem superficie menos rugosa € com menos
precipitados, quando comparadas as membranas de quitosana e papaina com 10%
e 30%, portanto sendo a que apresentou melhores condi¢cdes para uma possivel
utilizacdo. No EDS das membranas de 10%, 20% e 30% foi identificado a presenca
dos elementos C, O e N. A identificacdo dos componentes quimicos nas amostras
coincide com os elementos quimicos presentes na molécula de quitosana e papaina
isoladamente descritas na literatura.

A partir das analises de termogravimetria a membrana de quitosana e
papaina a 20% obteve melhor estabilidade térmica, por apresentar menor perda de
massa, sob as mesmas condi¢des das demais membranas de quitosana e papaina.
Na analise das membranas por calorimetria exploratdria diferencial a temperatura de
degradagcdo aumenta quanto maior a propor¢cdo de papaina nas membranas de

guitosana com papaina.



50

REFERENCIAS

ALVARADO, L. G. Membranas transdérmica de liberacdo controlada utilizando
guitosana, plasma e plaquetas para a regeneracao de feridas. 2012. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia Médica), Botucatu, Sao Paulo.

APARECIDA, C. Extracao, purificagdo, imobilizacdo, estudo cinético e
calorimétrico das enzimas proteoliticas presentes no latex do mamoeiro. Tese
(Doutorado em Quimica), UNICAMP, 1994.

AZARCAN, M.; MOUSSAOVI, A. E.; WUYTSWINKEL, A. V.; DEHON, G.; LOOZE, Y.
Fractionation and purification of the enzymes stored in the latex of carica
papaya. Journal of Cromatografy B. v. 790. 2003.

AZEVEDO, V. V. C.; CHAVES, S. A,; BEZERRA, D. C.; FOOK, M. V. L.; COSTA, A.
C. F. Quitina e gquitosana aplicagcbes como biomateriais. Revista Eletrbnica de
Materiais e Processo. Vol 2. 2007.

BALBINO, C. A.; PEREIRA, C. M.; CURI, R. Mecanismo envolvido na
cicatrizacdo: uma revisdo. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. Vol 41,
2005.

BAJAY, H. M. Registro da evolucéo da ferida: elaboracao e aplicabilidade de um
instrumento. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas), UNICAMP, 2001.

BEANES, S. R.; DANG, C.; SOO, C.; TING, K. The phases of cutoneous wound
healing. Expert Reviews in Molecular Medicine, v. 5, 2003.

BISPO, V. M.; MANSUR, A. A. P.; MANSUR, H. S. Caracterizagcdo por
espectroscopia de infravermelho de filmes de quitosana com diferentes
guantidades de agente reticulante. Anais do 10° Congresso Brasileiro de
Polimeros, 2009.

BUGNI, E. L. A. Uso tépico do acido docosahexano (DHA) melhora a
cicatrizacdo de feridas em ratos e ativa GPR 120. Dissertacdo (Mestrado em
Enfermagem), 2014.

CABRAL H. Analise Funcional e Estrutural Comparativa da Faustosaina com
Papaina e Bromelina. [Tese] Doutorado em Biofisica Molecular. Universidade
Estadual Paulista, Sdo José do Rio Preto — SP 2005. Estrutura da Papaina pag 5.

CAPUCHO, H. C. Desenvolvimento de formulagdes topicas contendo papaina
para o tratamento de feridas. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto), Universidade de Sao Paulo, 2007.

CODOY, F. C. de. Membrana denso de quitosana contendo nanoparticulas de
cobre: caracterizacdo e possiveis aplicacées. 2013. Tese. (Doutorado em
Engenharia Quimica), UNICAMP.



51

COSTA JR, E. S.; MANSUR, H. S. Preparacéo e caracterizagcdo de blenda de
guitosana/poli (adlcool vinilico) reticulado quimicamente com glutoraldeido para
a aplicacdo na engenharia de tecidos. 9° Congresso Brasileiro de Polimeros.
Campina Grande. 2007.

CRAVEIRO, A. A.; CRAVEIRO, A. C. Membranas de quitina e quitosana para
utilizacdo em regeneracéo de tecidos e cicatrizagdes. BR n. Pl 9805480-5A, 12
set, 2000.

DALLAN, P. R. M. Sintese e caracterizacdo de membranas de quitosana para a
aplicacdo na regeneracdo de pele. 2015. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica), Campinas, Séao Paulo.

DERMAQUETE, N. R. Estrutura e Propriedade de polimeros. Notas de aula.
CEFET-RS, 2001.

FERNANDES, L. P. Producdo de membranas de Quitosana e Quitosana com
sulfato de condroitina para aplicagdes biomédicas. 2009. Monografia
(Graduacdo em Engenharia de Materiais), Rio de Janeiro.

FERREIRA, A. M.; OLIVEIRA, K. A. de.; VIEIRA, L. C.; ROL, J. L. Revisao de
estudos clinicos de enfermagem: utilizacdo da papaina para o tratamento de
ferodas. P. 382.Rev. Enfermagem UERJ, 2005.

FORATO, L. A.; BERNARDES-FILHO, B.; COLNAGO, L. A. Protein structure in
KBr pellets by infrared spectroscopy. Revista: Analytical Biochemistry. 1998.

FRANCO, A. P. Caracterizacdo estrutural e adsorcdo de ions metalicos por
carboximetilcelulose e quitosana in natura e impregnada com zeolita. Tese
(Doutorado em Quimica), UFPR, 2009.

GENARO, J. F. Estimulacdo com corrente com corrente pulsada de alta voltage
na cicatrizacdo de areas cruentas. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias),
UNICAMP, 2013.

GOULART, G. A. S. Obtencéo e caracterizacdo de microparticulas de quitosana
contendo papaina. 2006. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica), Campinas,
Sao Paulo.

GREAVES, N. S.; ASHCROFT, K. J.; BAGUNEID, M.; BAYAT, A. Current
understanding of molecular and cellular mechanisms in fibroplosia and
angiosenesis during acute wound healing. Journal Dermatol Science. 2013.

KANECO, M. T.; TAQUEDA, M. E.; VELASCO, M. V. R.; BABY, A. R.; PINTO, C. A.
S. de O.; LOPES, P. S. Avaliacéo in vitro da papaina e do 6leo de pequi como
promotores de permeacao cutanea para diclofenaco de sddio. Revista Brasileira
de Ciéncias Farmacéuticas. Sdo Paulo, vol 44, 2008.

KUMAR, M. N. V. R. A review of chitin on chitosan aplications. Reactive &
Funtional Polymers. Vol. 46, 2000.



52

LIMA, M. S. P. Preparo e caracterizacdo de membranas de quitosana
modificadas com poli (&cido acrilico). 2006. Dissertacdo (Mestrado em Quimica),
Natal, Rio Grande do Norte.

LOPES, P. S. Avaliacdo da eficacia e seguranca da papaina como promotor de
absorcdo cutanea utilizando técnicas biofisicas e cultura celular de
gueratinocitos humanos. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas), Sao
Paulo, 2005.

MENDONCA, R. J.; COUTINHO NETO, J. Aspectos celulares da cicatrizagao.
Anais Brasileiro de Dermatologia. 20009.
http://www.scielo.br/pdf/abd/v84n3/v84n03a07pdf acesso em: maio de 2016.

MONTEIRO, J. O. A. Preparacdo, modificacdo quimica e calorimetria do
biopolimero quitosana. Tese (Doutorado em Quimica), Instituto da Quimica,
Universidade Estadual de Campinas. 2000.

NETO, R. J. G.; GENEVRO, G. M.; MORAES, M. A, de. Obtencéao e caracterizagdo
de membranas microestruturadas de quitosana e locomanana para a producéao
de curativos. Xl Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica em Iniciacdo
Cientifica, UNICAMP, 2015.

OKAYAMA, K. NOGUCHI, K. KANERA, R. Structural diversity of chitosan and its
complexes, Carbohydate Polymers, Metal 2000, 2000.

PEREIRA, L. M.; FAURE, M. P. Effect of oleic and liloneic acids on the
inflamatory phase of wound healing in rats. Cell biotenfunct. 2008.

PEREZ, R.; ARMELIN, E.; MORENO-MARTINEZ, J.; ALEMAN, C.; FERREIRA, C.
A. Transport and antifouling properties of papain-based antifouling coating.
Applied Surface Science. 2015.

PIEPER, B,; CALIRI, M. H. L. Nontraditional Wound care: a review of the
evidence for the use of sugar, papaya/papain, and fatty acids. Journal of Wocn.
V.30 p. 175-183, 2003.

RINAUDO, M. Chitin and Chitosan: Propriets and aplications. Prog. Polym.
Sci.31, 2006.
ROBERTS, G. A. F. Chitin Chemistry, The Macmillan press, London,1992.

ROCHA, R. P. de A.; GURJAO, W. S.; JUNIOR, L. C. de B. Cicatrizac&o de Ulceras
ndo infectadas tratadas com papaina. http://revista.fmrp.usp.br acesso em: maio
de 2015.

SANTANA, L. P. G. Avaliacdo do reparo tecidial durante o tratamento tépico
com solucdo de papaina em feridas de comundongos black. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias da Saude), 2015.

SHARMA, M ; SHARMA, V; PANDA, A K, et al. Development of enteric
submicron particle formulation of papain for oral delivery. Revista: International
Journal of Nanomedicine. Vol. 6 p 2097 — 2111 / 2011.


http://www.scielo.br/pdf/abd/v84n3/v84n03a07pdf
http://revista.fmrp.usp.br/

53

SHINGEL, K. I.; FAURE, M.P.; AZOULAY L, et al. Solid emulsion gel as a vehicle
for delivery of polyunsaturated fatty acids: implications for tissue repair,
dermal angiogenesis and wound healing. Journal Tissue Eng. Regen. Med. 2008.

SILVEIRA, M. M. da. Sintese e caracterizacdo de membranas de quitosana para
uso em osmose direta. 2013. Monografia (Graduagcdo em Engenharia Quimica),
Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

SKOOG, D. A.; WEST, D. M.; HOLLER, F. J. Fundamentals of Analytical
Chemistry, Bookmon, Phonix Fort Worth. 2002.

SOUTO, L. R. M. Modelo de pele humana (derme e epiderme) reconstrucéao in
vitro. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas), UNICAMP, 2005.

STORER, A. C.; MENARD, R. Methods enzymology. In: BARRETT, A. J.Catalytic
Mechanism in Papain Family of Cysteine Peptidases. Academic Press, v. 244. 1994.

TIRAS, U.; ERDEVE, O.; KARABULUT, A. A.; DALLAN, Y.; ERSIOGLU, H. M.
Debridamento via collagenase application in two neonatas. Pediatric
Dermatology. V. 22, 2005.

TODOROVIC, Z. Avaliacdo da viscosidade e massa molar de quitosanas
modificadas enzimaticamente. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica),
UNICAMP, 2002.

VEIGA, |. G. Producéo e caracterizacdo de membranas de quitosana associada
com outros biopolimeros para a liberacdo controlada de anti-inflamatérios.
2012. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica), Campinas, Sao Paulo.

ZHUANG, P.; BUTTERFILD, D. A. Denaturation studies of active-site labeled
papain using electon paramagnetic resonance and fluorence spectroscopy.
Biophysical Journal, v. 60,1991.

ZULLI, G. Desenvolvimento de uma matriz polimérica para incorporacdo e
liberacdo controlada de papaina. 2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias na
area de tecnologia nuclear), Sdo Paulo.



