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RESUMO

Diante da preocupacdo com o aumento de bactérias resistentes, novas
alternativas terapéuticas séo investigadas, entre as quais, se destaca a utilizacdo de
produtos naturais. Exemplo desses produtos pode-se destacar a quitosana, um
polimero natural, biodegradavel, biocompativel, atoxico. Exerce atividade
antimicrobiana, além de possuir, também, acdo mucoadesiva, anticoagulante,
imunoestimulante, cicatrizante, antitumoral, hemostatica, hipolip€mica, dentre outras.
Outra substancia que pode ser utilizada para fins terapéuticos é o 6leo essencial da
Schinus Terebenthifolius Raddi (Pimenta rosa), pois, possui atividade diurética,
adstringente, antidiarreica, anti-inflamatéria, cicatrizante, bactericida, antiviral,
analgésica, sedativa, expectorante, antipirética, vermifuga e antisséptica. Pode-se
também citar exemplos de compostos inorganicos, como os oxidos metélicos que
atuam na inibicdo bacteriana, em particular o ZnO. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver hidrogeis a base de quitosana aditivados com 6xido de zinco ou/e 6leo
essencial de Schinus terebenthifolius Raddi (Pimenta rosa). O hidrogel Qui/ZnO/OEP
foi obtido por diluicdo de 2g de quitosana solubilizadas em 1mL de acido acético e,
adicionado 30 mL de 4gua destilada. Acrescentado 0,001g de 6xido de zinco e 1,759
de dleo essencial de Pimenta rosa sobre agitacdo. A partir da cromatografia gasosa
acoplada com espectrometro de massa observou-se que o 6leo essencial de Pimenta
rosa € constituido por cinco compostos, sendo o a-pineno 0 componente majoritario
(48%). A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier nao
confirmou a presenca do Oxido de zinco e o 6leo de Pimenta rosa nos hidrogeéis
elaborados. Entretanto, através Analise de Componentes Principais foi possivel
identificar mudancas na composicao dos trés hidrogéis. Por Analise termogravimétrica
foi identificado semelhantes perdas de massa, que ocorreram em trés estagios. Pela
Calorimetria Exploratéria Diferencial pode-se verificar que o hidrogel de quitosana
apresentou dois eventos basicos, sendo o primeiro endotérmico e o segundo
exotérmico. Mas, os hidrogéis Qui/ZnO e o Qui/ZnO/OEP sé apresentaram o evento
endotérmico. Por meio dos ensaios reoldgicos foi verificado que o 6leo essencial de
Pimenta rosa apresentou comportamento de fluido newtoniano, e os hidrogéis, Qui,
Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP, de fluidos ndo-newtonianos, pseudoplasticos. Evidenciou-
se que Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa foram extremamente

sensiveis aos trés hidrogéis estudados. O Staphylococcus epidermidis muito sensivel



e Escherichia coli, sensivel. Os valores de Concentragfes Inibitéria Minima e
Bactericida Minima dos trés hidrogéis frente a Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis foram os mesmos (0,23 yg/mL™1), ja para Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa evidenciou-se somente Concentracao Inibitéria Minima,
sendo respectivamente, 0,46 pg/mL* e 0,23 pg/mL?t. O hidrogel Qui/ZnO/OEP
apresentou efeito citotoxico em concentracdes acima de 0,01 até 1 mg/mL. O
percentual de intumescimento dos hidrogéis Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP aumentou

com o acréscimo do tempo de exposi¢do a agua, variando entre 29,8% e 503,4%.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana.Citotoxicidade.Hidrogel. Intumescimento.

Oleo essencial de Pimenta rosa. Oxido de zinco. Quitosana.



ABSTRACT

Faced with the concern with the increase of resistant bacteria, new therapeutic
alternatives are investigated, among which, the use of natural products stands out.
Examples of these products are chitosan, a natural, biodegradable, biocompatible,
non-toxic polymer. It exerts antimicrobial activity, besides possessing, also,
mucoadhesive action, anticoagulant, immunostimulating, healing, antitumor,
hemostatic, hypolipemic, among others. Another substance that can be used for
therapeutic purposes is the essential oil of Schinus Terebenthifolius Raddi (Pink
pepper), because it has diuretic, astringent, antidiarrheal, anti-inflammatory,
cicatrizing, bactericidal, antiviral, analgesic, sedative, expectorant, antipyretic,
vermifuge and antiseptic. Mention may also be made of inorganic compounds, such
as metal oxides which act on bacterial inhibition, in particular ZnO. The objective of
this work was to develop chitosan-based hydrogels added with zinc oxide and / or
essential oil of Schinus terebenthifolius Raddi (Pink pepper). The Qui / ZnO / OEP
hydrogel was obtained by diluting 2 g of chitosan solubilized in 1 ml of acetic acid and
adding 30 ml of distilled water. Add 0.001g of zinc oxide and 1.75g of pink pepper
essential oil over shaking. From the gas chromatography coupled with mass
spectrometer it was observed that the essential oil of Pink pepper is composed of five
compounds, with a-pinene being the major component (48%). Infrared Spectroscopy
with Fourier Transform did not confirm the presence of zinc oxide and pink pepper oil
in the elaborated hydrogels. However, through Principal Component Analysis it was
possible to identify changes in the composition of the three hydrogels. By
thermogravimetric analysis, similar mass losses were identified, which occurred in
three stages. By the Exploratory Differential Calorimetry, it can be verified that the
chitosan hydrogel presented two basic events, being the first endothermic and the
second exothermic. However, the Qui / ZnO and Qui / ZnO / EPO hydrogels only
showed the endothermic event. By means of the rheological tests it was verified that
the essential oil of Pimenta rosa presented behavior of Newtonian fluid, and the
hydrogels, Qui, Qui / ZnO and Qui / ZnO / EPO, of non-Newtonian, pseudoplastic
fluids. It was evidenced that Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa
were extremely sensitive to the three hydrogels studied. Very sensitive Staphylococcus
epidermidis and sensitive Escherichia coli. The Minimum Inhibitory and Minimum

Bactericidal Concentrations of the three hydrogels against Staphylococcus aureus,



Staphylococcus epidermidis were the same (0.23 ug / mL-1), for Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa, only Minimal Inhibitory Concentration was found, being
0.46 ug / mL-1 and 0.23 pg / mL-1, respectively. The Qui / ZnO / OEP hydrogel
presented cytotoxic effect at concentrations above 0.01 to 1 mg / mL. The swelling
percentage of the Qui, Qui / ZnO and Qui / ZnO / EPO hydrogels increased with

increasing exposure time to water ranging from 29.8% to 503.4%

Keywords: Antimicrobial activity. Cytotoxicity. Hydrogel. Swelling. Essential Oil of Pink

Pepper. Chitosan. Zinc oxide.
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18
1 INTRODUCAO

A quitosana é um polimero que possui aplicagbes nas mais diversas
areas, como: alimenticia, tratamento de residuos, industria farmacéutica,
principios de filtracdo e agronomia, todavia, o setor onde a quitosana mostrou-
se extremamente préspero foi no campo biomédico. A relevancia da quitosana
nesta area correlaciona-se as suas propriedades biolégicas como
antimicrobiana, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e baixa
imunogenicidade (RINAUDO, 2006; RAFIQUE, 2016).

A aplicacdo da quitosana no tratamento de feridas se deve
fundamentalmente as suas particularidades biol6gicas e também, em algum
grau, as caracteristicas fisicas e mecéanicas. O uso de quitosana em feridas
antecipa a renovacao tecidual, enquanto relacionado com outros procedimentos
consagrados de terapéutica (ALEMDAROGLU, 2006; FRAGUAS et al.,2015).

A quitosana é um polissacarideo natural que tem a funcao de aprimorar a
neovascularizagao e a génese de tecido de granulagcao, duas etapas relevantes
do processo cicatricial das feridas. Isto ocorre pela ampliacdo da taxa de
infiltracdo de fibroblastos e células inflamatdrias, na excitacdo da geracdo de
colageno pelos fibroblastos e no acionamento da fabricagédo de citosinas pelas
células, o que efetiva a quitosana como uma dinamizadora da reparacdo dos
tecidos (HOWLING et al., 2001; SILVA et al., 2006; ALSARRA, 2009; FRAGUAS
et al., 2015).

Outra propriedade da quitosana é a solubilidade em meio acido e a
agregacdo com polianions, que conferem a quitosana a caracteristica de ser
excelente formadora de gel, podendo ser utilizada como hidrogel (FRAGUAS et
al., 2015).

Os hidrogéis sédo entrecruzamentos tridimensionais de polimeros que
conseguem intumescer em ambiente aquoso ou liquido biologico e preservar
uma grande parcela de agua na sua infraestrutura sem se desintegrar. Os
hidrogéis sdo fundamentados em polimeros hidrofilicos, que séo entrelacados
para impedir a sua dissolugcdo em agua, podendo assim ser empregados para
armazenar células, farmacos ou proteinas. Em consequéncia da existéncia de

alguns grupos funcionais na extenséo das cadeias do polimero, os hidrogéis sdo
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frequentemente suscetiveis as circunstancias do meio ambiente, tais como
constituicdo do solvente, pH e temperatura (RAFIQUE, 2016).

Os hidrogéis de quitosana sdo empregados nas areas farmacéutica,
cosmeética, médica e especialmente para a terapéutica de feridas, agregacgéo de
macromoléculas e sustentaculo para a liberacdo de farmacos. Essas utilizaces
sdo convenientes aos hidrogéis por exibirem peculiaridades, tais como
porosidade do soluto, grau de tumescéncia, cinética de absorvéncia de um
liquido, capacidade de perceber e reagir a mudancas de pH, inexisténcia de
influéncias hidrofébicas e particularidades de performance in vivo oportunas
(RAFIQUE, 20186).

O uso da quitosana torna-se possivel na condicéo de hidrogel, sobretudo
relacionado a sua biocompatibilidade (RAFIQUE, 2016). De acordo com
Alemdaroglu e colaboradores (2006), o gel de quitosana age na qualidade de
extraordinario curativo para lesdes diante das suas especificidades cicatrizantes,
e também, apresenta predisposicdo de aderéncia tecidual conduzindo uma
expressiva contracdo da ferida antecipando seu fechamento (OBARA et al.,
2006).

Com a predisposicao vigente em empregar itens naturais, a utilizacdo de
antimicrobianos naturais extraidos de plantas, tais como os 0leos essenciais,
tornam-se cada vez mais evidentes 0 uso dessas substancias em tratamentos
de feridas (PEREIRA et al., 2006).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2000) mostra que 80% dos
habitantes mundiais utilizam ervas medicinais. Segundo Dourado (2012), a
Pimenta rosa, popularmente denominada por aroeira, € empregada em décima
posicdo entre 138 plantas medicinais mencionadas. A Pimenta rosa €
empregada na medicina popular para a terapéutica de diversos tipos de dores,
doencas venéreas, gengivite, reumatismo, febre e diarreias, tratamento
coadjuvante do cancer.

Ha wuma progressiva curiosidade em descobrir  propulsores
antimicrobianos naturais para aplicacdo terapéutica, com o proposito de
favorecer atividade sinérgica ou em troca aos conservantes quimicos, 0s quais
possuem uso reduzido, devido a iminente potencialidade carcinogénica (RAUHA
et al., 2000). Dessa maneira, sdo indispensaveis, adequadas aplicacbes de

recursos financeiros e pesquisas para trocar os aditivos sintéticos por
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conservantes naturais existentes nas plantas e que exercam atividade
antimicrobiana.

Além dos polissacarideos e Oleos essenciais como substancias com
principios bioativos, também vem sendo investigados alguns éxidos metalicos,
destacando-se o 6xido de zinco (ZnO) com acao antimicrobiana.

O hidrogel de quitosana adicionado com oOxido de zinco e 6leo essencial
de Pimenta rosa torna-se uma alternativa apropriada para terapéutica em
combate as bactérias patogénicas, uma vez que exibem acdo antimicrobiana
(RINAUDO, 2006; RAFIQUE, 2016; DOURADO, 2012; QI et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

» Desenvolver hidrogeis a base de quitosana aditivados com 6xido de zinco

ou/e 6leo essencial de Schinus terebenthifolius Raddi (Pimenta rosa).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desenvolver hidrogéis a partir de quitosana,

» Elaborar géis de quitosana na presenca do oxido de zinco para avaliar a

dispersao desse 0xido na matriz polimérica;

» Preparar géis de quitosana/oxido de zinco/ 6leo de Pimenta rosa com a

finalidade de avaliar o sinergismo do sistema,;

» Caracterizar o hidrogel sintetizado por espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier, analise de componentes principais, analise

termogravimétrica, calorimetria exploratéria diferencial e analise reoldgica;

» Avaliar in vitro as propriedades antimicrobianas dos hidrogéis (quitosana,
quitosana/oxido de zinco como também, quitosana/éxido de zinco/6leo de
Pimenta rosa) frente as linhagens de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosas e Escherichia coli
através da determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e teste

de Disco-difusao;

> Avaliar a citotoxicidade do hidrogel Qui/ZnO/OEP;

» Investigar a competéncia de intumescimento dos hidrogéis Qui, Qui/ZnO e
Qui/ZnO/OEP.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 QUITOSANA

A quitosana é desenvolvida a partir da quitina, que se encontra fartamente
na natureza como elemento estrutural do exoesqueleto de artropodes
(compreendendo crustaceos, insetos), algas e paredes celulares de alguns
fungos. Estruturalmente a quitina € um mucopolissacarideo linear e insolivel em
agua (KUMAR, 2000). Na Figura 1 pode-se observar a estrutura quimica da

celulose, quitina e quitosana.

Figura 1- Estrutura quimica da celulose, quitina e quitosana.

CHzOH

celulose

CH20H CH2OH

H MNHCOCH 3 N

Cquirtina

quitosana

Fonte: VAN DEN BROEK et al.,( 2015).

Segundo Mendes e colaboradores (2011), a quitosana (Figura 1) é
quimicamente uma poliamina, produto da desacetilacdo da quitina. E um
polimero biodegradavel, natural e renovavel, de vasto valor econdémico e

ambiental. Este biopolimero tem uma estrutura molecular quimicamente idéntica
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a da celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais —OH, -NHCOCHzs
e NHa.

A solubilidade da quitosana resulta da sua origem bioldgica, massa
molecular e grau de acetilacdo (GOY et al., 2009). E soltvel em meio de acidos
organicos (acido acético, férmico, citrico) e inorganicos (acido cloridrico),
constituindo um polimero catibnico, com a protonacdo do grupo amino
originando o ion NH3*, que atribui caracteristicas peculiares como, por exemplo,
a formacao de uma solugéo viscosa apta a desenvolver invélucros ou peliculas
de recobrimento. A qualidade e as caracteristicas da quitosana podem mudar de
acordo com seu método de fabricacdo que interfere nas caracteristicas do
produto final. No estado solido, a quitosana é um polimero semicristalino
(DENKBAS et al., 2002).

A quitosana é caracterizada pelo sua massa molar (MM) e grau de
acetilacao (DA). A gquitosana, que esta a disposicdo no comeércio, possui grau de
desacetilacdo >85% (DA < 15%) e massa molecular contido entre 100-1000 kDa.
E, comumente, reconhecido que a quitosana de baixa massa tem MM < 50 kDa,
a de médio tem MM entre 50-150 kDa e a de alta massa MM>150 kDa (GOY et
al., 2009).

A guitosana pode ser manipulada nos formatos de laminas, filmes, fibras
e géis. E uma molécula extremamente funcional, exercendo a¢do mucoadesiva,
anticoagulante, imunoestimulante, cicatrizante, antitumoral, hemostatica,
hipolipémica, antimicrobiana, dentre outras (AZEVEDO et al., 2007; KURITA,
2006; TAVARIA et al., 2013).

Kean e Thanou (2010) informaram que a quitosana € biodegradada pela
enzima lisozima, gerando compostos aminados nao téxicos, ndo imunogénicos
e ndo carcinogénicos, que sao totalmente expelidos pelo organismo.

Esse polissacarideo ainda apresenta amplas aplicacdes peculiares na
indastria alimenticia, dentre elas estdo o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis e preservacdo de alimentos contra degradacdo microbiana. Na
industria farmacéutica e alimenticia, sdo amplamente aproveitadas no transporte
para liberacdo de farmacos e compostos bioativos (SINGH et al., 2009, KANATT;
CHANDER; SHARMA, 2008; KUMAR, 2000; ALEXAKIS et al., 1995).

Em meio as numerosas propriedades biolégicas expostas para a

quitosana, a competéncia anti-inflamatoria, antimicrobiana e cicatrizante séo
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provavelmente a de maior relevancia para a area de saude (AZEVEDO et al.,
2007).

A quitosana tem sido pesquisada como agente antimicrobiano frente a
uma extensa variedade de micro-organismos como bactérias, leveduras, fungos
e algas (GOY, 2009).

Esse polimero gera a inibicdo do crescimento ou destruicdo de micro-
organismos, tais como E. coli, S. epidermidis, S. aureus, S. faecalis, S.
pyogenes, Vibrio, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus,
P. aeruginosa, Candida, Xanthomonas campestris, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, entre outros (KUMAR, 2000).

Pesquisas mostram que a forma de atividade antimicrobiana da quitosana
€ consequéncia das propriedades fisico-quimicas do polimero e as
peculiaridades da membrana do micro-organismo (KULIKOV et al., 2014; TAYEL
et al., 2010).

Trés modos de atuacéo antibacteriana foram sugeridos, para esclarecer a
acdo antibacteriana desse polimero. O mecanismo de acdo mais aceito,
fundamenta-se na interacgédo idnica na superficie celular decorrendo em abertura
da parede celular. As forcas eletrostaticas ocorrem entre a molécula de
quitosana carregada positivamente (NH*3) e residuos negativos na superficie
celular. Na auséncia da quitosana a estabilidade de carga ocorre entre a
membrana e por Ca?*. Possivelmente, h4 uma disputa entre o NH3* e Ca?* por
pontos eletronegativos na superficie da membrana celular. Esse fato gera
distarbio no balanco osmético e/ou hidrolisa peptideoglicanos na membrana do
micro-organismo, decorrendo no detrimento de ions de potassio e constituintes
proteicos de baixa massa molecular (KULIKOV et al., 2014; TAYEL et al., 2010;
GOY, 2009). Conforme ilustracéo da Figura 2.
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Figura 2- Representacéo da acdo antimicrobiana da quitosana

Fonte: MARANGON (2015)

Um segundo modo de atuacao esté relacionado com inibicdo da sintese
de RNAmM e proteinas: a quitosana apés atravessar a membrana celular da
bactéria, ingressa no nucleo e une-se ao DNA, evitando a sintese de RNAmM e
proteinas (KULIKOV et al., 2014; TAYEL et al., 2010; GOY, 2009).

O terceiro mecanismo de desempenho sugerido esta relacionado com
complexacdo de metais: a quitosana desenvolve um envoltério externo
complexando metais e desse modo eliminando nutrientes fundamentais para o
crescimento microbiano (KULIKOV et al., 2014; TAYEL et al., 2010; GOY, 2009).

Em pesquisas realizadas por Costa et al., (2012) e Elsaka e Elnaghy
(2012), a quitosana foi avaliada como possuidora de atividade
bactericida/bacteriostética, sem diferenciacéo entre estas atividades.

Estudos evidenciaram que a atividade antimicrobiana da quitosana se
diferencia entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. No caso das
Gram-positivas, pressupde-se que a quitosana fragmenta a membrana, ao passo
gue nas Gram-negativas o citoplasma se aglomera e o0 espaco intracelular é
expandido (BATISTA et al., 2011; SILVA et al., 2006).

A propriedade antimicrobiana da quitosana vem sendo comprovada por
distintas pesquisas, emergindo como uma provavel opcdo frente aos
antibacterianos de procedéncia sintética que sdo habitualmente empregados
(BATISTA et al., 2011; KIM et al., 2011; HOLAPPA et al., 2006).
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N&o existe método padronizado para apresentar os resultados de testes
antimicrobianos de produtos naturais. A metodologia de microdiluicdo em placas
apresenta-se como a mais usada e preconizada para definir a Concentragéo
Minima Inibitéria (CIM) ou a Concentragcdo Minima Bactericida (CBM) de produto
natural tais como a quitosana e Oleo essencial. Em consequéncia da sua
sensibilidade e quantia infima de reagentes, 0 que permite um maximo numero
de replicagdes, acrescentando a credibilidade dos resultados (MENDES et al.,
2011).

Como nao tem uniformizacdo sobre o coeficiente de inibicdo aceitavel
para produtos naturais quando confrontados com antibidticos padrdes, Aligianis
et al., (2001) sugeriram a classificacdo para materiais derivados de plantas
fundamentado nos resultados de CIM, avaliando como: forte inibicdo com CIM
até 500 pg/mL; inibicdo moderada os de CIM entre 600 a 1500 pg/mL e como

fraca inibicdo os que exibirem CIM acima de 1600 ug/mL.

3.2 HIDROGEL

Rosiak e Ulansky (1999) como também Hoffman (2012) conceituam
hidrogéis como sistemas, com dois ou mais componentes, constituidos por
entrecruzamento tridimensional de cadeias poliméricas e agua, que completa o
ambiente entre as macromoléculas.

Os hidrogéis constituem uma categoria relevante de materiais poliméricos
gue podem intumescer retendo uma quantidade significativa de agua no interior
de suas estruturas, sem se dissolver, e podem ser denominados como uma
categoria de polimeros absorventes (MOGHADAM, 2017). A existéncia de
grupos funcionais hidrofilicos (-OH, -COOH, -CONH2, -SOzH) na composicéo dos
hidrogéis define a sua competéncia para infiltrar-se e conservar grande
guantidade de agua. Por sua vez, a apresentacdo de pontos de reticulacao
produz a sua insolubilidade e estabilidade (GIL et al.,, 2006; PATEL e
MEQUANINT, 2011).

Os hidrogéis podem ser categorizados segundo varias propriedades.
Conforme a reticulacdo, os hidrogéis categorizam-se em hidrogéis fisicos ou
temporarios, 0os quais sao constituidos por forcas de van der Waals, ligacbes de

hidrogénio e suas redes podem ser quebradas por meio de estimulos externos
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como: temperatura, mudancas de pH e solucéo salina. A segunda denominacéo
de hidrogéis, segundo reticulagdo, quimicos ou permanentes sdo descritos como
agueles os quais séo conectados fundamentalmente por ligagdes covalentes. O
desenvolvimento das ligages cruzadas pode decorrer de reagdes quimicas ou
por radiacdo raios gama, raios-x ou ultravioleta. Os hidrogéis obtidos por
reticulacdes quimicas, uma vez sintetizadas as redes, ndo serdo mais capazes
de se desfazer (RATNER et al., 2013).

As cargas possibilitam qualificar os hidrogéis em neutros, anibnicos,
catidnicos e anfotéricos. Hidrogéis neutros sdo, também, denominados como
hidrogéis néo idénicos. Sao redes de homopolimeros ou copolimeros, ausentes
de carga na sua composicdo. Estes hidrogéis podem proceder de diversos
meétodos de polimerizagdo ou por conversdo de polimeros ja permanentes. A
degradacdo ou intumescimento de redes de um hidrogel neutro esti
intensamente relacionado a temperatura do ambiente envolvente (COSTA,
2013).

Os hidrogéis aniénicos sdo comumente homopolimeros de acidos com
carga negativa, mondémeros anidnicos ou copolimeros de monémeros anidnicos
e neutros. Estes hidrogéis destacam-se pela sua habilidade de exibir uma alta
razdo de intumescimento com o aumento do pH do ambiente que o envolve
(COSTA, 2013). Por sua vez, hidrogéis catidnicos consistem em redes de
polimeros que exibem grupos carregados positivamente (HOFFMAN, 2012).

No que diz respeito aos hidrogéis anfotéricos, eles consistem em
macromoléculas que tém cargas positivas e negativas em todas as partes da sua
rede polimérica (COSTA, 2013).

Quanto a biodegradabilidade, os hidrogéis subdividem-se em
biodegradaveis e ndo biodegradaveis. A biodegradacao pode resultar de acdes
bioldgicas, fisicas e quimicas. In vivo, os hidrogéis biodegradaveis sofrem
decomposicdo macromolecular por acdo de micro-organismos tais como
bactérias, fungos, algas e enzimas. Enquanto, os que ndo sao biodegradaveis
nao alcangcam a decomposicdo de modo a serem absorvidos pela natureza
(VILLANOVA et al., 2010).

Conforme a origem, os hidrogéis podem ser naturais, sintéticos ou
hibridos. Hidrogéis naturais sdo desenvolvidos por polimeros de procedéncia

natural, com ou sem alteragé@o quimica, por exemplo, &cido hialurénico, alginato,
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amido, quitosana. Esses hidrogéis exibem o beneficio de ser biocompativeis e
biodegradaveis, por outro lado possuem baixas propriedades mecanicas
(VILLANOVA et al., 2010).

Hidrogéis sintéticos sdo produzidos por polimerizacdo de mondmeros
sintéticos, tendo como exemplo acido metacrilico, acrilamida, entre outros. Os
polimeros sintéticos apresentam, comumente, estrutura bem determinada que
pode ser alterada com a finalidade de conseguir degradabilidade e
funcionalidade exigidas. Os polimeros sintéticos correspondem a uma categoria
de materiais multifuncionais por oferecer muitas aplicagdes, entre as quais, no
ambito cosmético e farmacéutico (VILLANOVA et al., 2010).

Os Hidrogéis hibridos s&@o sintetizados a partir da combinacdo de
polimeros naturais e sintéticos, tornando-se, em muitos casos, uma excelente
estratégia para melhorar as propriedades do material alcancado (VILLANOVA et
al., 2010).

Referente ao método de preparacdo os hidrogéis podem ser
Homopolimeros, os quais sao constituidos por apenas uma categoria de
monémero hidrofilico, que pode apresentar ligacdes cruzadas (reticulagoes)
decorrendo da categoria do monémero e do método de polimerizacéo
(BORTOLIN, 2014; ENAS, 2013). Ja os Hidrogéis Copolimeros sdo formados
por dois ou mais tipos distintos de mondémeros com no minimo um elemento
hidrofilico, organizados numa conformacao aleatdria, em blocos ou alternados
por toda a extensao da rede de polimero (BORTOLIN, 2014).

Os hidrogéis séo, também, nomeados de Polimeros interpenetrantes
(IPN) os quais sdo compostos constituidos fundamentalmente por dois
polimeros, onde um é reticulado na rede polimérica do outro, permanecendo,
portanto, suas cadeias entrancadas uma na outra em plano molecular
(BORTOLIN, 2014).

A composicdo da rede dos hidrogéis pode apresentar-se como
macroporosa, microporosa ou nao porosa. Hidrogéis macroporosos exibem
poros, com tamanho diversificando de 0,1 a 1,0 um. Hidrogéis microporosos tém
poro com dimensdo mindscula, entre 100-1000 A. Hidrogéis ndo porosos
apresentam poros com tamanho macromolecular entre 10-100 A e possuem
cadeias poliméricas densas, além de proporcionar conducdo de solutos

completamente restringidos, por difusdo em meio das areas livres (GANJI, 2010).
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Segundo Ganji et al., (2010), a cinética de intumescimento € uma das
propriedades significativa do hidrogel; esta é definida pela particularidade da
estrutura porosa, dimenséo da amostra, pela tamanho dos poros, temperatura e
variacdo de pH, dentre outras. A estabilizacdo no intumescimento é produzida
pelo equilibrio obtido em meio a forca osmética, que beneficia a entrada do
solvente e a forca elastica contraria que compensa a distensdo da rede
polimérica e evita sua deformacao.

Quanto a cristalinidade, os hidrogéis séo classificados em amorfos e
semicristalinos. Amorfos, aqueles que possuem redes poliméricas
desorganizadas e emaranhadas. Entretanto, hidrogéis semicristalinos possuem
cadeias que se adequam sob empacotamento sistematico em certas regides, ou
melhor, detecta-se a existéncia de cristalitos (HOFFMAN, 2012).

Os polimeros semicristalinos possuem maior dureza e resisténcia em
consequéncia das intensas interacdes intermoleculares, sdo bastantes opacos
devido ao espalhamento de luz das regides cristalinas, a0 mesmo tempo em que
polimeros amorfos na maioria das vezes s80 macios e transparentes
(HOFFEMAN, 2012).

3.2.1 Hidrogéis de quitosana

Véarias pesquisas foram encontradas subsidiando o desenvolvimento
tecnolégico de hidrogéis com énfase na area biomédica. Nesse item serdo
tratadas algumas referéncias sobre o0 assunto.

Ferreira et al., (2016) sintetizaram um hidrogel de quitosana com nerolidol
e investigaram suas propriedades antimicrobiana e curativa. O hidrogel foi
caracterizado por termogravimetria, calorimetria exploratoria diferencial e
espectroscopia de infravermelho. A atividade antimicrobiana foi testada frente
Staphylococcus aureus que demonstrou acao bactericida. O hidrogel com
nerolidol a 2% exibiu extraordinaria acao curativa, pois, no 7° dia de tratamento
ocorreu reepitelizacao e reorganizacao do colageno, demostrando um bom efeito
no processo cicatricial. Os autores concluiram que o hidrogel sintetizado

MOostrou-se promissor como agente bactericida e curativo.
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No estudo de Fraguas et al., (2015), o objetivo foi caracterizar a quitosana
e analisar sua implicacdo no processo cicatricial em ratos. A quitosana foi
caracterizada através de andlise elementar, termogravimétrica, espectroscopia
na regiao do infravermelho, e identificada a viscosidade, massa molar e grau de
acetilacao. Os autores concluiram que as propriedades quimicas da quitosana
(viscosidade de 5 mPa s, baixo grau de acetilacdo (GA=5,9%) e massa molar de
132,0 kDa) torna esse polimero notavel para aproveitamentos em distintas
areas. Referente as propriedades cicatrizantes, a quitosana gerou diminuicéo de
81,4% da largura das lesdes, contribuindo no tratamento de lesdes cutaneas, o
gue confirma sua potencialidade para utilizacdo na area médica.

Samano-Valencia et al.,, (2013) pesquisaram um hidrogel hibrido
constituido por nanoparticulas de quitosana e prata. As nanoparticulas de prata
foram sintetizadas e caracterizadas por espalhamento de luz dinamica e
microscopia eletrénica de transmissao antes de serem incorporadas no hidrogel.
As nanoparticulas de prata apresentaram tamanho de 7 nm e o formato esférico.
O hidrogel de quitosana foi sintetizado com nanoparticulas de prata e
caracterizado por calorimetria exploratoria diferencial e microscopia eletrénica
de varredura. Foi analisada a eficacia de liberac&o de ions de prata e, além disso,
a acao antimicrobiana. Como concluséo, foi identificado que o hidrogéis de
guitosana com nanoparticulas de prata e o hidrogel de quitosana sem
nanoparticulas de prata possuem caracteristicas térmicas bastante similares. A
liberacdo de ions de prata ocorreu durante um periodo aproximadamente duas
semanas, com acgao bactericida contra S. mutans.

Nascimento e colaboradores (2009) estudaram um hidrogel de quitosana
com sulfadiazina de prata a 1%. Fizeram caracteriza¢@es reoldgicas, bioldgicas
e terapéuticas deste hidrogel. Os autores identificaram que o hidrogel de
guitosana apresentou pseudopasticidade e bioadesividade que beneficiou a
neovascularizagcao e a acao inflamatéria em queimaduras. Como também, este
gel mostrou propriedades reoldgicas adequadas coerentes a eficiente liberacao
do farmaco.

Oliveira (2004) analisou a acdo antimicrobiana da quitosana com
clorexidina contra S. mutans. Os experimentos da acdo antimicrobiana foram
alcancados utilizando soluc¢des de quitosana e quitosana/clorexidina diluidas em

acido acético 1% em diversos valores de pH (3,5 — 5,0) e de concentracéo
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variando entre 0,1 e 1,5%. A autora identificou que a ac¢do antimicrobiana
aumentou com o pH, com a concentracdo da clorexidina, com o tempo de

exposicao e com a agregacao quitosana/clorexidina.

3.3 OLEO ESSENCIAL

O emprego de plantas medicinais com propdsitos farmacologicos
aumentou, expressivamente, nas Ultimas décadas, sobretudo, como
consequéncia de atuacdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que
estimularam interesse em instituicdes privadas e governamentais (BRASIL,
2006).

Oleos essenciais (OE) sdo liquidos de aspecto oleoso, formados por
diversos elementos volateis a temperatura ambiente e aromaticos produzidos
por células secretoras existentes em flores, folhas, sementes, cascas, frutos e
raizes de plantas aromaticas (SILVA, 2015).

A International Standard Organization (ISO) distingue os 6leos essenciais,
também denominados de Oleos volateis, como: “produtos obtidos de partes de
plantas através de destilagdo a vapor d’agua, fluidos supercriticos,
hidrodestilagcdo, prensagem a frio, extragdo por solventes, turbodestilacao,
enfleurage e micro-ondas sem solvente”.

Segundo Romani (2015) e Bakkali et al., (2008), os Oleos essenciais sédo
constituidos por 20 a 60 componentes em diversas concentracdes. Mas, dois ou
trés encontram-se em concentragdes significativamente em torno de 20 a 70%.

Os integrantes fundamentais que compdem um 6leo essencial fazem
parte das classes quimicas dos sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados,
monoterpenos oxigenados e monoterpenos (BUSATO et al., 2014). A diferenca
da atuacdo bioldgica dos 6leos essenciais é condicionada a constituicdo de seus
componentes quimicos como carvacrol, citral, limoneno, pineno, furanodieno,
cineol, cariofileno, eucaliptol, elemeno, eugenol e outros (FREIRE et al., 2016).

Essas distintas misturas de constituintes quimicos apresentadas pelos
Oleos essenciais sdo encarregadas das caracteristicas tais como acdo
antioxidante (WANNES et al.,, 2010), antiespasmddica, analgésica, anti-

inflamatéria, antisséptica (MENDES et al., 2010), antiviral, antibacterianos,
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inseticidas e antifungica (SCHUCK et al., 2001; CARMO et al., 2008). Ainda, tém
atuacao repelente contra insetos (ROMANI, 2015) e atividade antitumoral
(SILVA, 2008).

A acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais tem sido conferida,
sobretudo, aos terpenos e derivados. Mas, 0s componentes existentes em
baixas concentracbes também assessoram a atividade antimicrobiana
(GUTIERREZ et al., 2009; BURT, 2004).

Diversas pesquisas tém analisado a agéo contra micro-organismos destes
compostos e descreveram distintos processos de atuagédo, como bloqueio da
sintese de &cidos nucléicos, das funcbes da membrana citoplasmatica e do
metabolismo energético (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Segundo Kalemba e Kunicka (2003), a atuacdo antimicrobiana dos éleos
essenciais pode ser decorrente de trés mecanismos: intervengdo na dupla
camada fosfolipidica da parede celular bacteriana, pelo acréscimo da
permeabilidade e desvio dos componentes da célula, e por modificacdo de uma
diversidade de enzimas como as participantes na producéo de energia celular e
sintese de elementos estruturais ou eliminacdo do material genético.

Conforme Sol6rzano-Santos e Miranda-Novales (2012), a potencialidade
antibacteriana dos 0leos essenciais é resultante da hidrofobicidade destes, que
admite separagcdo dos lipidios da membrana celular e mitocondrias das
bactérias, acarretando alteracdo das composi¢ces celulares e modificando a
permeabilidade da membrana, desencadeando o extravasamento de moléculas

fundamentais a sua sobrevivéncia e induzindo a morte das bactérias.

3.3.1 Oleo Essencial de Schinus terebenthifolius Raddi (Pimenta rosa)

A Schinus terebenthifolius Raddi (Figura 3) possui diferentes nomes
populares, como: pimenta rosa, aroeira-pimenteira, aroeira-vermelha, aroeira-
mansa, aroeira, aroeira-da-praia, aroeira-do-brejo, aroeirado campo, aroeira-de-
sabid, aroeirinha, coracdo-de-bugre, fruto-de-sabia, fruto-de-raposa, fruto-de-
cutia, araguaraiba, corneiba, arvore-da-pimenta, cabui, cambui, lentisco. E uma
planta com folhas abundantes, pertencente a familia Anacardiaceae, natural da
América do Sul, especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina. As partes

utilizadas que oferecem propriedades terapéuticas séo a casca, folhas e frutos,
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gue sao bastante utilizadas na medicina popular para a terapéutica de diversas
enfermidades (CLEMENTE, 2006; GUERRA et al., 2000).

Figura 3 — Frutos de Pimenta rosa.

Fonte: ROMANI (2015)

A partir de 2009, através da Portaria n® 2.982 de 26 de novembro de 2009
GM/MS do Ministério da Saude, surgiu a expansao da oferta de fitoterapicos na
Assisténcia Farmacéutica do SUS, disponibilizando varios fitoterapicos, usando
como uma das matéria-primas a Pimenta rosa (BRASIL, 2006).

E consenso entre varios pesquisadores que a Pimenta rosa exerce
atividade diurética, adstringente, antidiarreica, anti-inflamatéria, cicatrizante,
bactericida, antiviral, analgésica, sedativa, expectorante, antipirética, vermifuga
e antisséptica (BULLA et al., 2015).

A constituicdo quimica dos frutos e folhas da Pimenta rosa foi pesquisada
e foram identificados &cidos, hidrocarbonetos terpénicos e cetonas na sua
composicédo. E confirmada a acdo antimicrobiana da Pimenta rosa contra
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), assim como
contra Candida albicans (DOURADO, 2012).

Martins et al., (2014) constataram que o 0leo essencial de Pimenta rosa
possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas contra bactérias, Gram

positivas e negativas, e fungos degeneradores de alimentos.
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A acédo antioxidante do 6leo de Pimenta rosa esta correlacionada com os
constituintes quimicos presentes, existéncia de flavonoides e com sua
estabilidade (MARTINS et al., 2014).

As pesquisas efetuadas por Bendaoud et al., (2010) revelaram que 0s
Oleos essenciais de Pimenta rosa apresentaram uma promissora atividade
antioxidante in vitro e exibiram citotoxicidade em combate ao cancer de mama.
A melhor acao bioldgica foi localizada no 6leo essencial que compreendia o teor
superior de sesquiterpenos. Averiguou-se ainda, a atividade antimicrobiana
contra micro-organismos de procedéncia alimenticia.

Matsuo et al., (2011) pesquisaram o modo de acdo do a-pineno e seu
aproveitamento terapéutico. Os autores referiram que o a-pineno que é uma
substancia, frequentemente, presente em Oleos essenciais e extratos de

Pimenta rosa, foi eficiente na terapéutica do melanoma metastatico.

3.4 OXIDO DE ZINCO.

O o6xido de zinco (ZnO) distingue-se como um material semicondutor,
possui tonalidade branca ou ligeiramente amarela, com massa caracteristica de
5,6 g cm?3, sofre decomposicdo em temperaturas acima de 2070 K. Em
conseguéncia das suas caracteristicas térmicas, opticas, eletronicas e quimicas
torna-se objeto de imensuravel valor (SOUZA, 2015).

Entre os materiais antibacterianos inorganicos, o oxido de zinco (ZnO)
ganhou atencdo gradativa nas décadas recentes por ser estavel em
circunstancias de rigorosas condigdes de manipulacdo, grande area superficial
com referéncia ao volume e exibe -caracteristicas quimicas e fisicas
excepcionais. Além disso, € comumente avaliado como material biocompativel,
atoxico e seguro para seres humanos e animais (MOHR et al, 2017; PORTO et
al, 2017; LIU et al, 2009).

Diante da série de problema da evolugc&o de micro-organismos resistentes
a antibioticos, agentes antimicrobianos originais com nanoparticulas de 6xido de
zinco sao investigados, objetivando o avanco de materiais que assegurem acao
antimicrobiana. Os quais estao sendo cada vez mais pesquisados e empregados
em aplicagdes onde caracteristicas antimicrobianas séo exigidas, especialmente
na area biomédica (MOHR et al, 2017).
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Sua aplicacdo na area de saude vem crescendo, principalmente, em
consequéncia de ndo ser considerado um metal pesado, bem como, por sua
extraordindria eficacia antitumoral, bactericida e fungicida. O que possibilita seu
emprego como propulsor ativo nas manufaturas de pomadas ou pos
antissépticos, desodorantes e protetores solares e de embalagens ativas para
acreéscimo do tempo de prateleira de produtos (MOHR et al, 2017; PORTO et al.,
2017; LIU et al., 2009).

O 6xido de zinco é eficaz no controle de uma extensa quantidade de
micro-organismos incluindo S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae e E. coli,
ja que exibe a competéncia de modificar os elementos da membrana celular da
bactéria, alterando-a e abrindo-a, o que induz ao prejuizo de elementos
intracelulares e consequentemente morte do micro-organismo (LIU et al., 2009).

Segundo Espitia et al., (2012), o procedimento preciso de atuagédo que o
oxido de zinco origina essas alteracbes e destruicdo até agora ndo é
estabelecido. Os procedimentos mais aceitaveis que existem na literatura séo:
soltura de fons Zn?*; interacdo do 6xido de zinco com a membrana integra da
bactéria e a elaboracdo de espécies ativas de oxigénio, que predispbe ao
estresse oxidativo. Conclui que, as nanoparticulas de ZnO apresentam resultado
antimicrobiano positivo frente as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
possuindo melhor acéo frente as Gram-positivas.

De acordo com Qi et al.,, (2017), varios mecanismos e observacdes
conflitantes nas propriedades antibacterianas das Nanoparticulas de ZnO. Em
sintese: 1) as ROS (espécies reativas de oxigénio) geradas por nanoparticulas
de ZnO podem matar bactérias e foram identificadas como a maior vantagem
destes materiais; 2) o Zn?* liberado pode se ligar a membrana celular e causar
danos mecanicos a parede celular; 3) a interacdo entre ZnO e bactérias pode
atrapalhar o equilibrio de cargas na superficie celular e, consequentemente,
matar bactérias; 4) A internalizacdo da Nanoparticulas também induz a morte
bacteriana. A atividade antibacteriana € notavelmente influenciada pelas
caracteristicas morfolégicas das Nanoparticulas ZnO. Tem sido sugerido que os
bastonetes e fios de ZnO podem penetrar nas paredes celulares das bactérias
mais facilmente do que os esféricos devido a morfologia.

Diante do exposto, as nanoparticulas de Oxido de zinco oferecem

caracteristicas relevantes para varios propésitos técnico-cientificos,
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respondendo as exigéncias de diversas esferas industriais, tais como a de latex,
maquiagem, quimica, medicamentos, alimentacdes e materiais para odontologia
(SOUZA, 2015).

3.5 REOLOGIA

Reologia é a ciéncia que investiga como a matéria escoa ou deforma
quando submetida a forcas externas. E um campo da fisica que inclui os
fenbmenos de fluxo da matéria (sélidos, liquidos e gases) e, notadamente,
envolve o comportamento dependente do tempo sob a influéncia de tensdes.
Abrange caracteristicas tais como: elasticidade, viscosidade e plasticidade
(BRODKEY, 1967; VLIET; LYKLEMA, 2005). A reologia apresenta relevancia na
area tecnoldgica (BRODKEY, 1967; VLIET; LYKLEMA, 2005).

A deformacdo de um solido é descrita por leis que especificam a
modificacdo do volume, tamanho ou forma. Ao mesmo tempo que o0 escoamento
de um fluido é caracterizado por leis que retratam a mudanca continua da taxa
ou grau de deformacdo em conformidade com a tensdo aplicada
(VINOGRADOV; MALKIN, 1980).

Arelacao entre a tenséo de cisalhamento e a taxa de deformacéao utilizada
subdivide o comportamento reolégico dos fluidos em newtoniano e néo
newtoniano, conforme exposto na Figura 4 (TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-
CANOVAS, 2005). Essa relacéo foi instituida por Newton, e representada pela
equacao (Eq.1) para os fluidos Newtonianos:

T = Ny Eq. 1
em que:
T - tenséo de cisalhamento [Pa];

Y - taxa de deformacgéo [s-1];

U - viscosidade [Pa.s]
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Figura 4- Classificacdo dos fluidos conforme comportamento reoldgico.
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Os fluidos newtonianos s&o reconhecidos por exibir uma relacéo linear
entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformagéo utilizada conforme a Eq.
1. Como exemplos mais simples de fluidos Newtonianos tem-se o 6leo, a agua,
a glicerina, o ar, as solucdes salinas e outros. Conseguentemente, sua
apresentacao grafica consiste em uma reta com inicio na origem dos eixos,
assim sendo a sua viscosidade é constante. Enquanto que, a maioria dos fluidos
nao-newtonianos possuem uma relacdo ndo linear entre a tensao de
cisalhamento e a taxa de deformacao utilizada, e podem oferecer dependéncia
ou independéncia do tempo. Os principais fluidos ndo newtonianos que se
distribuem como independentes do tempo séo os dilatantes, pseudoplastico e
fluido de Bingham (NAVARRO, 1997). Na Figura 5 estao ilustradas as curvas

destes fluidos.


https://www.sinonimos.com.br/exibir/

38

Figura 5- Curvas de fluidos newtoniano e ndo newtonianos
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Fonte: http://www.freedom.inf.br/artigos_tecnicos/hc56/ricardopedro.asp, 2009.

O fluido sera pseudoplastico quando este exibir uma reducédo da
viscosidade aparente por toda a extensdo das taxas de deformacao; se ocorrer
um aumento da viscosidade do fluido com as taxas de deformacdo aplicadas, é
denominado dilatante. O fluido de Bingham tem um comportamento bem similar
com os fluidos Newtonianos, no entanto necessita de uma tensao inicial para
escoar (TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2005).

Necessita-se referir que nenhum dos modelos mencionados considerou a
implicagdo do tempo versus tensdo de cisalhamento-taxa de cisalhamento.
Entretanto, tém fluidos que dependem do tempo, e sdo considerados como
reopéticos e tixotropicos (SHIROMA, 2012; TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-
CANOVAS, 2005), conforme Figura 6.


https://www.sinonimos.com.br/exibir/
https://www.sinonimos.com.br/denominado/
https://www.sinonimos.com.br/considerados/

39

Figura 6- Curvas de fluxo para fluidos reopéticos e tixotropicos
T (dynas/cm?)
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Fonte: SKELLAND (1967)

Nos fluidos tixotrépicos a viscosidade decresce com o tempo de emprego
da tensdo de cisalhamento, retornando a ficar mais viscoso quando a tenséo
aplicada cessa. Quando a viscosidade destes fluidos se torna maior com o tempo
de cisalhamento, a uma taxa de cisalhamento constante denominam-se fluidos
reopéticos. Os dois fenbmenos podem tornar-se irreversiveis, reversiveis ou
parcialmente reversiveis (SHIROMA, 2012; STEFFE, 1996).

3.6 CITOTOXICIDADE

Citotoxicidade ou toxicidade de células é a competéncia caracteristica de
uma substancia em causar modificacdo no metabolismo das células em cultura,
sendo capaz de resultar ou ndo em morte das células (OLIVEIRA, 2009). Pode
ser conceituada como uma condi¢cdo antagonica a uma resposta apropriada do
hospedeiro, ou melhor, a ndo compatibilidade de um material. E a particularidade
prejudicial de uma substédncia com relacdo as células. Representa uma
modificagdo na funcdo celular em consequéncia de dano celular nas vias
metabdlicas, processos intracelulares ou estruturas (FRESHNEY, 2010).

O ensaio de citotoxicidade detém a finalidade de definir as implicacbes
dos biomateriais ou farmacos nas células. Identificar a potencialidade de um
biomaterial ou substancia em causar efeitos fatais ou subletais no sistema

organico ao ambiente da célula. Por meio de normas e procedimentos a serem
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seguidos na analise, pode-se definir se existiu morte celular ou se os danos
ocasionados nas células permaneceram reduzidos as modificacfes metabdlicas.
Esta avaliacdo necessita ser efetuada para qualquer classe de biomateriais
(OLIVEIRA, 2009).

Os aspectos éticos e metodoldgicos que compreendem as pesquisas com
seres vivos tém aumentado o conhecimento das analogias entre 0s ensaios in
vivo e in vitro. As firmes normas elaboradas pelas instituicdes protetoras de
animais, com referéncia ao seu emprego em experimento, foram determinantes
para a ampliacdo de pesquisas de métodos eficientes de analise in vitro.
Experimentos in vitro devem ser frequentemente executados como ensaio de
triagem preliminar da analise da biocompatibilidade e vém sobrepondo os testes
in vivo, sobretudo pela sua tarifa minima, elevada reprodutibilidade, simplicidade
de efetivagdo e acdo sustentavel para o publico consumidor (GALUCIO, 2014;
VICENTE, 2012).

O Comité Técnico da Biological Evaluation of Medical Devices, através do
documento 10993, normatizada a seguranca da utilizacdo médica dos materiais.
Esta norma, ISO 10993, esta fragmentada em 20 segmentos. O segmento 1
compreende as normas para a escolha dos testes, o segmento 5 traz as normas
para os ensaios de citotoxicidade, métodos in vitro. E a parte 12, inclui normas
para o preparo das amostras e materiais de referéncias (ISO 10993 TECHNICAL
COMMITTEE, 2007).

Os testes de citotoxicidade in vitro incluem em exibir direta ou
indiretamente uma cultura de células a uma certa substancia, analisando, em
seguida, as modificacdes acarretadas, a titulo de exemplo: lise celular,
modificagao na permeabilidade da membrana, bloqueio no desenvolvimento de
colénias celulares, desvio do tecido, inibicdo enzimatica, etc. (GALUCIO, 2014).

As pesquisas de toxicidade in vitro tém confirmado que experimentos com
culturas celulares sdo técnicas rapidas, reprodutiveis, de baixo custo e
percebiveis com clareza quando usadas para analise de biomateriais. Deve ser
0 primeiro ensaio para analisar a biocompatibilidade de qualquer material
guando apresentar o proposito de ser empregado como biomaterial (GALUCIO,
2014). Em testes in vitro, a citotoxicidade de substancias-teste é avaliada

gualitativamente nas categorias: nao citotoxica, levemente citotdxica,
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moderadamente citotoxica e severamente citotoxica (ISO 10993-5 TECHNICAL
COMMITTEE, 2007).

Varios experimentos toxicologicos, tais como os testes de viabilidade
celular, estdo acessiveis e padronizados para se analisar a reac¢do bioldgica a
um material. Entre os experimentos para a analise da citotoxicidade, pode-se
referir o teste de coloracdo com o azul de tripan, teste de reducéo do brometo 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5- difeniltetrazdlio (MTT), o teste do corante vermelho
neutro, ou o teste de libertacdo de enzimas citoplasmaticas como a lactato
desidrogenase (LDH). Dentre esses, 0os mais utilizados sao teste do MTT ou o
teste do vermelho neutro, pois proporcionam dados sobre diversas funcdes
celulares (VICENTE, 2012).

O teste de exclusédo por azul de tripan € um método empregado para
analisar a citotoxicidade calculando a viabilidade celular através da integridade
da membrana celular. Fundamenta-se no principio que as células mortas sugam
o Azul de Tripan para seu citoplasma por prejuizo de capacidade seletiva da
membrana, ao mesmo tempo que a células vivas continuam integras, ou melhor,
0 numero relativo de células mortas e vivas € obtido por microscopia Optica
contando o numero de células mortas (coradas) e as vivas (ndo coradas) por
meio de um hemocitdmetro (AVELAR-FREITAS et al., 2014).



42
3.7 GRAU DE INTUMESCIMENTO (Gl)

O intumescimento ou grau de expansao é designado como 0 acréscimo
no volume de uma substancia & medida que é submersa em algum solvente. E
uma das caracteristicas mais significativas de um hidrogel (AQUINO, 2015).

O intumescimento pode ser explicado como um procedimento de
dissolugéo de um polimero em certo solvente. Esse procedimento acontece em
duas etapas: na primeira, as moléculas do solvente se propagam no interior do
polimero, causando o intumescimento do material. Na segunda, € evidenciada a
dissolucéo do polimero, em consequéncia da superacdo das forcas existentes
no material pela inclusdo de intensas interac6es polimero-solvente (AQUINO,
2015; BILLMEYER, 1984).

Segundo Costa Junior (2008), o processo de intumescimento consiste em
um polimero seco hidrofilico, ao ser exposto a um solvente, desencadeia uma
interacdo entre a sua rede macromolecular com as particulas deste solvente, em
consequéncia de uma uniformidade termodinamica apropriada. Desse modo, a
cadeia amplia-se para a condi¢ao solvatada.

O intumescimento pode ser compreendido como o resultado da formacéo
guimica polimérica que comp&em o hidrogel, do pH e da for¢ca ibnica do ambiente
em que ele esta introduzido. Portanto, ao mesmo tempo em que o hidrogel se
umedece, as cadeias do polimero agem mutuamente com as moléculas do
solvente e se ampliam. Nesse meio tempo, a regido reticulada apresenta uma
forca de retracdo para reprimir o alargamento dos polimeros. Ressalta-se que o
grau de intumescimento esta conexo aos percentuais de fluxo ou permeabilidade
a solventes, e sofre influéncia pela resisténcia quimica da matriz polimérica no
hidrogel (BISPO, 2009).

No momento em que um hidrogel é exposto em algum ambiente de
intumescimento, seja agua ou outro solvente, as cadeias poliméricas deste
hidrogel sofrem influéncias do meio produzindo um alargamento de suas
cadeias, aumentando o volume das cadeias e a extensdo entre seus reticulos.

Segundo ilustrado na Figura 7.
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Figura 7- Processo de intumescimento: reticulos de um hidrogel no estado
seco e no estado intumescido.
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Nessa ocasido, a forca osmatica que auxilia o deslocamento do solvente
para o interior do hidrogel é equilibrada por uma forca elastica retratil, causada
pela modificacdo conformacional das cadeias dos polimeros. O equilibrio de
intumescimento serd alcancado no momento em que as duas forcas (forca
osmatica e forca eléstica retratil) se equilibrarem (FLORY, 1953), conforme

exposto na Figura 8.

Figura 8- Forcas presentes em hidrogéis intumescidos
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Fonte: OTTENBRITE; PARK; OKANO (2010)
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Conforme lzark et al (2007), o intumescimento resulta de uma variacao
entre os episodios de atracao e repulséo, incluindo: a termodinamica, as forcas
atrativas e elasticas entre as cadeias do polimero, a mistura do solvente com as
cadeias poliméricas, a conexao entre agrupamentos de cargas fixas e ions livres.
O grau de intumescimento é considerado o resultado do equilibrio entre duas
forcas opostas, a pressdo osmotica, que tende a expandir o gel e a elasticidade
do polimero, que encolhe a rede de gel. Contudo, a estabilizacdo do
intumescimento é alcangada no momento em que estas forcas sao equilibradas
pela reacao elastica das cadeias integrantes de sua matriz, referente a uma forca
gue se contrapde ao intumescimento. A elasticidade €, por sua vez, fortemente
influenciada pelo grau de reticulacdo da matriz de gel.

Um elemento significativo do desempenho fisico do hidrogel é sua
absorcao de fluido. J& que, desde o preparo ele encontra-se em conexao com
fluido com o propdsito de que seu arranjo de rede passe pelo processo de
solvatacao (SILVA, 2015), ou seja, se dilua em uma substancia polar ou ibnica,
sem formar uma outra substancia.

O intumescimento origina-se do ingresso de agua ou outro solvente na
matriz polimérica através de capilaridade e difusdo. Desse modo, 0s grupos
hidrofilicos (hidroxilas, carboxilas e aminas) sugam a agua por intermédio da
geracao de ligacao de hidrogénio (BRITO et al, 2013).

Determinados elementos fisicos, por exemplo, aparecimento de grupos
hidrofilicos, (-OH, -NH2, -COOH, -CONH2, -SO3H) na composi¢cao da rede
polimérica seja na rede principal ou lateral, reticulacdo com densidade minima e
uma cadeia polimérica com elevada elasticidade, colaboram decisivamente para
um intumescimento melhor do material. Em contrapartida, a existéncia de grupos
hidrofébicos, reticulagdo com densidade maxima e a existéncia de ions
prejudicam a filtracdo de agua pelo hidrogel (BRITO et al, 2013).

Flory, em 1953, elaborou a teoria do intumescimento. Ele afirma que o
intumescimento é regulado essencialmente por trés forcas: i) a alteracdo de
entropia pela combinacdo solvente-polimero; ii) a modificacdo de entropia
conformacional ocasionada pela diminuicdo na quantidade de ajustamentos das
cadeias, em decorréncia de seu estiramento e iii) a entalpia de combinacéo do
solvente e polimero. Portanto, o intumescimento polimérico esta na dependéncia

do grau de intercambio entre as moléculas de solvente e do polimero, que pode
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ser incluido com a caracteristica de interacao solvente/polimero (AOUADA et al,
2009).

Flory e Huggins (1953) apresentaram o principio de interacéo, entre o
polimero e o solvente. O procedimento de dissolucdo polimérica acontece em
duas fases termodinamicas: a primeira fase incide no intumescimento polimérico
e a segunda na mobilidade das moléculas. O ponto critico de absorcao de
solvente consiste no intumescimento polimérico, onde ocorre acréscimo de
massa e volume caracteristicos.

Conforme a Teoria de Flory-Huggins (1953), o intumescimento € o
momento no qual o somatorio das contribuicbes de entalpia e entropia sdo
semelhantes; o polimero ndo tem energia satisfatoria para gerar modificacdes
no amoldamento molecular, ndo tem mobilidade em solucdo. A segunda fase
consiste no acréscimo do volume de solvente infiltrado, acrescentando a
contribuicdo entrépica do sistema, deixando que o polimero apresente
independéncia e mude ligeiramente para as conformacfes energeticamente
adequadas em solugdo.

Em termodindmica, a solubilidade polimérica, resulta das contribui¢cdes de
interacdo intermolecular da agregacdo polimero-solvente e temperatura de
tratamento. Mas, a conformacdo molecular é uma etapa limitante do processo,
ja que envolve a difusdo do solvente na matriz do polimero.

A teoria de Flory-Huggins € (til para avaliar as grandezas termodinamicas
implicadas nesse procedimento de mistura. O intumescimento possui uma forca
termodinamica que € expressa pela forca das ligacdes cruzadas estruturais. O
equilibrio é alcancado, para um solvente especifico em uma temperatura
definida, no momento em que as duas for¢as coincidem (PEPPAS et al, 2000).

No estado intumescido, a fracdo em massa de agua em um hidrogel é
superior a fragdo em massa do polimero. De modo efetivo, para conseguir altos
graus de intumescimento, € comum empregar polimeros sintéticos né&o
reticulados que sao sollveis em agua (AHMED, 2015).

Pode-se determinar o grau de intumescimento (GI) através da subtracéo
do peso intumescido e o0 peso seco, dividida pelo peso seco, multiplicado por
100 (CHEN, 2004).

(m'-m) Eq.2

Gl%= x100
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onde:
m’ € a massa da amostra intumescida e

m é a massa da amostra seca.

As propor¢des de intumescimento sao relevantes em hidrogéis, ja que
subsidia a identificacdo do teor de agua nestes materiais. O teor de agua é um
dos pré-requisitos fundamentais para o material ser julgado biocompativel. Os
géis séo sistemas atraentes pela similaridade fisica com os tecidos vivos, que
possuem alta quantidade de 4gua e aspecto macio e elastico (BISPO, 2009).

Segundo Silva (2015), o grau de intumescimento de um hidrogel define as
suas propriedades fisico-quimicas. Esse critério € uma caracteristica indireta de
resisténcia do material. O grau de intumescimento esta intimamente relacionado
com a forca do hidrogel. De forma caracteristica, a propor¢do que os polimeros
intumescem num solvente plastificante, a temperatura de transicdo vitrea do
hidrogel decresce.

Numerosas aplicabilidades de intumescimento polimérico s&o
encontradas na industria alimenticia, farmacéutica, de tintas, de maquiagens
dentre outras. Dentre estas, sdo exemplificados os estudos a seguir.

Fraga et al., (2010) realizaram uma pesquisa que teve por objetivo o
desenvolvimento e a avaliacdo de matrizes hidrofilicas contendo quitosana e o
efeito desse sistema sobre a liberacdo do captopril. E conhecido que em
ambiente &cido a quitosana fica mais hidrofilica, originando o intumescimento da
matriz e gerando a formacéo de uma camada externa gelificada, que age como
uma barreira para a liberacéo do farmaco.

Eles empregaram a quitosana como polimero formador de matriz em
diferentes percentuais (10, 15, 20 e 25%) com o propésito de definir a implicagéo
desse critério no intumescimento e gelificacdo da quitosana com relacdo a
liberacdo do farmaco captopril. Foi identificado que o percentual do polimero é
um aspecto que intervém nas propriedades fisico-quimicas das formulacfes. A
amostra com 25 % de quitosana liberou cerca de 80 % do farmaco em 180
minutos em pH 1,2, e em 240 minutos em pH 6,8. Deste modo, essa formulacao
pode ser empregada como uma possivel opcéo para a liberacdo prolongada de

captopril.



47

Monteiro et al., (2015) verificaram o efeito da modificacdo quimica nas
propriedades fisico-quimicas de esferas de goma do cajueiro carboximetilada e
guitosana para possivel aplicagdo como veiculo para liberacdo de farmaco
administrado por via oral. A analise de intumescimento das esferas foi efetivada
empregando microscopio optico.

Os diametros das esferas foram medidos utilizando micrografia com
ampliacdo idéntica, em pH 1,2 e 6,8, no periodo de 5 min na primeira meia hora,
10 min na segunda meia hora e 20 min na segunda hora. A taxa de
intumescimento (TI) foi calculada utilizando a equagéo: Tl = Dt/Do. Onde, Dt é o
diametro relativo em um determinado periodo e Do é o diametro inicial.

Monteiro et al., (2015) identificaram que a percentagem de
intumescimento das esferas reduziu com o acréscimo da concentracdo de
glutaraldeido. Esta reducdo resultou da ampliagdo da densidade de reticulacédo
com a composicao de uma estrutura de rede mais restrita, onde o relaxamento
das macromoléculas e a propagacao das moléculas do solvente séo restringidos.

As esferas amostrais analisadas intumesceram em grau superior nas
duas horas iniciais de preparacéo em pH 1,2, sobretudo as esferas modificadas
com glutaraldeido. Em ambiente acido aconteceu uma repulsédo eletrostética
entre 0s grupos amino (-NH?) da quitosana, gerando a expansdo da rede
polimérica, e dessa forma aumento do intumescimento.

No momento em que o pH foi alterado para 6,8, o diametro das esferas
diminuiu, em consequéncia da desprotonacéo dos grupos ionizados (-NH3*) da
guitosana e perda de agua da rede polimérica nesse meio, sucedendo uma
reducdo do intumescimento.

As amostras reticuladas com genipina exibiram um intumescimento
superior que as esferas reticuladas com glutaraldeido e uma melhor reacéo de

intumescimento a alteracéo do pH de 1,2 para 6,8.

3.7.1 Fatores que afetam o intumescimento polimérico

3.7.1.1 Natureza quimica do solvente e do polimero

A solubilidade das substancias resulta da sua constituicdo quimica. A

guantidade de solvente sorvida pelo hidrogel é regulada pela hidrofilicidade do
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polimero, a quantidade ou consisténcia de ligacGes cruzadas e o aglomerado de
agrupamentos ionizados na rede polimérica. O grau de intumescimento é

pertinente ao percentual de absorcéo a solventes (GEHRKE, 2000).

3.7.1.2 Reticulagéo

A reticulacdo polimérica € consequéncia do rearranjo bilateral de macro-
radicais constituidos. Em geral, € um processo que acontece no momento em
gue cadeias poliméricas lineares ou ramificadas séo conectadas por ligacdes
covalentes, gerando polimeros tridimensionais com alta massa molar. Com o
acreéscimo da reticulacao, a estrutura polimérica fica mais resistente e, com isso,
a relaxacdo das macromoléculas e a difusdo das moléculas do solvente séo
reduzidas, resultando em diminuicdo do grau de intumescimento (IMMICH,

2009), segundo ilustracdo da Figura 9.

Figura 9- Estrutura representativa de hidrogéis quimico e fisico
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Fonte: YONEZAWA (2016)

O procedimento de intumescimento de um gel € conduzido por forcas
fisicas e quimicas que levam a introducdo de liquido na matriz do polimero. O
intumescimento € iniciado a partir de um procedimento de difusdo, em que
grupos hidrofilicos, por meio da instauracéo de ligacdes de hidrogénio, absorvem
a agua. A competéncia de absorcdo resulta do volume livre presente no meio

das cadeias poliméricas, que é maximo em estruturas ndo reticuladas, onde as
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cadeias dos polimer os encontram-se bastante separadas umas das outras. As
ligacdes cruzadas, ainda que em quantidade reduzida, dificulta o afastamento
das cadeias do polimero e seu acesso para a solucao.

Em caso de polimeros com reticulagédo reduzida, as moléculas do solvente
gue possuem baixo peso molecular ingressam na fase polimérica.
Consequentemente, um polimero reticulado € capaz de experimentar limitado

intumescimento (Figura 10).

Figura 10- llustracdo da densidade de ligacdo cruzada em polimeros

Polimero linear sem pontos
de reticulagdo como

BEE S

Levemente reticulado .
Altamente reticulado

Fonte: PURCOM (2013)

Com o acréscimo de reticulagéo, a habilidade de absorcéo de liquido pela
matriz polimérica enfraquece. Quando as partes que constituem o reticulo sédo
pequenas, menor a distancia entre as macromoléculas e consequentemente, o
polimero perde totalmente a competéncia de intumescer. Enfim, a existéncia de
uma grande densidade de ligacGes cruzadas desencadeia um pequeno espaco
livre para a penetrabilidade de um solvente.

Diversas propriedades estruturais dos hidrogéis sdo controladas pela
densidade de reticulagéo, tais como a difusibilidade, o intumescimento e o
moddulo. Conforme ilustrada nas Figuras 10 e 11, & medida que a densidade de
reticulag&o torna-se mais intensa, o volume de intumescimento, a difusividade e,
concomitantemente, o tamanho na malha (¢) reduzem. A dimensdo da malha

determina o0 espaco em meio as cadeias macromoleculares livres para a
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conducdo molecular e, por conseguinte influencia o conteldo de agua e a
difusividade (KIRSCHNER; ANSETH, 2013).

Na Figura 11 é feita uma ilustracdo da correlacdo entre densidade de
reticulacdo e propriedades do hidrogel.

Figura 11- Correlacdo entre densidade de reticulagédo e propriedades do
hidrogel.
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Fonte: KIRSCHNER; ANSETH (2013)

E relevante ressaltar que o grau de intumescimento depende da
guantidade de agente que acarreta a reticulacdo. O intumescimento tem
tendéncia a diminuir com o aumento da concentragcdo do reticulante, em
consequéncia da disponibilidade minima dos grupos amina livres. Como
também, a natureza do reticulante é capaz de acarretar alteracées na transicao
sol-gel, tornando mais rapido ou dificultando o processo (FLORY, 1953; BISPO,
20009).

3.7.1.3 Efeito da temperatura no intumescimento

A temperatura é mais um fator que pode influenciar o intumescimento de
sistemas poliméricos, visto que, a medida que a temperatura aumenta, o
polimero intumesce mais rapidamente, e a taxa de dilatacdo do equilibrio
aumenta em conformidade. Isso resulta do desemaranhamento das cadeias
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poliméricas interpenetradas e a destruicdo das ligacdes de hidrogénio entre as
moléculas do polimero (GUPTA; SHIVAKUMAR, 2012), conforme representacao
da Figura 12.

Figura 12- Esquema ilustrativo da influéncia da temperatura no processo de
intumescimento
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Fonte: LOPES, LOBO, COSTA (2005)

O aumento de intumescimento do hidrogel com aumento da temperatura
deve-se fundamentalmente a natureza das interacdes poliméricas internas,
assim como a natureza da elasticidade dentro da matriz. Além do mais, em
temperaturas mais altas, a mobilidade da cadeia aumenta, o que facilita a
expansao da rede e leva a um aumento na taxa de capacidade de expanséao
(GUPTA; SHIVAKUMAR, 2012).

3.7.1.4 Efeito do pH no intumescimento

A mudanca do pH do meio, comumente resulta em uma oscilacdo no
volume livre possivel para o acesso de moléculas de agua, o que influencia as
caracteristicas de intumescimento do hidrogel (BRITO et al, 2013; RUBIRA et al,
20009).

O efeito do pH no intumescimento pode ser explicada pela repulsdo
eletrostatica. A mudanca no pH do meio de intumescimento afeta os perfis de
carga do polimero em um meio aquoso que eventualmente influencia a

capacidade de sorcdo de agua do hidrogel. Em pH baixo, o volume da matriz
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polimérica fica protonado, devido a repulsdo mutua tendendo a relaxar as
cadeias e resulta em maior taxa de intumescimento. A medida que o pH do meio
aumenta, as forcas de repulsdo existentes continuam diminuindo, o que
consequentemente produz um intumescimento decrescente (BAJPAI,

LIKHITKAR, 2013), ilustado na Figura 13.

Figura 13- Efeito do pH no intumescimento de um hidrogel de quitosana
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Fonte: BERGER et al., (2004)
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Um experimento de intumescimento desenvolvido por Oliveira; Costa
Janior, (2014) evidenciaram que o pH acido na preparacéao de hidrogel colaborou
para um maior acumulo de agua, resultando em um grau de intumescimento
superior (OLIVEIRA; COSTA JUNIOR, 2014; ZEPON, KANIS, SOLDI, 2013).

O intumescimento que responde ao pH é desejavel para certas aplicacdes

como nos sistemas de administracdo de farmacos (UNAL; HEDDEN, 2009).
3.7.1.5 Experimentos sobre intumescimento de hidrogéis

Diversas  investigagbes foram  constatadas, subsidiando o
desenvolvimento tecnoldgico de hidrogéis com destaque na area biomédica.

Em uma pesquisa realizada por Cremonez; Bentley; Lara (2013) foram
analisadas as implicagOes de fatores como pH e temperatura do meio de imerséo
sobre o intumescimento. Os autores concluiram que o intumescimento sofreu
influéncia em meio acido, aumentando a capacidade de absorcédo de agua pelo
Polihexametilenobiguanida (PHMB) e consequentemente, acréscimo do
intumescimento.

Oliveira e Costa Junior (2014) identificaram que o grau de intumescimento
de filmes de quitosana com 5% e 10% de acido adipico € intensificado com a
diminuicdo do pH (acidez), visto que em ambiente acido, os grupos amino da
quitosana ficam protonados, 0 que aumenta a solvatacdo das suas cadeias,
acrescentando a absorcdo de fluido da amostra e consequentemente o
intumescimento (OLIVEIRA; COSTA JUNIOR, 2014).

A Figura 14 expde o grau de intumescimento dos filmes de quitosana com
5% e 10% de acido adipico submersos em pH 4 e pH 7 por 0,5 h e 1h. Foi
identificado que o aumento do tempo de submerséo, de 0,5 h para 1h, aumentou
a absorcédo de liquido. Portanto, o grau de intumescimento do filme, indiferente
do meio e do percentual de acido adipico na amostra. Identificou-se ainda que o
intumescimento foi maior em pH 4 (OLIVEIRA; COSTA JUNIOR, 2014).
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Figura 14- Grau de Intumescimento de filmes de QuitosanaempH 4e 7.
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Fonte: OLIVEIRA; COSTA JUNIOR (2014).

Ginani et al., (1999) estudaram a propriedade de intumescimento de géis
de quitosana. Na sintese do gel foram empregadas duas dissolucbes de
quitosana (7,14 g/L e 14,28 g/L) em &cido acético 3% (v /v).

Para aquisicdo do grau de intumescimento foi usado um escalimetro
composto de tubos de ensaio de 10x300mm, com escala milimétrica, onde foram
acomodados 0,5g da massa fixa do gel seco equivalendo a 1,0 cm de altura (Vo)
imersa em 10 mL de solucao tampéo (pH: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0) em ambiente
a 30 C, por 48 horas. Em seguida a este tempo, foi medida a altura da coluna de
massa intumescida (Vf) e avaliado o grau de intumescimento pela relacdo Dsw
= Vi/Vo.

Os autores identificaram que existiu uma alteragcdo brusca de
intumescimento dos hidrogéis em funcdo do pH. Em ambiente acido, o hidrogel
exibiu extenso intumescimento, ao mesmo tempo em que, em ambiente basico,
o hidrogel é colapsado. Concluiram, portanto, que o hidrogel de quitosana é um
sistema pH-sensivel.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 MATERIAIS

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados os seguintes

materiais:

>

YV V V VY

Quitosana da Sigma Aldrich;

Acido Acético Glacial P.A, da empresa Dinamica;

Agua destilada;

Oxido de Zinco P.A, com peso molecular 81,37g/mol, do fabricante Vetec:

Oleo Essencial de Pimenta rosa (OEP) da empresa Laszlo;

4.1.1 Micro-organismos utilizados nos testes microbioldgicos

Quatro bactérias, de acordo com a Tabela 1, foram cedidas pela Colecao

de Culturas de Micro-organismos do Departamento de Antibiéticos - UFPEDA da

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE e empregadas nos testes

antimicrobianos. As bactérias foram escolhidas por sua importancia clinico-

microbioldgica, analisando-se prontamente a reconhecida resisténcia aos

farmacos, conforme Tabela 1.

Tabela 1- Micro-organismos empregados na avaliacédo da atividade antimicrobiana.

Informacdes
Micro-organismos Gram N° Origem
UFPEDA

Staphylococcus aureus | Gram-positiva 02
Staphylococcus 183 Colecéo de
epidermidis Culturas
Escherichia coli Gram-negativa 224 UFPEDA
Pseudomonas 416
aeruginosa

Fonte: Prépria
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4.2 METODO

4.2.1 Preparo dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP)

Foram pesadas em um béquer 2g de quitosana, que foram solubilizadas
em 1mL de 4cido acético e posteriormente, adicionado 30 mL de agua destilada,
em seguida, a solucao foi submetida a agitacao constante em agitador magnético
por 1 h para efetivar a homogeneizacéo.

Para o hidrogel de quitosana e 6xido de zinco foi acrescentado a solugéo
anterior 0,001g de 6xido de zinco.

No hidrogel quitosana/éxido de zinco/6leo de Pimenta rosa foi

acrescentado também a mistura acima 1,759 do 6leo essencial de Pimenta rosa.

4.2.2 Determinagéo da atividade antimicrobiana

Esta fase da pesquisa foi realizada com a colaboracdo do Professor
Rinaldo Aparecido Mota do Departamento de Veterinaria da UFRPE. Foram

utilizados dois métodos os quais serao descritos a sequir.

4.2.2.1 Método de difusdo em agar — técnica do poco

Com a finalidade de identificar culturas com possiveis contaminagédo e
viabilizar cepas recém-isoladas para os ensaios foi avaliada a pureza das cepas
bacterianas. Cada inéculo bacteriano foi semeado em uma placa de agar sangue
de carneiro. Esta placa foi incubada a 37 °C durante 24 horas, em estufa
bacterioldgica. Em seguida, foi analisado se ocorreu desenvolvimento de micro-

organismo contaminante, conforme ilustragéo na Figura 15.


https://www.sinonimos.com.br/por-ventura/
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Figura 15 - Verificag@o de pureza do inGculo bacteriano de S. aureus, S.
epidermidis, E. coli e P. aeruginosa
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Fonte: Prépria

Apos a etapa de verificacdo da pureza do inoculo bacteriano, foi iniciada
a efetivacdo da andlise da atividade antimicrobiana dos hidrogéis em estudo.
Para tanto, em placas de Petri, com agar Mueller Hinton foram feitos 05 pogos
de 12 mm de didmetro. Com um swab estéril, 0 in6culo bacteriano com turvagao
0,5 da escala de MacFarland foi aplicado de forma homogénea sobre a superficie
do agar e mantidas em repouso em temperatura ambiente, cerca de 3 minutos.
Empregando-se uma pipeta automatica foi colocado em cada poco,
corretamente, identificado 20pL dos controles positivo (gentamicina) e negativo
(acido acético), como também de cada gel: Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP. Foi
utilizada uma placa para cada micro-organismo pesquisado. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C, por 24 horas. Utilizou-se régua milimetrada para a
medicao do halo de inibigcdo do crescimento. A Figura 16 ilustra esta etapa do

experimento.
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Figura 16- Placa de Petri com &gar Mueller Hinton com 05 poc¢os de 12 mm de
diametro.

Fonte: Propria.

4.2.2.2 Método de diluigdo em microplacas para determinagédo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi realizada pelo método de diluicAo em microplacas (96 pogos)
conforme a metodologia referida na norma M7-A6 do Manual 38 Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) com algumas alteracdes. A
determinacao da concentracdo minima inibitéria foi efetivada empregando placa
de microdiluicdo de poliestireno, estéreis, com 96 pocos, adequada para
microdiluicdo. Os testes foram efetivados em triplicata.

Inicialmente 1mL de cada hidrogel (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP) foi
diluido em 3mL de caldo Mueller Hinton e homogeneizado. Em seguida, foram
retirados 100 yL desta solugdo de geéis e colocados a primeira coluna (A)
juntamente com 100 pL de caldo Mueller Hinton; depois, retirados 100 uL de
cada poco da linha C para a coluna D, e assim sucessivamente até a linha H.
Variando, entéo, as concentracdes do hidrogel de 7,35 uyg mL* a 0,23 ug mL2.
Posteriormente, acrescentou-se uma aliquota de 5 pL do inéculo bacteriano em
cada poco da microplaca: de S. aureus (colunas 1-3), S. epidermidis (colunas 4-
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6), E. coli (colunas 7-9), P. aeruginosa (colunas 10-12) e incubou-se a 35°C em
estufa bacteriologica por 24 horas.

Foram preparadas quatro placas. Em cada microplaca foi testado hidrogel
Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP, respectivamente. Estes foram empregados em
concentracfes apropriadas para cada micro-organismo, tendo em vista obter a
CIM. Além disso, foram efetivados um controle negativo (caldo Mueller-Hinton:
coluna A) e um controle positivo (bactéria: coluna B). As microplacas foram
incubadas por 24 horas e posteriormente foram realizadas leituras a 600 nm em
leitora de Elisa Muitiskan GO. A Figura 17 exibe, esquematicamente, o teste nas

microplacas.

Figura 17- Esquema da placa preparada para o ensaio da CIM dos hidrogéis de Qui,
Qui/ZnO e Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP frente a S. aureus, S. epidermidis, E.
coli e P. aeruginosa

S. aureus S. epidermidis E. coli P.
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Fonte: Propria.

Legenda: @ colunas com S. aureus; ® colunas com S. epidermidis;
@ colunas comE. coli; @ colunas com P. aeruginosa;
Linha A corresponde controle negativo, s6 caldo Mueller-Hinton
Linha B corresponde controle positivo, bactérias;
Linha C corresponde concentragdo 7,35 pug mL?
Linha D corresponde concentragdo 3,67 ug mL™ ;
Linha E corresponde concentragéo 1,84 pg mL™*?
Linha F corresponde concentragdo 0,92 ug mL™ ;
Linha G corresponde concentragdo 0,46 pug mL™?
Linha H corresponde concentragdo 0,23 ug mL?
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4.2.2.3 Determinagéo da concentracdo bactericida minima(CBM)

A menor concentracdo dos hidrogéis adequada para ocasionar a
destruicdo total do inoculo bacteriano ou seja, a concentracdo bactericida
minima (CBM), foi apontada a partir dos pogos onde, apds 24h de incubacdo néo
existia crescimento bacteriano visivel. Destes removeu-se uma quantia de 10pl
para a superficie do agar Muller-Hinton. Depois de 24h de incubacédo a 35°C, foi
averiguada a menor concentracdo dos hidrogéis, onde ndo se confirmou

crescimento bacteriano, conforme ilustragdo na Figura 18. Esses testes foram
efetivados em triplicatas.

Figura 18-Concentragéo bactericida minima dos hidrogéis de Qui, Qui/ZnO e
Qui/ZnO/OEP.
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Fonte: Prépria

4.2.3 Citotoxicidade dos hidrogéis Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP

Nesta pesquisa foram usadas leveduras S. cerevisiae do tipo Fleischman
comercial.

Inicialmente, a levedura foi ativada. Para isso, foi amornada uma solugéao

de dextrose. Em seguida, acrescentada 0,5 g de fermento e incubada a 30°C
durante 18 horas.
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Em seguida, foi realizado o cultivo da S. cerevisiae utilizando o seguinte
meio de cultura: 4 g de glicose, 2 g de peptona e 2 g de leveduras. O meio de
cultura supracitado foi diluido em 500 mL de &gua destilada.

Com o proposito de identificar o nivel de inibicdo das cepas da levedura
S. cerevisiae, separou-se 15 tubos de ensaio. Foi acrescentado em cada tubo
de ensaio 1 mL do meio de cultura e 1 mL do extrato de células preparado no
dia anterior.

Apds o preparo destes 15 tubos de ensaio contendo a substancia a ser
analisada, S. cerevisiae em meio de cultivo com diferentes concentragdes (1
pug/mL, 0,1 pg/mL, 0,01 pg/mL, 0,001 pg/mL, 0,0001 pg/mL) do hidrogel
Qui/ZnO/OEP e mais 3 tubos de ensaio apenas com o meio de cultura e células
para servir como controle. Culturas de 1mL de meio especifico peptona 2%,
extrato de levedura 2%, glicose 4% com um total de 32.103 células/mL foram
monitoradas por 7 horas de cultivo a temperatura ambiente (25°C e umidade
relativa > 70%). Os ensaios foram realizados em triplicada.

Foram efetuadas leituras a 620 nm em espectrofotdbmetro Biochrom Libra
S22, a cada 2 horas, nos horarios de 7:00 h, 9:00 h, 11:00 h, 13:00 h, 15:00 h,
17:00 h.

4.2.3.1 Viabilidade celular

O teste de excluséo por azul de Trypan foi utilizado para determinar a
viabilidade celular.

Em sintese, aliquotas de 1 uL das células de S. cerevisiae foram diluidas
em solucédo de azul de Trypan 0,1% e colocadas em camara de Neubauer. A
viabilidade celular foi avaliada com auxilio de microscépio Optico e a
porcentagem de viabilidade celular calculada conforme equacéo (3) abaixo:

. .y numero de células nio coradas
% viabilidade = X 100 Eqg. 3

numero toral de células
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4.2.3.2 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi efetivada empregando o método de andlise de
variancia (ANOVA) de fator Unico, acompanhado pelo teste de student para
avaliar a diferenca significativa entre pares. Valores de 0,05 foram avaliados

estatisticamente significativos.
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5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

5.1 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA COM ESPECTROMETRO DE
MASSA (GC-MS) DO OLEO ESSENCIAL DE PIMENTA ROSA (OEP)

A analise cromatografica foi realizada na Central Analitica vinculada ao
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco. A andlise em GC/MS foi realizada em cromatografo gasoso
modelo Trace 1300 e o espectrbmetro de massa do modelo I1SQ Single
Quadrupole, os dois da marca ThermoScientific. A coluna cromatografica
utilizada foi TG SQC com fase estacionaria 5% fenil metilpolisiloxano, de 15 m
de comprimento e 0.25um de diametro interno, utilizando hélio como gas de
arraste. A temperatura inicial da coluna foi de 60 °C por 3 minutos, sendo
programada para ter acréscimo de 10 °C a cada minuto, até atingir a temperatura

maxima de 300 °C por 8 minutos.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER—(FTIR)

A analise de infravermelho (IV) foi realizada no laboratério de
combustiveis (LAC) do Departamento de Engenharia Quimica da UFPE,
utilizando o equipamento modelo Spectrum 400 da marca Perkin-Elmer,
empregando o modo de reflexdo total atenuada (ATR). Os espectros foram
obtidos na faixa de nimero de onda de 4000 a 650 cm™ no modo de
transmitancia, durante 16 varreduras, com resolucdo de 4 cm em temperatura
de 22 °C e acessorio HATR.

5.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS — (PCA)

Para analise da PCA foi empregado o software Unscrambler, versao 9.7.
A matriz de informacgdes avaliada foram espectros de FTIR do hidrogel de Qui,
hidrogel de Qui/ZnO e hidrogel Qui/ZnO/OEP na faixa de 4000 a 650 cm™, com

tratamento de normalizacéo pela média.



64

5.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA- (TGA)

A perda e/ou ganho de massa dos géis em estudo considerando o tempo
ou temperatura foi analisada por termogravimetria (TGA). As medidas foram
efetuadas em calorimetro Shimadzu DTG 60H sob atmosfera de nitrogénio, taxa
de aquecimento de 10 °C/min e varredura de 35 °C a 550 °C. A analise foi
realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental — DQF
da Universidade Federal de Pernambuco/UFPE.

5.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL —(DSC)

Todos os experimentos de DSC foram realizados no Laboratério de
Materiais Poliméricos e Caracterizacao (LMPC) do Departamento de Engenharia
Quimica da UFPE. As curvas DSC foram obtidas em um maodulo
termogravimétrico Mettler Toledo modelo 1STARe System. A massa de 4 mg da
amostra foi acondicionada em cadinho de aluminio e submetida a um intervalo
de temperatura entre 25 e 450°C, com a utilizagdo das seguintes taxas de
aguecimento: 12 curva em 30 °C/min., 22 curva em 10°C/min. e a 32 curva

também em 10°C/min.

5.6 REOLOGIA

A caracterizacao reoldgica ocorreu no Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste (CETENE). As caracteristicas reologicas do gel de Qui, Qui/ZnO,
Qui/ZnO/OEP, foram definidas utilizando um Rebmetro oscilatério da marca

Anton Paar, modelo MCR 101 em um sistema placa-cone.

5.7 IDENTIFICACAO DO GRAU DE INTUMESCIMENTO DOS HIDROGEIS DE
QUI, QUI/ZnO e QUI/ZnO/OEP

As caracteristicas hidrofilicas dos hidrogéis foram examinadas por
avaliacbes de grau de intumescimento em funcdo do tempo. Foi utilizada a

metodologia seguida por Oliveira (2013) com algumas adaptacoes.


http://www.sinonimos.com.br/analisar/
http://www.sinonimos.com.br/definir/

65

Logo apds a sintese dos hidrogéis, foi inserida, em placa de petri, 4 g de
cada hidrogel e posteriormente depositada na estufa a 50 °C em torno de 5
minutos até obter uma massa constante.

Posteriormente, foram adicionados 4 mL de agua destilada em cada
massa dos hidrogéis e deixada intumescer por 30 minutos, 50 minutos, 70
minutos, 90 minutos e 110 minutos. Apo6s cada tempo, acima referido, de
intumescimento, as placa de petri com os hidrogéis intumescidos foram pesadas
e prontamente, colocadas na estufa a 50 °C, durante 0 mesmo tempo que foi
intumescido. Apds os respectivos tempos de secagem, estes hidrogéis foram
outra vez pesados. Os testes foram feitos em triplicata.

A definicdo exata do grau de intumescimento foi alcancada utilizando-se

a equacao 2 descrita no item 3.7.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA COM ESPECTROMETRIA DE
MASSAS-GC/MS

A Figura 19 mostra o cromatograma do 6leo essencial de Pimenta rosa
presente na amostra, onde se observa registro de cinco picos correspondendo a
100% do 6leo.

Figura 19- Cromatograma do Oleo essencial de Pimenta rosa.
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Fonte: Prépria
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Na Tabela 2 estdo expostas as propor¢des dos componentes identificados

no 6leo essencial de Pimenta rosa presente nas amostras.

Tabela 2- Propor¢des (%) dos componentes identificados no éleo essencial de Pimenta
rosa.

Componentes (%)
a-Pineno 48,00
a-Ocimeno 21,89
Trans-Ciclobutano 13,67
o-Cimeno 10,54
a-felandreno 5,90

Fonte: Prépria

Ao analisar a Figura 20 e Tabela 2, é possivel identificar que o
componente majoritario do 6leo essencial de Pimenta rosa desse estudo foi a-
pineno com 48,00 %.

O a-Pineno é um composto organico da classe dos terpenodides. Os
terpendides constituem uma familia vasta e distinta de produtos naturais
provenientes de unidades de isopreno (Cs). Segundo Simdes et al., (1999), o a-
pineno exibe elevada toxicidade para formigas e besouros, apresentando, ainda
acdo antibacteriana, antifingica e antisséptica (ROSENGAUS et al., 2000;
STOW; BEATTIE, 2008).

A Figura 20 ilustra a molécula do a-pineno.

Figura 20 — Molécula de a-pineno

HsC

H3C

CHs

Fonte: SILVA, et al. (2015)



https://pt.wikipedia.org/wiki/Terpeno
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O resultado referente a composicdo do 6leo desse estudo corrobora com
os dados da pesquisa de Dourado (2012), onde em sua andlise cromatografica
do Oleo essencial dos frutos de Pimenta rosa foram identificados 19 compostos,
sendo o componente majoritario o a-Pineno (41,17%).

Melo e colaboradores (2014) também identificaram a-Pineno (10,36%) na
caracterizacdo da amostra de 6leo essencial de Pimenta rosa estudada. Em
outra pesquisa, com frutos maduros de Pimenta rosa, foi identificado a-pineno
entre seus componentes (BENDAOUD et al.,2010).

Ainda que haja semelhanca entre os componentes existentes no 6leo da
Pimenta rosa nas pesquisas acima referidas, existe ampla diferenga nas suas
propor¢cdes. Conforme Gobbo-Neto e Lopes (2007), as diversas proporgdes
entre 0s componentes detectadas podem ser, provavelmente, em consequéncia
da sazonalidade, ao ritmo circadiano, a condicdo de maturacdo e
desenvolvimento do vegetal, além disso, da acessibilidade de agua,
temperatura, nutrientes que estao a disposicao, altitude, poluentes atmosféricos
e incentivo por estimulos mecéanicos ou agressao de patdgenos.

Dourado (2012) e Uliana et al., (2016) enfatizam que a constituicdo dos
Oleos essenciais € definida por fatores genéticos, contudo, os métodos de
extracdo e os fatores ambientais podem ocasionar alteragdes expressivas em
seus componentes. O periodo da safra, posicdo geografica, horario, a maneira
de secagem do produto vegetal, assim como solo, umidade e agua podem

interferir na composicao e no teor do 6leo produzido.

6.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

Na Figura 21, pode-se analisar os espectros do 6Oleo essencial de
Pimenta rosa, hidrogel de Qui, Hidrogel de Qui/ZnO e Hidrogel de
Qui/znO/Oleo.


https://www.sinonimos.com.br/alem-disso/
https://www.sinonimos.com.br/acessivel/
https://www.sinonimos.com.br/acessivel/
https://www.sinonimos.com.br/incentivo/
https://www.sinonimos.com.br/constituicao/
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Figura 21- Espectros de FTIR do 6leo essencial de Pimenta rosa, Hidrogel de Qui,
Hidrogel de Qui/ZnO e Hidrogel de Qui/ZnO/OEP
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Fonte: Prépria

Na Tabela 3 pode-se observar as principais bandas vibracionais

caracteristica do 6leo de Pimenta rosa.

Tabela 3 - Principais bandas vibracionais do 6leo essencial de Pimenta rosa.

Amostra Grupo quimico N° de onda
(cm™)
Dobramento fora de plano do grupo 891- 970
Oleo essencial | CH (Aromético)
de Pimenta Estiramento de C-O 1025
Rosa Dobramento fora de plano do grupo 1376 — 1437
CH (CHy)
Estiramento de C=C 1644 - 1733
Estiramento de CH 2825 — 2865
2931 — 2960

Fonte: Prépria
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Na Tabela 4 estdo presentes as principais bandas vibracionais dos
hidrogeéis de Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP.

Tabela 4 - Principais bandas vibracionais dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e

Qui/ZnO/OEP)

Amostra Grupo quimico N° de ondas
(cm™)

Estiramento de C-O-C 1014 - 1080
Estiramento de C-OH 1270
Hidrogéis Estiramento de C-N 1395
Estiramento de NH2 1540
(Qui, Qui/ZnO e | Estiramento de C=0 1635

Qui/ZnO/OEP) | Estiramento axial de OH sobreposta | Faixa larga 3000-
ao estiramento do grupo N-H 3600
Max. 3300

Fonte: Prépria

Ao analisar, na Figura 21 e Tabelas 3 e 4, o espectro de infravermelho
dos hidrogéis, observa-se que as bandas sdo semelhantes por se tratar de
hidrogéis com 0s mesmos grupos quimicos. Sao identificadas bandas na regido
de 3600- 3000 cm?® com pico maximo em 3315, correspondente aos
estiramentos axial — OH. Ela esta sobreposta ao estiramento do grupo N-H (3600
cm?). A banda em 1635 cm™ corresponde ao estiramento da ligacdo C=0. A
banda em 1540 cm* refere-se as vibracdes do grupo NH2 e a banda em 1395
cm! corresponde ao grupo C-N. Na regido de 1270 cm identifica-se a ligacdo
C-OH. Também, foram identificadas bandas em 1080 cm! e em 1014 cm
referente as ligacdes éteres, C-O-C (SILVA, 2015; SOUZA, 2010).

Quanto ao espectro do 6leo essencial de Pimenta rosa, por esse se tratar
de uma mistura de varias substancias, é impossivel distinguir todos os
componentes. Mas, pode-se identificar os grupos funcionais existentes neste
composto, principalmente dos componentes majoritarios. As bandas de
absorcédo da ligacdo C-H foram observadas em 2960, 2931, 2865 e 2825 cm™.
A absorcdo do grupo quimico C=C esta apresentada em 1644 e 1733 cm™. A
banda de absorcédo em 1376 e 1437 cm? é atribuida a ligagdo CH (CHz3). A banda

em 1025 cm™ corresponde a absorgéo do grupo quimico C-O, e das ligacées CH
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(Aromatico) em 891e 970 cm™. As posicGes referentes das bandas corroboram
com as identificadas na literatura (SILVA, 2015).

Segundo Zhang et al. (2006), a banda de ZnO é situada em 480 cm™.
Entretanto, ndo foi possivel identifica-la no espectro da Figura 21, provavelmente
em consequéncia da pequena gquantidade de Oxido de zinco utilizada na

formulacao do hidrogel.

6.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS — (PCA)

Os componentes dos hidrogéis tém estruturas similares e varios grupos
funcionais idénticos. Esta similaridade ocasiona a semelhanca entre o espectro
FTIR dos hidrogéis, como apresentado no item anterior. Estas particularidades
impedem a distingdo dos hidrogéis exclusivamente pela investigacdo visual dos
espectros (Figura 21).

Frequentemente, a PCA é empregada com a finalidade de agrupar as
estruturas por semelhancas estruturais das amostras, identificar amostras
atipicas e restringir as particularidades do conjunto de informacdes. O processo
de agrupamento associa as amostras por suas combinacdes, gerando um
gréfico de scores onde as amostras idénticas (mesmas vibragbes de estrutura
guimica), sdo agrupadas no mesmo grupo. A conjectura principal de sua
interpretacdo € que quanto menor a distancia dentre os pontos, maior a afinidade
dentre as amostras. Os graficos sdo, sobretudo, vantajosos na visualizacao de
similaridades entre amostras. O emprego da analise de componentes principais
e frequentemente utilizado em reducdo de dimensionalidade, tem amplas
aplicacdes em reconhecimento de padrdes (HAN et al., 2017; SOUZA; POPPI,
2012).

Nesse estudo a Andlise por Componentes Principais (PCA) constituiu o
recurso analitico aplicado com a finalidade de distinguir os hidrogéis conforme a
sua composicao, ou melhor, assegurar e caracterizar a participacdo do ZnO e
OEP.


https://www.sinonimos.com.br/frequentemente/
https://www.sinonimos.com.br/identificar/
https://www.sinonimos.com.br/gerar/
https://www.sinonimos.com.br/utilizar/

72

A Figura 22 expde a PCA dos hidrogéis de Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP.

Figura 22- Graficos de scores PC1 X PC2 dos hidrogéis de Qui, hidrogel de Qui/ZnO e
hidrogel Qui/ZnO/ OEP
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Fonte: Propria

O gréfico das PCAs exposto na Figura 22 ofereceu subsidios para explicar
85% das informacgdes contidas no espectro de infravermelho. Percebeu-se no
gréfico a formacédo de trés agrupamentos. Que foram, o grupo em azul sdo as
amostras de hidrogel de Qui pura, o grupo em vermelho expde as amostras com
a estrutura quimica de hidrogel de Qui/ZnO e o grupo em verde representa
hidrogel Qui/ZnO/ OEP. Com isto, infere-se que houve a incorporacédo desses
componentes (ZnO e OEP) nas formula¢des dos respectivos hidrogéis. E, esses

constituintes adicionados interferiram no modo vibracional da quitosana.
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O grafico dos loadings da PC1 pode ser visto na Figura 23.

Figura 23- Grafico dos loadings da PCA dos hidrogéis de Qui, Qui/ZnO
e Qui/ZnO/ OEP.
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Fonte: Propria.

Por meio dos loadings, constata-se que dentre as bandas com valores
positivos requer relevancia os picos equivalentes aos numeros de onda 1700 e
1275 cm. Estes picos maximos que sdo evidenciados nessa regido podem ser
relacionados as bandas de 1733 cm? e 1370 cm?® (C=C e CH do pineno),
existentes no espectro do 6leo essencial de Pimenta rosa (Figura 21). E dentre
0S negativos, foram destacados o0s picos equivalente ao numero de onda de
3200, 1530 e 1095 cm(NH, C=0, C-N), os quais sdo identificados na quitosana.
Estes picos em evidéncia nos loadings foram os responsaveis pela distincdo

identificada nas amostras de hidrogéis.
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6.4 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA — (TGA)

Neste estudo foi analisado o comportamento térmico do hidrogel de Qui,
hidrogel de Qui/ZnO e hidrogel de Qui/ZnO/OEP, conforme indicado nos
termogramas da Figura 24 e Tabela 5.

Figura 24- Termogramas de TGA do hidrogel de Qui, hidrogel de Qui/ZnO
e hidrogel de Qui/ZnO/OEP
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A Tabela 5 resume as informacdes referente as temperaturas (°C) dos
estagios de perdas de massa (%) e massa residual dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO
e Qui/ZnO/OEP).

Tabela 5- Valores de temperatura dos estagios de perda de massa (%) e massa
residual para os hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP)

Estagios de Hidrogel
perda de massa
e temperatura
Qui Qui/zZnO Qui/ZnO/OEP

I° estagio 32-136 °C 32-140 °C 32-136 °C
[I° estagio 136-208 °C 140-207 °C 136-213 °C

lll° estagio 208-380 °C 207-385 °C 213-397 °C
Residuo 29,04 % 32,2% 28,6%

(900°C)

Fonte: Prépria

Analisando a Tabela 5 e Figura 24 foi possivel identificar que os trés
hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP) mostraram comportamentos
semelhantes quanto a perda de massa, que ocorreu em trés estagios. O hidrogel
de Qui apresentou um estagio inicial de perda de massa no intervalo de 32 — 136
°C. Um segundo estagio, no intervalo de 136-208 °C e um terceiro estagio, entre
as temperaturas de 208-380 °C. O hidrogel de Qui/ ZnO teve o primeiro estagio
de perda de massa entre 32-140 °C, o segundo entre 140-207 °C e o terceiro no
intervalo de temperatura de 207-385 °C. O hidrogel Qui/ZnO/OEP mostrou o
primeiro estagio de perda de massa em torno de 32-136 °C, o0 segundo estagio
ocorreu no intervalo de 136-213 °C e o terceiro estagio de perda de massa
aconteceu entre 213-397 °C.

Segundo Corazarri et al., (2015), o primeiro estagio é correspondente a
dessorcdo de 4gua adsorvida na superficie do polimero. O segundo estagio é
atribuido a vaporizacéo, eliminagcédo dos produtos volateis e degradacéo térmica
da quitosana. Este estagio de degradacdo resulta da despolimerizacéo da cadeia
da quitosana, da decomposicdo do anel de piranose por meio da desidratacéo,

da desaminacéo e, por fim, das reacdes de rompimento do anel (NETTO et al.,
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2005). O terceiro estagio €, também, atribuido a degradacdo das unidades
acetiladas e desacetiladas da quitosana (NETTO et al., 2005, ZENG et al., 2011).

Ainda, segundo Corazarri et al., (2015), na faixa entre 250 e 450 °C ocorre
0 processo basico de degradacao incluindo a liberacéo de H20, NHs, CO, CO:z e
CH3COOH, ocasionando uma perda de massa de 54%. No final, no intervalo de
temperatura de 450 — 750 °C acontece a liberacdo de CH4, provocando uma
perda de massa equivalente a 9%. A 800 °C todos os grupos funcionais
originalmente existentes (grupos amino e hidroxila) e ainda sua estrutura
polissacaridica é totalmente desnaturada, resultando somente estruturas de
grafite.

Na presente pesquisa observou-se que o percentual residual de massa
dos hidrogéis nédo exibiu alteracdes entre eles. Para o hidrogel de quitosana o
residuo foi equivalente a 29,04 %, enquanto o hidrogel Qui/ZnO restou 32,2 %.

Por sua vez, o hidrogel Qui/ZnO/OEP remanesceu 28,6%.

6.5 ANALISE DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL- (DSC)

A Figura 25 exibe as transi¢des identificadas nos termogramas de DSC dos
hidrogéis de Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP.

Figura 25- Termogramas de DSC do hidrogel de Qui, do hidrogel de Qui /ZnO e do
hidrogel de Qui/ZnO/OEP
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Analisando o DSC do hidrogel de quitosana € possivel perceber a
existéncia de dois eventos basicos, sendo o primeiro endotérmico e o segundo
exotérmico. A curva endotérmica mostra-se entre 131°C e 194°C com um pico
em 159°C que corresponde a perda de agua deste hidrogel.

O evento exotérmico variou entre 307°C e 378°C com pico em 337°C
referente a decomposicdo das unidades monoméricas do polimero,
corroborando com Sarmento et al., (2006). O pico exotérmico refere-se a
degradacdo de polieletrélitos em consequéncia das reacdes de desidratacao e
despolimerizagdo, mais possivelmente da descarboxilacdo incompleta dos
grupos carboxilicos protonados e reacdes de oxidacdo dos polieletrélitos
(SARMENTO et al., 2006).

Enquanto que o hidrogel de Qui/ZnO e, também, o hidrogel de
Qui/ZnO/OEP exibiram, dentre a faixa de temperatura estudada, apenas uma
curva endotérmica com picos respectivamente em 145°C e 158°C.

Acredita-se que o Oxido de zinco e o 6leo de Pimenta rosa alteraram o
evento exotérmico, aumentando a temperatura de degradacao destes hidrogéis
e, por isso, ndo sendo possivel verificar este evento térmico através das curvas
nos valores da temperatura estudada.

Segundo Raju et al. (2010), a adicdo de ZnO é significativa sobre a
estabilidade térmica dos materiais (quitosana), apresentando um efeito positivo
sobre a temperatura de degradacéo dos hidrogéis. Assim, induziu a um aumento
da estabilidade térmica desses hidrogéis. Esse aumento da estabilidade térmica
pode ser devido a formacdo de uma estrutura em rede por parte dos grupos
hidroxila presente na superficie das particulas de ZnO por meio de ligac6es de
hidrogénio.

Vale destacar que a quitosana, embora seja um polimero semicristalino,
nao se funde em consequéncia da estrutura bem rigida da cadeia resultante de
muitas ligacdes de hidrogénio inter e intramoleculares. Deste modo, decompde-
se antes de alcancar a fuséo (RISBUD; BHAT, 2001).
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6.6 REOLOGIA

Nas Figuras 26, 27, 28 e 29 ser&o apresentados os resultados dos ensaios
reoldgicos.
A Figura 26 apresenta as curvas de Tensdo de cisalhamento (Pa) em

funcdo da taxa de cisalhamento (1/s), para todas as amostras.

Figura 26- Curvas de Tenséo de Cisalhamento (Pa) em funcao da Taxa de
Cisalhamento (1/s) do OEP e dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP)
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Fonte: Propria

A Figura 26 mostra que o Oleo de Pimenta rosa apresentou um
comportamento de fluido Newtoniano, visto que a relagcéo entre a tensao e taxa
de deformagdo é constante, independentemente da deformacdo e do tempo
(BRETAS et al.,, 2010; MACHADO, 2002). Entretanto, os hidrogéis de Qui,
Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP expdem comportamento de fluidos ndo-newtonianos,
onde a relacdo entre a tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento nédo é

constante, e a viscosidade diminui com o0 aumento da taxa de cisalhamento.
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A Figura 27 apresenta o grafico das curvas de Viscosidade (mPa) em
funcdo da Taxa de Cisalhamento (1/s) do 6leo essencial de Pimenta rosa e dos
hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP).

Figura 27- Curvas de Viscosidade (mPa) em func&o da Taxa de Cisalhamento (1/s)
do 6leo essencial de Pimenta rosa e dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP)
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Fonte: Prépria

Analisando a Figura 27, confirma-se que o 6leo essencial de Pimenta rosa
exibiu uma representacdo grafica tipica de fluido newtoniano, uma vez que, a
sua viscosidade foi constante independentemente do valor atribuido a taxa de
cisalhamento (BRETAS et al., 2010; MACHADO, 2002).

Entretanto, os hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP) apresentaram
curvas de viscosidade equivalentes a fluidos n&o-newtoniano do tipo
pseudoplastico, pois a viscosidade decresceu com o0 aumento da taxa de
cisalhamento = (MACHADO, 2002). Segundo Navarro (1997), a
pseudopasticidade € vinculada a destruicdo estrutural onde ligacdes entre
particulas ou os contatos entre as cadeias sdo desfeitas como consequéncia do

cisalhamento. A pseudoplasticidade é justificada pela presenca de micelas
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esféricas com influéncias inerentes da taxa de cisalhamento, ou a existéncia de
aglomerados néo esféricos que séo dirigidos no sentido do cisalhamento.

O Modulo de Armazenamento em funcéo da Frequéncia Angular do 6leo
essencial de Pimenta rosa e dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP) é

mostrado na Figura 28.

FIGURA 28- Mddulo de Armazenamento em fungéo da Frequéncia Angular do OEP
e dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP)
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Fonte: Propria

Segundo Cassu e Felisberti (2005), o médulo de armazenamento consiste
em uma avaliacdo da energia mecéanica que o material € apto de armazenar, em
certas circunstancias experimentais, no formato de energia potencial ou elastica.
Pode-se observar, na Figura 28, que os comportamentos do modulo de
armazenamento (G’) das amostras foram diferentes. O 6leo de Pimenta rosa
mostrou modulo de armazenamento constante, enquanto, o0s hidrogéis,
principalmente, o hidrogel Qui/ZnO/OEP expbe um aumento, seguido de uma
estabilidade ou diminuicdo do médulo de armazenamento a medida que ocorre
aumento da frequéncia angular.

Segundo Navarro (1997), um aditivo que propicie uma flexibilidade
superior ao material, tais como os plastificantes para os polimeros, atua

distanciando as macromoléculas e permitindo o movimento das cadeias do
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polimero. Esta situacdo pode ter ocorrido com o hidrogel Qui/ZnO/OEP onde o
Oleo de Pimenta rosa atuou como plastificante.

A Figura 29 apresenta as curvas do Fator de amortecimento (Tan &) em
funcdo da Frequéncia angular do OEP e dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e
Qui/ZnO/OEP).

Figura 29- Fator de amortecimento (Tan ) em funcdo da Frequéncia Angular do dleo
de pimenta rosa e dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO eQui/ZnO/OEP)
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O tan & € uma medida que exprime a competéncia de amortecimento do
material (CASSU; FELISBERTI, 2005).
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Analisando a Figura 29, observa-se que o 6leo de Pimenta rosa (Figura
29 b) apresentou uma curva constante, o
tan & se torna independente da frequéncia angular (w) sugerindo que 0 mesmo
exp0de caracteristica de um sélido elastico (LIMA et al., 2016).

Entretanto, os hidrogéis [Qui (Figura 29a), Qui/ZnO (Figura 29c) e
Qui/ZnO/OEP (Figura 29d)] exibem um comportamento mais de um fluido
viscoso do que de um sélido elastico.

Por sua vez, o hidrogel Qui/ZnO mostrou um decréscimo do fator de
amortecimento maior, em relagcdo ao hidrogel de Quitosana e Qui/ZnO/OEP.
Mas, também, mostrou um intervalo constante, entre 20 — 40 rad/s da frequéncia
angular, seguido de um acréscimo do fator de perda.

Ao analisar o comportamento do hidrogel Qui/ZnO/OEP (Figura 29d) em
relacdo ao fator de amortecimento, destaca-se o acréscimo do fator de
amortecimento a partir de 35 rad 1/s. Portanto, infere-se que o ZnO e o OEP
modificaram o comportamento do hidrogel de Qui, aumentando o coeficiente de
amortecimento deste hidrogel que segundo Cassu e Felisberti (2005), os

polimeros apresentam modulo de amortecimento baixo.

6.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS HIDROGEIS (Qui, Qui/ZnO e
Qui/ZnO/OEP)

A interacdo entre dois ou mais materiais pode ser considerada sinérgica,
indiferente ou antagbnica. Quando a soma dos efeitos na combinacdo € maior
gue o efeito isolado dos materiais, considera-se que essa interacao € sinérgica;
indiferente quando a soma dos efeitos na associacao de materiais continua igual
aos efeitos individuais e antagonista, quando a soma dos efeitos na associacéo
de materiais € menor que os efeitos isolados. Entretanto, esses efeitos sao
diretamente correlacionados a concentracdo de cada material em grupo ou
individualmente e ao seu método de desempenho (YEH et al, 2010).

Para averiguar a caracteristica da interacdo entre o 6leo de Pimenta rosa
e o0 hidrogel de Qui/ZnO foi analisada a atuacdo conjunta destes materiais
antimicrobianos no formato de hidrogel frente as linhagens S. aureus, S.
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epidermidis, E. coli e P. aeruginosa. Inicialmente, distinguiu-se o efeito dos

materiais isoladamente.

6.7.1 Determinacédo da atividade antimicrobiana pelo método de difus&o em
poGo.

O método da difusdo em agar, técnica do pogo, foi empregado para
evidenciar a atividade antibacteriana dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e
Qui/ZnO/OEP) sobre os micro-organismos utilizados, conforme Tabela 6.

Tabela 6- Didametros dos halos de inibicao do crescimento microbiano, em mm, frente
aos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP) pelo teste de difusdo em pogo

Diametro dos halos Diametro dos halos (mm)
(mm) Hidrogéis
Bactérias Controle
Gentamicina | Acido Qui Qui/znO Qui/znO/
(E) acético (B) (© OEP

A) (D)

S. aureus 28 - 22 22 24
S. epidermidis 27 - 19 18 17
E. coli 21 - 12 14 14
P. aeruginosa 25 - 23 22 24

Fonte: Prépria

Segundo Melo et al., (2014), a dimenséo do halo subsidia classificar os
micro-organismos em nao sensiveis ou resistentes para diametros menores que
8 mm, sensiveis para diametros entre 9 e 14 mm, muito sensiveis para diametros
entre 15 e 19 mm e extremamente sensiveis para diametros acima de 20 mm.

Analisando-se a Tabela 6 foi possivel identificar que o S. aureus e P.
aeruginosa mostraram-se extremamente sensiveis aos trés hidrogéis estudados.

O micro-organismo S. epidermidis mostrou-se muito sensivel, também, aos trés



84

hidrogéis estudados, ja a E. coli somente sensivel. Desta forma, é possivel
verificar que os trés tipos de hidrogéis testados, Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP,
frente as bactérias utilizadas neste experimento, S. aureus, S. epidermidis, E.
coli e P. aeruginosa, exibiram atividade antimicrobiana.

A acdo antimicrobiana da quitosana €& determinada pelos grupos
aminicos que em contado com meios fluidos sdo protonados e se fixam a grupos
aniébnicos dos micro-organismos, ocasionando aglomerado das células
bacterianas e bloqueio no seu desenvolvimento (SOUZA, 2016; PAIVA; SOUZA
NETO; BATISTA, 2014).

Estes resultados corroboram os dados da pesquisa de Souza (2016) que
estudou a atividade antimicrobiana da quitosana frente aos patdégenos P.
aeruginosa e S. aureus e identificou acdo antimicrobiana, ja que halos de inibicao
de crescimento bacteriano foram observados nas placas durante o periodo de
avaliacao.

Os resultados da atividade antimicrobiana desta pesquisa, também, estdo
ilustrados através das Figuras 31e 32, que expdem os diametros dos Halos de
inibicdo do crescimento microbiano, em mm, das bactérias S. aureus, S.
epidermidis, E. coli e P. aeruginosa frente aos Hidrogéis de Qui, Qui/ZnO e
Qui/ZnO/OEP.

Figura 30- Teste de difusdo em &agar, em poco, frente as Bactérias Gram-positivas.
S. 4ureus S. Epidermidis

Fonte: Propria
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Legenda: |
Controles e halos (mm) Hidrogéis e halos (mm)
Bactérias Gentamicina | Acido acético Qui Qui/ZnO | Qui/ZnO/OEP
(B) (A) (B) (©) (D)
S. aureus 28 - 22 22 24
S. epidermidis 27 - 19 18 17

Figura 31- Teste de difusdo em &gar, em poco, frente as Bactérias Gram-negativas.

E. coli

P. aeruginosa

Fonte: Prépria Fonte: Prépria

Legenda:
Controles e halos (mm) Hidrogéis e halos (mm)
Bactérias Gentamicina Acido acético Qui Qui/ZnO | Qui/ZnO/OEP
(E) (A) (B) © (D)
E. coli 21 - 12 14 14
P. aeruginosa 25 - 23 22 24

6.7.2 Método de diluicho em microplacas para determinacdo da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM)

Foi avaliada a atividade bactericida (CBM) e bacteriostatica (CIM) dos
hidrogéis de Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP em diversas concentracdes, diante
de S. aureus, S. Epidermidis, E. coli e P. Aeruginosa.

Vale enfatizar que, uma substancia é considerada como bactericida no
momento em que promove a morte de bactérias, em quantidade aproximada de
99,99%, por meio da agdo como bloqueio da reproducéo do DNA. J4, substancia

gualificada como bacteriostatica € aquela que impede o crescimento das
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bactérias, sendo imprescindivel acdo externa para a completa eliminacao das
mesmas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Os valores de CIM e CBM, em pg mL, referente a atividade dos hidrogéis
de Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP frente a S. aureus, S. Epidermidis, E. coli e P.

aeruginosa sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) e Concentracédo Bactericida
Minima (CBM) dos hidrogéis de Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP frente a
S.aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa

Bactérias
Hidrogéis | S. aureus S. E. coli P.
epidermidis aeruginosa
(vg mL)
CIM CBM | CIM CBM | CIM CBM | CIM CBM
Qui 0,23 |0,23 (0,23 |0,23 | 0,46 - 10,46 -
Qui/ZnO 0,23 |0,23 |0,23 |0,23 | 0,46 - 10,23 -
Qui/ZnO/OEP | 0,23 | 0,23 | 0,23 |0,23 | 0,46 - 10,23 -

Fonte: Prépria

Os resultados expostos na Tabela 7 mostraram que o hidrogel de Qui
atuou, decisivamente, na reducdo da proliferacdo de bactérias Gram-positivas,
S. aureus e S. epidermidis, apresentando o mesmo valor de 0,23 ug/mL* para o
CIM e CBM. Diante destes resultados, pode-se afirmar que a acdo foi
bacteriostéatica e bactericida. Contudo, observou-se um comportamento diferente
guando este hidrogel foi testado contra bactérias Gram-negativas, E. coli e P.
aeruginosa. Para estes micro-organismos, o hidrogel efetivou uma reduc¢éo no
crescimento das cepas bacteriana com um CIM de 0,46 ug/mL?t. Mas, exibiu
somente CIM ou seja, atividade bacteriostatica.

Vale destacar que, em consequéncia da caracteristica da composi¢cao
guimica da parede celular, as bactérias Gram negativas sdo mais resistentes a
atuacao de antimicrobianos, desde que n&do sejam apropriados para atravessar
de modo efetivo a camada externa lipoprotéica. Para ingressar na célula

bacteriana, os antimicrobianos devem atravessar a parede celular por meio de
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canais proteicos de porina, existentes na estrutura lipidica, que exibem o interior
com propriedades hidrofilicas. Portanto, antimicrobianos com maxima acéo
diante das bactérias Gram negativas sao aqueles que possuem grupos
ionizaveis em suas estruturas quimicas, tal como a quitosana (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010)

Quando comparadas as CIMs dos hidrogéis do presente estudo, de 0,23
pug/mLL, frente a S. aureus com a CIM do estudo de Assainar e Nair (2014), que
também foi contra S. aureus, com resultado de 100 ug/mL-*. Pode-se afirmar que
os hidrogéis de Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP, desta pesquisa, demonstraram
acao antibacteriana mais promissora. Isto porque, a inibicdo na formacéo de
colénias de S. aureus foi possivel em uma menor concentracéo dos hidrogéis.

Por sua vez, a concentracdo de 0,23 ug/mL?t do hidrogel de Qui/ZnO
frente as bactérias S aureus e S. epidermidis foi a mesma tanto para impedir o
crescimento do microrganismo, quanto para restringir a contagem bacteriana em
99,9%. Ou seja, agiu simultaneamente, como bacteriostatico e bactericida.

Continuando a andlise da Tabela 7, € possivel averiguar, também, que
todos os hidrogéis testados frente a E. coli mostraram um CIM de 0,46 ug/mL,
e ndo apresentou CBM. Isso revelou que a acdo antibacteriana dos hidrogéis,
Qui, Qui’ZnO e Qui/ZnO/OEP, frente a este micro-organismo foi, unicamente,
bacteriostatica.

Os dados dessa investigacéo revelaram uma CIM de 0,23 ug/mL? para
0os hidrogéis Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP diante da bactéria P. aeruginosa,
enguanto que, San Tin et al (2009) identificaram em seus estudos que, a
quitosana, também, também inibiu a crescimento da P. aeruginosa, mas,
apresentou CIM de 32 pg/mL-1. Portanto, pode-se afirmar que, nesse estudo, 0s
hidrogéis apresentaram atividade antibacteriana mais significativa quando
confrontados ao estudo acima referido.

Os dados dessa pesquisa sé@o corroborados por Marangon (2015) onde o
gel quitosana/gelatina frente a P. aeruginosa ndo apresentou atividade
bactericida (CBM) para as concentragcbes testadas, possuindo, unicamente,
efeito bacteriostatico (CIM).

Os resultados do presente estudo, referente ao hidrogel de Qui e Qui/ZnO,
corroboram os resultados expostos por Neves (2013), os quais exibiram acéo
inibitéria contra as bactérias S. aureus e E. coli. Salvi Junior (2013) refere que
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os resultados de produtos naturais com um CIM abaixo de 1000 g/mL? séo
avaliados como significativos e 0os que sao originarios de vegetais com um CIM
inferior a 100 g/mL* sdo considerados promissores antimicrobianos.

Diversas hipoteses foram propostas para explicar o mecanismo de agéo
antimicrobiana da quitosana. Uma das hip6teses com maior aceitacao consiste
no mecanismo da interacdo ibnica, onde forcas eletrostaticas entre a molécula
de quitosana carregada positivamente (NH*3) e residuos negativos na superficie
celular, possivelmente concorrendo por Ca?* por pontos eletronegativos na
superficie da membrana celular. Esse fato gera disturbio no balango osmatico
e/ou hidrolisa peptideoglicanos ha membrana do microrganismo, decorrendo no
detrimento de ions de potassio e constituintes protéicos de baixa massa
molecular (KULIKOV et al., 2014; ISLAM, MASUM, MAHBUB, 2011; TAYEL et
al., 2010; GOY, 2009).

O modo de atuacédo da quitosana diante das bactérias diferencia-se entre
as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Na existéncia de quitosana a
membrana das Gram-positivas é fracionada, ao mesmo tempo que nas Gram-
negativas o citoplasma se aglutina e o espaco intracelular é expandido
resultando na morte bacteriana (RIBEIRO, 2015; PAIVA; NETO; BATISTA, 2014;
OSTROSKY et al., 2008).

Esta diferenca na sensibilidade entre as bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas resulta da desigualdade na composicdo morfolégica destas
bactérias. Os micro-organismos Gram-negativos apresentam parede celular
constituida por peptidioglicano, lipoproteinas, membrana externa e
lipopolissacaridios. A existéncia de uma membrana externa torna dificil a
passagem de antimicrobianos para o citoplasma da célula, deixando-0s menos
eficazes. Enquanto que, as bactérias Gram-positivas possuem parede celular
guimicamente menos complexa, menor quantidade de lipideos e inexisténcia de
membrana celular externa, tende a facilitar a passagens de substancias com
funcéo biocidas ou biostaticas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Como possibilidade para intensificar a intervencdo de antimicrobianos
naturais, a aplicacdo combinada de quitosana com outros compostos ou
substancias, aparecem como proposta promissora.

Nesta pesquisa, o 0leo essencial de Pimenta rosa foi incorporado ao

hidrogel de Qui/ZnO. Os 0dleos essenciais adicionados aos polimeros deslocam-
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se de modo prolongado e continuo, por difusdo ou separacéo, para a superficie
do produto, de maneira que a agao antimicrobiana de seus agentes bactericidas
ou bacteriostaticos acontecem com efeito superior no local em que se faz
imprescindivel (DAMASCENO, 2016). Entretanto, nesta investigacdo a adicdo
do OEP no hidrogel Qui/ZnO néo resultou em incremento da acéo antimicrobiana
dos hidrogéis, Qui e Qui/ZnO, haja vista que a CIM e CBM mantiveram-se sem
alteracéo. Acredita-se que isso tenha sido consequéncia da pequena quantidade
de OEP utilizada.

6.8 ENSAIO DE CITOXICIDADE

Experimentos in vitro sdo empregados como triagem preliminar e para a
investigacdo da biocompatibilidade do material. A avaliacdo de citotoxicidade
analisa o resultado téxico do material ao nivel da célula, tendo como exemplo
modificacbes na permeabilidade da membrana, prejuizo na producdo de
enzimas e até mesmo destruicdo celular. A citotoxicidade constitui a propriedade
prejudicial de uma substancia sobre as células, ou seja, a incompatibilidade do
material analisado, resultando ou ndo em morte celular (FERREIRA, 2014).

Nesse estudo, 0 experimento de citotoxicidade in vitro foi empregado
como uma analise preliminar do percentual de sobrevivéncia das leveduras de
S. cerevisiae depois do tratamento com o hidrogel Qui/ZnO/OEP em diversas
concentragbes com o proposito de identificar agdo citotoxica deste hidrogel. A
viabilidade celular foi verificada usando o método de exclusédo por Azul Trypan.

O hidrogel dessa pesquisa foi constituido por quitosana, 6xido de zinco e
Oleo essencial de Pimenta rosa.

O presente ensaio de Citotoxicidade do hidrogel de Qui/ZnO/OEP foi
avaliado a partir de experimento de viabilidade celular. Foram analisados dados
sobre o crescimento da levedura de Sacharomices em meio contendo diferentes
concentracdes do hidrogel Qui/ZnO/OEP.

Na Figura 32 esta representado o Gréfico do Crescimento da levedura S.

cerevisiae sob diferentes concentragdes do Hidrogel Qui/ZnO/OEP.


https://www.sinonimos.com.br/continuo/
https://www.sinonimos.com.br/efeito/
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Figura 32- Grafico do Crescimento da levedura S. cerevisiae sob diferentes
concentracdes do Hidrogel Qui/ZnO/OEP
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Fonte: Prépria

Fundamentado nas informacdes da Figura 32 constatou-se que o efeito
deste hidrogel, Qui/ZnO/OEP, sobre o crescimento de S. cerevisiae em
concentracbes menores foi compativel com o crescimento observado para o
grupo controle, mas, apresentou efeito inibitério no crescimento de S. cerevisiae
em concentragfes acima de 0,01 até 1 mg/mL, para um valor de p< 0,05.
Sugerindo um efeito nocivo sobre os mecanismos metabdlicos associados aos
processos de reproducdo de S. cerevisiae.

Também é mostrado na Tabela 8 os parametros de regressao para uma

funcdo do tipo y = a.x+b.
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Tabela 8- Pardmetros de regresséo para uma funcéo do tipo y = a.x+b

Concentracao a b r2
(mg/mL)

C 34,965 -48,295 0,948
0,0001 34,887 -44.77 0,8992
0,001 27,05 -19,17 0,9346
0,01 37,566 -90,047 0,8284
0,1 4,4278 -19,383 0,0395
1 -17,332 52,307 0,6677

Obs.: C — controle

Fonte: Prépria

Conforme pode-se analisar, através da Tabela 8, a taxa de crescimento
celular de S. cerevisiae foi significativamente afetada em concentracdes acima
de 0,01 até 1 mg/mL. A partir destes resultados, pode-se concluir que, houve
efeito citotoxico.

No estudo realizado por Freddo et al. (2014), foi avaliado o efeito téxico
(fungistético) de diferentes concentracdes de quitosana (0; 0,25; 0,5; 1 e 2%) no
crescimento do fungo R. solani in vitro. Os resultados alcangcados evidenciaram
diminuicAo do crescimento de R. solani de acordo com o aumento da
concentracdo. Esse estudo, apesar de néo ter utilizado levedura S. cerevisiae,
mas com fungo R. solani, corrobora com a presente pesquisa quanto ao efeito
toxico da quitosana conforme o aumento da concentragao.

A Figura 33 expde o Gréfico de viabilidade celular (%) de S. cerevisiae em

distintas concentra¢cdes do Hidrogel Qui/ZnO/OEP.
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Figura 33- Grafico de viabilidade celular (%) da levedura S. cerevisiae em distintas
concentracdes do Hidrogel Qui/ZnO/OEP.
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Fonte: Prépria.

Através da Figura 33 € possivel verificar que o coeficiente de variagéo
angular “a” da fungao (taxa de morte celular das células de levedura) variou em
funcdo da concentracao do hidrogel Qui/ZnO/OEP segundo uma func¢é&o do tipo
logaritmica, indicando que quanto maior a concentracdo, menor é a taxa de
crescimento celular e com isso, sinalizando uma possivel relacdo do tipo
concentracéo dependente.

A Figura 34 expde outra forma para a relagdo entre concentracoes do
hidrogel Qui/ZnO/OEP e taxa de morte celular da levedura, como também o
indice referente a determinacdo das UFC/mL para a condicdo de controle

(levedura cultivada na auséncia de hidrogel).
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Figura 34- Grafico da relacao entre concentrages do hidrogel Qui/ZnO/OEP e taxa
de morte celular da levedura S. cerevisiae
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Fonte: Prépria

A partir dos resultados obtidos e exibidos na Figura 34 pode-se concluir
gque é possivel estabelecer uma relacdo estatistica, apontando que com
concentracfes maiores do que 0,01 mg/mL a taxa de crescimento celular é
reduzida em relagédo ao grupo controle de forma significativa para um valor de p
< 0,05.

Esse estudo de citotoxicidade do hidrogel Qui/ZnO/OEP foi uma relevante
e adequada avaliacdo desse material, quanto aos aspectos bioldgicos
relacionados a biocompatibilidade e consequentemente, a seguranga do usuario

de saude que futuramente vira a utiliza-lo.

5.9 INTUMESCIMENTO DOS HIDROGEIS DE QUI, QUI/ZnO e QUI/ZNO/OEP.

A Figura 35 expde o perfil geral do intumescimento dos hidrogéis de Qui,

Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP analisados, em funcdo do tempo.
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Figura 35- Grau de Intumescimento dos hidrogéis de Qui, Qui/ZnO e

Qui/ZnO/OEP
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Fonte: Prépria

Considerando a Figura 35 percebe-se que o0 percentual de
intumescimento dos hidrogéis Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP aumentou com o
acréscimo do tempo de exposicao a agua, exceto o hidrogel de Qui no intervalo
de 90 minutos. O incremento no indice de intumescimento pode ser justificado
pelo aumento da hidrofilicidade do conjunto de elementos interligados da
quitosana, uma vez que a difusdo de agua é definida pela microestrutura do
material e a compatibilidade dos constituintes poliméricos pela agua. Este
acréscimo da hidrofilicidade pode ser justificado por uma maior exposi¢cao do
hidrogel & agua, um namero superior de grupos funcionais ficou mais expostos,
e/ou uma maior quantidade de grupos funcionais puderam ser incorporados nos
hidrogéis (OLIVEIRA et al., 2012).

O tempo de exposicdo a agua demonstrou ser um parametro
extremamente pertinente para o intumescimento de hidrogéis. Hidrogéis
hidrofilicos possuem grupos polares que ionizam em agua e contém uma
extensdo um tanto elevada de regides amorfas, que acrescenta 0 acesso a agua.

Esta particularidade € de relevancia efetiva, pois a aptidao de intumescer deriva



95

da presenca de grupos polares ou, além disso, da inexisténcia de entrada de
grupos polares em consequéncia da alta cristalinidade e/ou orientacéo
(ALMEIDA et al., 2013).

Segundo Assis (2010), os processos de intumescimento em polimeros
sdo condicionados a difusdo do penetrante e da estabilidade polimérica, que
ocorrem em trés fases: a principio, a adsorcao do penetrante sobre a superficie;
seguida da saturacdo e dispersdo das moléculas para a rede polimérica e
associagdo com os grupos polares intermoleculares. Essa agregacao induz a
solvatacdo dos grupos ibnicos diminuindo as ligacdes de hidrogénio, o que
origina um alargamento intercadeias; o distanciamento das cadeias gera
espacos na rede polimérica que beneficiam a imediata infiltracdo de agua e
outras moléculas movimentadas por forcas polares agregadas ao processo de
capilaridade.

A analise do desempenho dos hidrogéis de quitosana aditivados com
oxido de zinco e 6leo essencial de pimenta rosa demonstrou que a caracteristica
inata do aditivo intensificou o0 processo de intumescimento. Dentre os trés
hidrogéis estudados (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP), o hidrogel de Qui/ZnO/OEP
foi 0 que apresentou um maior indice de intumescimento, em todos os intervalos
de tempo analisados. Isso, provavelmente, resultou do efeito sinérgico da
funcionalidade da quitosana devido aos grupos —OH e NH? que podem levar a
maior adsor¢do e/ou interacdo com a particula de ZnO e, portanto, mais
hidrofilicidade (MUNNAWAR et al, 2017). Como também, acdo do OEP que
atuou como uma provavel plastificante, diminuindo a rigidez da estrutura
polimérica do hidrogel enfraquecendo e/ou impedindo ligacdes do tipo Van der
Walls, pontes de hidrogénio, ligagbes covalentes, e assim distanciando as
cadeias poliméricas que acrescentou o carater hidrofiico do hidrogel
Qui/ZnO/OEP (OLIVEIRA, 2013).

Os dados de intumescimento dos hidrogéis (Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP
contidos neste estudo s@o de grande valia para a area biomédica, no que tange

a futura aplicabilidade destes hidrogéis como curativo em infec¢des cutaneas.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados evidenciados, pode-se obter como principias
conclusdes: o 6leo essencial de Pimenta rosa apresentou 5 compostos, sendo o
a-pineno o componente majoritario com 48,00%; através da PCA dos espectros
de FTIR dos hidrogeis percebeu-se a formacéo de trés agrupamentos Logo, a
introducdo dos aditivos, ZnO e OEP, na matriz polimérica de quitosana
interferiram no modo vibracional da quitosana.

Pela andlise de TGA, foi identificado que os hidrogéis apresentaram
caracteristicas semelhantes referente a perda de massa e nimero de estagio de
degradacédo; através do DSC foi possivel perceber que o hidrogel de Qui
apresentou um evento endotérmico e o0 outro exotérmico. Entretanto, os
hidrogeis Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP exibiram, dentro da faixa de temperatura
estudada, apenas uma curva endotérmica. Infere-se que isso seja consequéncia
da estabilidade térmica resultante da adicdo de ZnO nestes hidrogéis.

O dleo essencial de Pimenta rosa modificou as caracteristicas reolégicas do
hidrogel de quitosana, facilitando o deslocamento das macromoléculas de
guitosana no sistema.

Os hidrogéis, Qui, Qui/ZnO e Qui/ZnO/OEP, frente as bactérias Gram-
positivas, S. aureus e S. epidermidis, apresentou atividade bacteriostatica e
bactericida. Entretanto, frente as bactérias Gram-negativas, E. coli e P.
aeruginosa, exibiram somente atividade bacteriostatica. Os resultados in vitro
aqui divulgados recomendam o emprego potencial destes hidrogéis como uma
opcao alternativa aos antimicrobianos frente a S. aureus e S. epidermidis.

Os resultados do teste de citotoxicidade do hidrogel Qui/ZnO/OEP
evidenciaram efeito inibitdrio no crescimento de S. cerevisiae em concentracdes
acima de 0,01 até 1 mg/mL, portanto, acao citotoxica do tipo dose dependente.

O hidrogel de Qui/ZnO/OEP exibiu intumescimento superior, em torno de 1,6
vezes ao hidrogel de quitosana. Acredita-se que este comportamento de
intumescimento resultou do efeito sinérgico dos elementos Qui, ZnO e OEP,
ocasionando maior capacidade hidrofilica a esse hidrogel.

A valoricdo da aplicabilidade desse novo material, que apresentou
elevada hidrofilicidade dos hidrogéis sintetizados e propriedades atrativas torna

esse produto, excepcionalmente promissores para serem utilizados em diversas
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areas, tais como a area biomédica, agricultura e tratamento de agua.
Especialmente, na area biomédica, por desempenhar papéis duplos como
absorvente e antibacteriano sugestionando seu emprego viavel como curativo.

E conhecimento coletivo que avancos cientificos e inovacdes técnicas sdo
indispensaveis para acrescentar os padroes de eficiéncia e melhoria no planeta
terra, permitindo um crescimento sustentavel. Esta € uma conquista coerente,
pois entre os diversos beneficios pode-se ferir o acréscimo da probabilidade de
utilizac&o de materiais naturais, tais como quitosana e 6leo essencial de Pimenta
rosa, em dispositivos como curativos, podendo levar a diminuicdo de despesa
de custeamento de alguns itens dos usuarios de sistemas de saude.

Diante da natureza do trabalho efetuado no contexto desta tese, as
perspectivas de incremento que se exibem sdo diversas, incluindo-se como
destaque: avaliar a atividade antimicrobiana in vivo do hidrogel Qui/ZnO/OEP
frente as linhagens de S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa,
investigar a acdo do hidrogel Qui/ZnO/OEP sobre o processo cicatricial visando

a sua futura aplicacéo como curativo em infecgcdes cutaneas.


https://www.sinonimos.com.br/emprego/
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CHITOSAN, ZINC OXIDE AND PINK PEPPER ESSENTIAL OIL: POTENTIAL
PROPERTIES AND APPLICATIONS
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ABSTRACT

Objective: to describe properties and potential applications of chitosan, zinc oxide and pink pepper essential oil.
Method: a descriptive study, of informative type, by surveying the universe of scientific production. Results:
chitosan is a polymer that has characteristics such as biodegradability, biocompatibility, toxicity, low cost, natural
product and exists in great quantity in nature. It is susceptible of being manipulated in the formats of slides, films,
fibers and gels. It is an extremely functional molecule exerting mucoadhesive, anticoagulant, immunostimulating,
healing, antitumor, hemostatic, hypolipemic, antimicrobial actions, among others. Zinc oxide is an antimicrobial
with extraordinary bactericidal and fungicidal efficacy. Studies have investigated the pink pepper essential oil and
identified that it possesses diuretic, astringent, antidiarrheal, anti-inflammatory, healing, bactericidal, antiviral,
analgesic, sedative, expectorant, antipyretic, vermifuge and antiseptic activity. Conclusion: chitosan, zinc oxide
and pink pepper essential oil have, individually or in combination, potential for applications in areas such as active
packaging, water treatment, dressings and others, as a result of the competence to minimize or eradicate

proliferation of pathogenic microorganisms. Anacardiaceae; Hydrogel; Zinc Oxid; Polymers; Biological Products;
Chitosan
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Due to its ester bonds, poly(lactic acid) (PLA) undergoes biodegradation in humid environments,
attracting market attention. The goal of this work was to observe the biodegradation in garden soil of
PLA nanocomposites with neat (PLA/CNW) and surfactant modified cellulose nanowhiskers (PLA/
CNW/S). Three types of surfactants were tested: poly(ethylene glycol) monooleate (PEGMONO) and
poly(ethylene glycol) with molecular weight of 300 and 1000 Da. The films were obtained by solution
casting, cut in strips of (2x2) cm and buried in garden soil, monitoring the temperature and humidity.
After 90, 120 and 150 days changes were observed in the films by visual inspection, polanized light
microscopy, thermogravimetric analysis (TGA) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR).
The results showed that the addition of surfactant favored the biodegradation of nanocomposites and
that PLA/ICNW/PEG1000 showed the fastest biodegradation rate.

Keywords: biodegradation, PLA, CNW, surfactant.

1. Introduction Poly(lacticacid) (PLA), atype of biodegradable polyme,
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