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RESUMO

O uso de biocomponentes promove a absor¢do bioldgica das biomembranas no organismo con-
tribuindo no processo de regeneracdo. A incorporagao da Ciircuma longa L., (CUR), quercetina
(QUER), hidroxiapatita (HAp) nas biomembranas favorece a capacidade osteoingrativa, pelo
processo de mimetiza¢do na matriz extracelular natural do osso, de modo a possibilitar a ligacdo
e a proliferacdo celular 6ssea. As biomembranas foram preparadas pelo processo de evaporacao
de solvente, favorecendo boa morfologia e miscibilidade em 5 diferentes tipos de proporcoes,
sendo, portanto: BOO, BO1, B02, BO3 e B04, as quais apresentaram-se homogéneas e lisas. No
processo de obtencao das biomembranas notou-se a banda caracteristica de cada biocomposto,
sugerindo, que nao houve reacdo quimica entre os componentes, mantendo-se, portanto, os
compostos fitoquimicos e bioativos preservados na formulag@o das biomembranas. O TG, DSC e
DRX dos componentes bioativos: QUER, CUR e HAp, sugeriu a pureza dos referidos biocompo-
nentes. Tratando-se da difratometria das biomembranas notou-se a miscibilidade e incorporagdo
eficiente na matriz polimérica. No grau de intumescimento a biomembrana B0O3 apresentou uma
estabilidade maior, por demonstrar um G.I de quase 220% em 24h. Observou-se na biomembrana
B04 uma perda de massa constante e progressiva, apresentando uma maior estabilidade em sua
degradacdo. O angulo de molhamento foi menor do que 90° indicando que o material obtido é
hidrofilico. Todas as biomembranas (BO1, BO2, BO3 e B04) analisadas demonstraram potencial
eficiente como biomaterial. Na tensao superficial todas as biomembranas apresentaram boa
capacidade de adesdo. O teste de bioatividade foi feito mediante a avaliagdo de toxicidade frente

a Artémia salina, o qual confirmou a atoxicidade das biomembranas.

Palavras-chaves: Biomembranas; Materiais Bioativos; Regeneracdo Ossea.



ABSTRACT

The use of biocomponents promotes the biological absorption of biomembranes in the body
contributing to the regeneration process. The incorporation of Curcuma longa L., (CUR),
quercetin (QUER), hydroxyapatite (HAp) in biomembranes favors the osteoingrative capacity,
by the mimicking the natural extracellular matrix of bone to enable bone cell attachment and and
bone cell proliferation. The biomembranes were prepared by the solvent evaporation process of
solvent, favoring good morphology and miscibility in 5 different ratios, BOO, BO1, BO2, BO3 and
B04, which were homogeneous and smooth. In the process of obtaining the biomembranes it
was noted the characteristic band of each biocomposite, suggesting that there was no chemical
reaction between the components, keeping, therefore, the phytochemical phytochemical and
bioactive compounds were preserved in the formulation of biomembranes. The TG, DSC
and XRD of the bioactive components: QUER, CUR and HAp, suggested the purity of these
biocomponents. Regarding the diffractometry of the biomembranes, it was noted the miscibility
and into the polymeric matrix. In the degree of intumescence, the biomembrane BO3 presented
a higher stability stability, by demonstrating a G.I of almost 220% in 24h. It was observed in
biomembrane B04 showed a constant and progressive loss of mass, showing greater stability in
its degradation. degradation. The wetting angle was less than 90° indicating that the material
obtained is hydrophilic. All biomembranes (BO1, B02, BO3 and B04) analyzed showed efficient
potential as biomaterial. As biomaterial. In surface tension, all biomembranes showed good
adhesion capacity. adhesion capacity. The bioactivity test was performed by evaluating the

toxicity through Artemia salina, which confirmed the atoxicity of biomembranes.

Key-words: Biomembranes; Bioactive Materials; Bone Regeneration.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura2 — Reacdo de polimerizagdo para obtenc¢do do poliestireno (PS). . . . . . . .. 20
Figura3 — Rizomas da Circuma longaL. . . . . . . . .. .. .. ... ... ..... 23
Figura4 — Curcuminoide: Principal componente encontrada na Circuma longa L. . . 23
Figura5 — Estrutura quimica da quercetina. . . . . . . ... . ... .......... 24
Figura 6 — Estrutura quimica da hidroxiapatita. . . . . . ... ... ... ... .... 25
Figura7 — Processamento das biomembranas. . . . . . . ... .. .. ... ...... 29
Figura 8 — Fluxograma das andlises utilizandoo UV-Vis. . . . . ... ... ... ... 30
Figura9 — Fluxograma das Analises Térmicas. . . . . . . . . ... ... ... ..... 30

Figura 10 — Teste de toxicidade: (A) - Aqudrio adaptado para eclosdo dos ovos das
Artémias salina e (B) - Amostras imersas em solucdo salina para verificagao
detoxicidade. . . . . . . ... L 33

Figura 11 — Amostras das biomembranas (BO1-A), (B02-B), (B03-C)e (B0O4-D). . . .. 35

Figura 12 — Espectros de absor¢do na regiao do UV/Vis para a Cuircuma longa L., querce-
tina e hidroxiapatita. . . . . . . . . . . . ... Lo 36

Figura 13 — Espectros de absorcao na regido do UV/Vis para a biomembrana (BO1),
biomembrana (B02), biomembrana (B03) e biomembrana (B04). . . . . .. 37

Figura 14 — Espectros de absorcdo na regido do UV/Vis para os sobrenadantes da bio-

membrana (B01), biomembrana (B02), biomembrana (B03) e biomembrana

(BO4). . . e e 37
Figura 15 — Curvas TG/DTG da Ciircuma longa L., (CUR), quercetina (QUER) e hidro-

xiapatita (HAp) em diferentes taxas de aquecimento: (a) TG; (b) DTG. . . . 39
Figura 16 — Curvas TG/DTG das biomembranas B00O, BO1, B02, BO3 e BO4 em diferentes

taxas de aquecimento: (a) TG; (b) DTG. . . . ... ... ... ... .... 39
Figura 17 — Curva de DSC da Ciircuma longa L. (CUR), quercetina (QUER) e hidroxia-

patita (HAp). . . . . . . . . o 41
Figura 18 — Curva de DSC referente as biomembranas: BOO, BO1, BO2, B03 e B04. . . . 41
Figura 19 — Difratograma da Ciircuma longa L. (CUR)-(A), hidroxiapatita (HAp) (B) e

quercetina (QUER)- (C). . . . . . .. .. . 42
Figura 20 — Difratograma das biomembranas: (B00), (BO1), (B02), (B03)e (B04). . .. 43
Figura 21 — Grau de intumescimento (G.I) das biomembranas. . . . . . ... ... ... 44
Figura 22 — Grau de absor¢do (A) das biomembranas. . . . . . . ... ... ... .... 45

Figura 23 — Angulo de contato entre uma gota de dgua destilada e a biomembrana na
superficie plana horizontal. . . . . . . . .. .. .. ... ... ... 46
Figura 24 — Angulo de contato usando dgua destilada na superficie das biomembranas:
B00, BO1,B02,B03eB04. . . . . . .. .. .. 47
Figura 25 — Tensdo superficial. . . . . . . . .. . .. .. .. ... .. .. 48



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Composi¢do das biomembranas Circuma longa L. (CUR), quercetina (QUER),
hidroxiapatita (HAp) e blenda polimérica: pectina (PEC) e poliestireno (PS) . 28
Tabela 2 — Energia superficial da dgua, formamida e glicerol. . . . . . . . .. ... .. 33

Tabela 3 — Porcentagem de Artémias salinas vivas no teste de toxicidade. . . . . . . . . 49



AL O3
B00

B01

B02

B03

B04
Ca(OH),
cm

CUR

NFkB
nm
PBS
PEC
PS
QUER
TG
UFPI

ZI‘OZ

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Alumina
Biomembrana-Blenda 100%
Biomembrana 01
Biomembrana 02
Biomembrana 03
Biomembrana 04

Hidréxido de Calcio
Centimetros

Ciircuma longa L.
Termogravimetria Derivada
Calorimetria Exploratoria Diferencial
Dimetilsulféxido

Acido Fosférico
Hidroxiapatita

Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui
Concentragdo Molar

Fator nuclear kappa f3
Nanometros

Solucdo Salina Tamponada
Pectina

Poliestireno

Quercetina

Analise Termogravimétrica
Universidade Federal do Piaui

ZircOnia



1.1
1.1.1
1.1.2

2.1
2.1.1
22
2.2.1
22.1.1
2.2.1.2
222
2221
2222
2223
2.3
2.3.1

3.1
32
33

3.3.1
34

34.1
34.1.1
34.1.2
34.2
34.2.1
3422
343
344
3.4.5

SUMARIO

INTRODUCAO . . . . oottt it e e e e e e e e e e e 13
OBIJETIVOS . . . . . e 15
Geral . . . . . . . 15
Especificos . . . . . . . . . . ... 15
REFERENCIALTEORICO. . . . . ¢ttt ittt et eeeen 16
BIOMATERIAIS E SUAS APLICACOES . . . ... ... ......... 16
Propriedades dos biomateriais . . . . . . . ... .. ... ......... 17
COMPOSITOS: FORMULACAO E APLICACAO DAS BIOMEMBRANAS 18
Blenda Polimérica . . . ... . ... ... ... ... .......... 19
Poliestireno (PS) . . . . . . . . . . ... 20
Pectina (PEC) . . . . . . . . . . . e 21
Compostos fitoquimicos e bioatives . . . . . . . . ... ... ... .... 22
Circuma longa L. (CUR) . . . . .. ... . ... . ... . . ........ 22
Quercetina (QUER) . . . . . . . . .. ... 24
Hidroxiapatita (HAp) . . . . . . . . . . . 25
TOXICIDADE . . . . . . e 26
Teste de toxicidade frente a Artémia salina . . . . . . ... ... .. .... 26
METODOLOGIA . . .. ettt ettt et e e e a 28
SINTESE E OBTENCAO DA HIDROXIAPATITA (HAp) . . . . . . . ... 28
PROCESSAMENTO E OBTENCAO DAS BIOMEMBRANAS . . . . . .. 28
CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DAS BIOMEM-

BRANAS E DAS SOLUCOES SOBRENADANTE . . .. ......... 29
Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-Vis) . . . . . ... ... ... 29
CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS E DAS BIOMEM-

BRANAS . . . 30
Analises térmicas . . . . . ... ... ... L 30
Termogravimetria (TG/DTG) . . . . . . .. .. ... ... ... . .... 31
Calorimetria Exploratéria Diferencial DSC . . . . . . ... ... ... ... 31
Difratometria de Raio-X (DRX) . . .. .. ... .. ... ... ...... 31
Difratometria de Raio-X (DRX): materiais bioativos . . . . . . . .. .. .. 31
Difratometria de Raio-X (DRX): biomembranas . . . . ... ... ... .. 31

Grau de intumescimento (G.I) e grau de absorc¢ao das biomembranas (A) 31
Teste de molhabilidade e angulo de contato . . . . . . . ... ... ... 32

Tensao Superficial . . . ... ... ... ... ... ... ... 32



3.5
3.5.1

4.1
4.2

4.3
4.3.1
4.3.2

4.4
44.1
4.4.2
4.5

4.6
4.7
4.8
4.8.1

AVALIACAO DE BIOATIVIDADE . . . . . . . . . . . ... ... .....
Teste de toxicidade frente a Artémia salina . . . . . . . .. ... ... ..

RESULTADOSEDISCUSSOES . . ... ... ...,
OBTENCAO DAS BIOMEMBRANAS . . . . . . .. ... ... ......
ESPECTROSCOPIA UV-Vis: COMPOSTOS BIOATIVOS, BIOMEMBRA-
NAS E SOBRENADANTE . . . . . . . ... ... .. .. ...
ANALISES TERMICAS . . . . . .. ..o,
Termogravimetria (TG/DTG): Compostos bioativos e biomembranas . .
Calorimetria exploratdria diferencial (DSC): Compostos bioativos e bio-
membranas . . . . .. ...
DIFRACAODERAIO-X . . . . . .. .. i
Analise da microestrutura dos componentes bioativos . . . . .. . . ..
Anadlise da microestrutura dos componentes biomembranas . . . . . . .
GRAU DE INTUMESCIMENTO (G.I) E GRAU DE ABSORCAO DAS

BIOMEMBRANAS (A) . . . . . o
TESTE DE MOLHABILIDADE E ANGULO DE CONTATO . . . . . . ..
TENSAO SUPERFICIAL . . . . . .. ittt
AVALIACAODE BIOATIVIDADE . . . . . . . ... . ...

Teste de toxicidade . . . . . . . . . . . . ...

CONSIDERACOESFINAIS . . . ...ttt it e einnnnn.

REFERENCIAS . . v ittt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e



13

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de pesquisas em biomateriais promove o avango de estudos na
viabilidade e aplicacdo na drea médica, seu uso € crescente pois as propriedades que os compdem
garantem ao organismo, excelente biocompatibilidade com os tecidos (SILVA et al., 2020).
A caracterizagdo estrutural de biomateriais é importante no preparo de scaffolds, biofilmes e
biomembranas amplamente utilizados na bioengenharia. Muitas vezes eles sdo biodegradaveis
e alguns sao bioabsorviveis, o que significa que sao eliminados gradualmente do corpo apds
cumprir uma fun¢do (SILVA, 2019).

Os polimeros sintéticos apresentam grande estabilidade e afinidade com os componentes
celulares e ainda uma elevada resisténcia mecanica. Estes polimeros exibem propriedades
que podem ser reproduzidas a nivel molecular e a sua taxa de degradacdo pode ser alterada,
para atender a requisitos especificos (SOUSA et al., 2012). O desenvolvimento de blendas
poliméricas na obtenc¢do de biomembranas possui tendéncia progressiva, principalmente devido
ao desenvolvimento e aplicagdo na drea quimica, ciéncia e engenharia dos materiais e ciéncias
biologicas (LEALLI e MEROLLI, 2009).

Os compostos fendlicos, encontrados na Ciircuma longa L., atuam no sistema biolgico
de modo a inibir o metabolismo do dcido araquiddnico, capaz de induzir apoptose e alterando a
expressao génica, estimulando a atividade celular (PAIVA, 2015). Os flavondis da quercetina
possuem constituintes biologicamente ativos, os quais auxiliam na promocao e preservacao
da satde Ossea. Sua bioatividade no sistema esquelético ocorre por meio de vdrias vias de

sinalizag@o e expressao génica envolvidos na ativagao de enzimas (VAZ et al., 2020).

A hidroxiapatita € um componente mineral natural encontrada de maneira abundante
no sistema esquelético (SOUSA et al., 2012). A similaridade quimica com a fase mineral dos
tecidos 6sseos faz da hidroxiapatita um dos materiais mais notdrios para o uso de biomateriais
em regeneracdo 6ssea. A hidroxiapatita induz a formacao de poros nas biomembranas, con-
tribuindo de maneira significativa a capacidade de adesao ao sistema 6ssea (RIBEIRO, 2007).
As biomembranas devem ter fun¢ado instantanea apds a implantagdo e ter como peculiaridade a

capacidade de integracdo e remodelacdo com o organismo.

A Curcuma longa L., (CUR), quercetina (QUER), hidroxiapatita (HAp) sdo materiais
bioativos com capacidades osteoingrativas. Estes compostos bioativos incorporados nas biomem-
branas devem mimetizar a matriz extracelular natural do osso, de modo a possibilitar a ligacio e
a proliferacdo celular. A biocompatibilidade, auséncia de toxicidade do biodispositivo ou seus
produtos de degradagdo sdo as caracteristicas mais importantes para aplicacdo de biomateriais
(PIRES et al., 2015).

Em vista disso, o objetivo do desenvolvimento e caracterizacdo das biomembranas a base

de Ciircuma longa L., quercetina, hidroxiapatita e blenda polimérica pelo método de evaporacio
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de solvente para regeneracdo 6ssea € um excelente candidato para atuacdo na drea da ortopedia.
De acordo com Cobo et al. (2021), a utilizacdo deste método promove excelente morfologia,
boa miscibilidade e estabilidade térmica favordvel para uso clinico. Estas caracteristicas podem
influenciar nas propriedades mecanicas, térmicas e com a permeabilidade do biomaterial (SILVA,
2019).
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1.1 OBIJETIVOS

1.1.1 Geral

Desenvolver biomembranas a base de Ciurcuma longa L. (CUR), quercetina (QUER),

hidroxiapatita (HAp), e blenda polimérica para regeneragdo Ossea.

1.1.2 Especificos

Sintetizar e caracterizar a hidroxiapatita (HAp);

» Caracterizar as substancias bioativas (Ciircuma longa L. (CUR), quercetina (QUER),
hidroxiapatita (HAp), através de técnicas espectroscpicas, termogravimétricas e difrato-

meétricas;
 Caracterizar as biomembranas através de técnicas termogravimétricas e difratométricas;

* Analisar o grau de intumescimento e absorcao das biomembranas;

Caracterizar o grau de molhabilidade através do angulo de contato e tensdo superficial das

biomembranas;

* Avaliar a toxicidade das biomembranas através de técnicas in vitro pelo teste de toxicidade

frente a Artémia salina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOMATERIAIS E SUAS APLICACOES

Biomateriais € um termo que designa os materiais que constituem partes de implantes
médicos, dispositivos extracorporeos e descartiveis que sdo utilizados amplamente nos aspectos
relacionados ao cuidado com a saide (RODRIGUES, 2016). Na maioria dos casos, um bioma-
terial é qualquer dispositivo biocompativel, natural ou artificial, cuja caracteristica comum de
suas aplicagdes € seu uso em contato direto com tecidos do organismo (RIBEIRO, 2007). O
biomaterial para ser eficaz, precisa fornecer ao meio biolégico meios de integragdo apropriada e

especifica para a sua aplicacao.

Os biomateriais sao derivados de vérias fontes, tais como, polimeros bioldgicos, polime-
ros sintéticos, metais, ceramicas e compdsitos (RIBEIRO, 2007). Os compésitos sdo obtidos
pela incorporagdo de materiais de origem distintas, visando otimizar e aumentar a tolerancia
do dispositivo e potencializar sua aplicacdo em tecidos vivos, a ci€ncia avangou no uso de

compositos, que propiciem uma maior compatibilidade (SILVA, 2019).

Os materiais ceramicos podem ser totalmente cristalinos, parcialmente cristalinos ou
totalmente amorfos na estrutura atdbmica. Mecanicamente, devido suas fortes ligagdes quimicas
as ceramicas sdo tipicamente rigidas e duras. Os materiais ceramicos s30 compostos inorganicos,
nao metalicos, refratdrios e policristalinos (OLIVEIRA et al., 2019). A superficie reativa dos
materiais ceramicos, favorecem sua interacdo com o organismo, pois quando estas ceramicas
sa0 inseridas no meio bioldgico elas se integram com o tecido por meio de uma reagdo de troca
i0nica, os mecanismos sdo favordveis para promover uma ligacdo quimica direta com o tecido
hospedeiro (RIBEIRO, 2007).

Os polimeros sdo muito versateis e sdo amplamente usados em aplicacdes biomédicas.
Sao classificados em naturais e sintéticos dependendo de seus mondmeros e de sua organizagao
molecular. Possuem flexibilidade, formas estruturais variadas e facil fabricacao (OLIVEIRA et
al., 2019). O seu principal critério para uso dos polimeros em biomateriais sdo utilizar compostos
bioativos, ter compatibilidade de fabricacao, esterilizacdo, resisténcia quimica e rigidez e terem
a capacidade de estabilidade controlada (RIBEIRO, 2007).

As caracteristicas mais importantes para selecionar um material para utilizacdo médica
sdo biocompatibilidade, auséncia de efeitos nocivos ou téxicos para o organismo e propriedades
biomecanicas capazes de responderem as solicitacdes dinamicas e estdticas. O biomaterial deve
ser capaz de interagir com o organismo, mantendo sua estrutura e propriedades, sem provocar
alteragdes no meio fisiologico envolvente (SILVA, 2019). O quadro 01, apresenta a constitui¢do

geral dos biomateriais e suas aplica¢des na medicina regenerativa.
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Quadro 1 - Constituicao geral dos biomateriais e suas aplicacoes.

TIPO ORIGEM EXEMPLOS APLICACOES
Bioceramicas Natural Aco inoxidavel, titdnio,|Placas dsseas, parafusos, pinos,
ligas de cromo-cobalto. grampos, juntas.
Ceramicos Sintético Oxido de alumino, diéxido |Implantes de tecido duro para
de titanio, hidroxiapatita. |locais de alta compressao.
Bioceramicas Natural Biovidros, ceramica de|Implante na cabega do fémur e
vidro, fosfato de calcio,|acetabulo, revestimentos de
zirconia, alumina. implantes de liga,
preenchimento  de  defeitos
0ss€0s.
Poliméricos Sintético PMMA, PVC, teflon,|Implantes de tecidos moles,
dacron, nylon, PS. sistemas de entrega, entre em
contato lentes, placas dsseas,
0SS0 cimento, obturagdes
dentarias, tecido.
Blenda Sintética/ Polissacarideos/PS, Isoladores elétricos,
Polimérica Natural ABS/PC, PS/PPS, ABS/|biomembranas para regeneracao
PVC de tecido 0sseo.
Compdsitos Natural/ Processo de obtencdo de|Regeneragdo de tecido Osseo,
Sintético biomembranas com |cicatrizagdo de tecido

ceramica, polissacarideo e|conjuntivo.
polimero sintético.

Fonte: VASIF e NESRIN (2018) com adaptacdes.

Os materiais metélicos sdo compostos por um ou mais elementos, tais como o ferro,
cobre, zinco e titanio, € muitas vezes também podem ser estruturados com elementos nao
metilicos, por exemplo o carbono, nitrogénio e oxigénio. Atomos em metais e suas ligas sdo
organizados de maneira muito ordenada. Os fluidos dos tecidos corporais proporcionam um
ambiente agressivo para implantes metalicos, pois contém elementos reativos no organismo.
Além disso, diferentes partes do corpo t€m diferentes valores de pH e concentra¢des de oxigénio
(TELES, 2021).

O desenvolvimento de biomateriais promove o avanco de estudos sobre a viabilidade
e aplicacdo das pesquisas. Na drea médica, seu uso € crescente pois as propriedades que os
compdem garantem ao organismo, excelente biocompatibilidade com os tecidos (SILVA et al.,
2020). O processo de obtencdo na estruturacao dos biomateriais se baseia no aperfeicoamento e
investigacao de um material ja existente ou pela modificacdo da sua composi¢cao quimica, e de

suas caracteristicas fisicas e mecanicas (PIRES et al., 2015).

2.1.1 Propriedades dos biomateriais

Os biomateriais podem ser classificados em categorias distintas, levando em consideragdo
o tipo de interagdo que promovera no sistema. Os materiais para uso bioldgico sdo devidamente
projetados com as especificidades inerentes do organismo. A caracterizacdo das propriedades
dos biomateriais se d4 por meio de técnicas instrumentais experimentais baseadas na combinagao
de métodos tedricos e experimentais (MITIC et al., 2017). A caracterizacdo estrutural de

biomateriais ¢ importante no preparo de scaffolds, biofilmes e biomembranas amplamente
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utilizados na bioengenharia. Muitas vezes eles sdo biodegradaveis e alguns sdo bioabsorviveis, o

que significa que sdo eliminados gradualmente do corpo apds cumprir sua fungdo (SILVA, 2019).

As aplicagdes clinicas sdo definidas mediante o comportamento bioldgico destes materiais
no organismo. A efici€éncia do biomaterial esta na sua biocompatibilidade, propriedades fisico-
quimicas compativeis com as do tecido que substituird e propriedades mecénicas adequadas
(LEALLI e MEROLLI, 2009). A biocompatibilidade atua na capacidade de interagdo com
os tecidos, ou seja, € a habilidade de um material desencadear uma resposta adequada, numa
aplicagdo especifica (PIRES et al., 2015). Os biomateriais devem ter funcdo instantanea apods
a implantacdo e ter como peculiaridade a capacidade de integracdo e remodelagdo com o

organismo.

Nos biomateriais observa-se a formagdo de uma unido direta e firme entre a superficie
do material e os tecidos onde € implantado, para que ocorram as interacdes dentro do meio
celular, de modo a favorecer a proliferagdo e a produ¢do da matriz extracelular natural (SILVA
et al., 2020). O equilibrio adequado entre as caracteristicas mecanicas e as microestruturais no
que diz respeito a porosidade € capaz de garantir a infiltracdo das células e sua vascularizagao,

tornando-se, fundamental para se obter um projeto ttil em bioengenharia (MITIC et al., 2017).

Os materiais bioativos utilizados na substituicao de tecidos 6sseos possuem normalmente
em sua composi¢do quimica i10es de Calcio e Fosforo superficiais, 0os quais promovem uma
ligacdo fisico-quimica com o tecido ésseo envolvente (SILVA et al., 2020). E importante
estabelecer uma justificativa sobre o tamanho do poro, sendo suficientemente grande para permitir
a migracdo da célula para a estrutura, porém deve ser pequeno o suficiente para determinar sua
alta especificidade, capaz de reduzir a densidade do ligante para valores adequados de ligacao
das células as biomembranas (LEALLI e MEROLLI, 2009).

2.2 COMPOSITOS: FORMULACAO E APLICACAO DAS BIOMEMBRANAS

Um material compdsito é a combina¢do de materiais que pertencem a classes diferentes,
focando na obtencdo de melhores propriedades e desempenho. Podendo ser classificados em dois
tipos: matriz e reforco. A matriz por sua vez pode conter ceramica, polimeros e metais, 0s quais
conferem ao material propriedades mecanicas, fisicas e quimicas. A fase dispersa ou reforgo,
geralmente se enquadra em materiais bioativos, fibrosos ou particulados que servem como
agentes que visam potencializar o desempenho do biomaterial, através de interacdo favoravel
entre implante e tecido vivo por meio da interface, adesdo e proliferacao celular (PIRES et al.,
2015).

O desenvolvimento de biocompdsitos vem promovendo grandes avancos no ramo da
engenharia de tecido, tais pesquisas envolvem composicdes de diferentes concentracdes permi-
tindo uma maior especificidade para reagir no organismo (RIBEIRO, 2020). As biomembranas

como materiais compositos t€m sido amplamente utilizadas como dispositivos médicos, devido
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sua maior biodegradabilidade e eficiéncia na atuagdo no organismo, pois a incorporacdo de
materiais de diferentes classes na matriz polimérica, incorpora mais funcionalidades favorecendo

0 mecanismo reacional dentro do tecido (LOPES, 2017).

A estrutura de um biomaterial para regeneracao dssea € fator chave para uso clinico.
Os estudos com materiais visando a regeneragdo sao progressivos e visam preencher todos os
requisitos com condig¢des ideias para uso, Mufioz et al., (2019), comparou a resposta tecidual
subcutianea de hidroxiapatita comercial e da obtida da didfise do fémur bovino inserida no
biomaterial com diferentes concentracdes de nitrato de zinco hexa-hidratado. Os estudos de
Brassolatti et al., (2021) avaliaram o comportamento de dois tipos distintos de biomaterial,
direcionado aos aspectos morfoldgicos em defeitos dsseos. A formulagao das biomembranas

promoveram respostas bioldgicas necessdrias para a regeneracao dssea.

A ligac@o microestrutural entre os sistemas biolégicos apatita-coldgeno € a base para o
desenvolvimento de compdsitos com a finalidade de substituir tecidos dsseos. Os compdsitos de
matriz polimérica, contendo particulas de componentes bioativos, apresentam-se como excelentes
candidatos para promover a regeneracio e substituicdo 6ssea (PIRES et al., 2015). A utilizacdo
de biomateriais no reparo de partes danificadas do tecido 6sseo tem revolucionado a ortopedia,
Moreira et al., (2012) analisou as propriedades biomecanicas de blendas poliméricas, obtidas a
partir de um polissacarideo, o compdsito demonstrou a¢ado efetiva no preenchimento de defeitos

0sseos.

2.2.1 Blenda Polimérica

As blendas poliméricas constituem dois ou mais polimeros. A mistura entre os polime-
ros traz a possibilidade do melhoramento das propriedades fisicas e biolégicas por meio das
interagdes quimicas entre os polimeros envolvidos (SOUSA et al., 2012). Misturas ou blendas
tratam-se de uma abordagem que representa uma das dreas com mais rdpido crescimento na
ciéncia dos polimeros e t€ém como objetivo obter caracteristicas novas através da combinagdo de
propriedades de polimeros distintos (OLIVEIRA et al., 2019).

Os polimeros sintéticos apresentam grande estabilidade e afinidade com os componentes
celulares e ainda uma elevada resisténcia mecéanica. Estes polimeros exibem propriedades
que podem ser reproduzidas a nivel molecular e a sua taxa de degradacdo pode ser alterada,
para atender a requisitos especificos de aplicagdes diferentes (SOFIA e BATISTA, 2013). O
desenvolvimento de blendas poliméricas na obtencdo de biomembranas € devido sua relativa
facilidade de obten¢do de novos materiais com caracteristicas desejadas, com custo relativamente

baixo pela combinagdo de propriedades de interesse dos polimeros utilizados.

Os constituintes poliméricos sao largamente utilizados na industria médica por contribuir
em especial na drea de implantes devido a facilidade do manuseio. Baixa densidade e boa bio-
compatibilidade. O polietileno, poliuretano, polimetilmetacrilato de metila e politetrafluoretileno,
sao notoriamente usados na industria (MOREIRA et al., 2012).
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2.2.1.1 Poliestireno (PS)

O processo de obtencdo do poliestireno se dd por meio da reacio de polimerizac¢do, onde
0s mondmeros reagem entre si, de modo a combinar suas moléculas, estruturando moléculas
maiores as quais sdo definidas pela repeti¢do de uma unidade bésica (figura 1). O mondmero para
a producdo do PS, € o estireno, trata-se de um hidrocarboneto aromético de férmula molecular
-CgHg- (PEREIRA et al., 2020). Sua estrutura quimica proporciona rigidez ao composto devido
a presenca de anéis aromaticos em suas cadeias laterais, classificando como polimero vitreo
(MORAES et al., 2014).

Figura 2 — Reacao de polimerizacdo para obtencao do poliestireno (PS).

H H H H

estireno (vinil-benzeno) —

poliestireno

Fonte: PEREIRA et al., (2020), com adaptagdes.

O poliestireno é um polimero do tipo ndo biodegradavel, tem natureza hidrofébica e
estrutura semicristalina. Sua atuacdo na drea médica € devida sua versatilidade além de possuir
um baixo custo de producdo (SANTOS et al., 2010). Podendo ser usado como plastificante
na obten¢do de biomembranas, o poliestireno usado como uma substancia incorporada tem

propriedades de melhoramento da flexibilidade do material e de sua funcionalidade.

Tratando-se de uma resina termopldstica, o poliestireno € fusivel e reciclavel, formado
através dos mecanismos de polimerizagao por adi¢do do monodmero estireno (CANEVAROLO,
2002). O referido polimero tem atraido grande interesse na ciéncia dos polimeros por causa do
seu processamento e excelentes propriedades, tais como resisténcia térmica, baixa densidade,
excelente durabilidade mecanica e conveniéncia de processamento e moldagem (MANSOUR,
2013).

A desvantagem do poliestireno € ser pouco resistente a impactos, para aumentar sua
utilidade e visando melhorar suas caracteristicas, sdo incorporados outros polimeros de natureza
natural ou sintética em sua estrutura (SOUSA, 2021). Uma vez que o grau de plastificagao

do polimero esta diretamente relacionado a estrutura quimica do plastificante, uma mudanca
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no tipo e na quantidade ira afetar as propriedades finais dos filmes no desenvolvimento das

biomembranas.

As microfibras de poliestireno sdo citocompativeis, além disso, ndo € reabsorvivel
proporcionando as biomembranas uma superficie eficiente para a infiltracao, propagacao e
proliferacdo celular (ALVES et al., 2018). O uso de polimeros sintéticos conjugados com outros
materiais, promove o melhoramento das propriedades mecanicas e bioldgicas, aumentando de
modo eficiente sua biocompatibilidade e bioatividade (MANSOUR, 2013).

2.2.1.2 Pectina (PEC)

Os polissacarideos sdo uma classe de biopolimeros constituidos por mondmeros de
acucares simples (SAVI et al., 2017). Os mondmeros (monossacarideos) estdo ligados entre si
por ligacdes o-glicosidicas, conferindo aos polissacarideos a capacidade de formar polimeros
lineares e ramificados. Estes polimeros podem ser obtidos de diferentes fontes: microbiana,
animal e vegetal (SOFIA e BATISTA, 2013).

Os polissacarideos t€ém notoriedade para aplicacdes na bioengenharia, principalmente
devido a sua biodegradabilidade e semelhanca com a matriz extracelular, as quais propiciam a
adesdo celular. Os polimeros naturais sdo uma das op¢des mais atraentes, principalmente devido
a versatilidade quimica, por promoverem eficazes interagdes celulares e excelente biocompatibi-
lidade (NUNES et al., 2017).

Sua principal caracteristica, além de sua abundancia e fécil obtencao € a biodegrada-
bilidade, a biocompatibilidade e a atividade bioldgica. Desse modo, é importante salientar
que, muitos polissacarideos possuem uma série de propriedades reoldgicas atrativas como, por

exemplo, a capacidade de gelificar em certas condic¢oes fisicas e quimicas (SAVI et al., 2017).

A pectina pertence a classe de polimeros biodegradédveis de fonte renovdvel com grande
potencial de aproveitamento, trata-se de um polissacarideo encontrado na parede celular priméria
e regides intercelulares de plantas e frutos. A estrutura quimica da molécula de pectina define
suas propriedades funcionais, em que a presenca de ramificacdes permite a retencdo de dgua do
composto (SANTOS et al., 2010). A isto somam-se a facilidade de processamento em formas
diversas, tais como filmes, particulas, fibras, capsulas e a disponibilidade. Sua reatividade se da

pela presencga de grupos hidroxilo.

O potencial da pectina, evidencia-se tanto por seu uso isolado como também em misturas
com outros polimeros, enquanto biomaterial, abrange a fabricacio de scaffolds, revestimentos
de superficies de dispositivos biomédicos e produ¢do de sistemas de liberacao controlada de
moléculas terapéuticas tem sido bastante usado na producao de sistemas de libera¢do controlada
de farmacos (SCIENA et al., 2017).

A pectina tem sido objeto de estudo, na preparacao de sistemas de entrega de farma-
cos, devido a facilidade com que pode sofrer degradacdo enzimatica (COIMBRA, 2010). Na
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regeneracao Ossea a grande vantagem estd na aplicacdo em implantes 0sseos, uma vez que
podem ser direcionados fairmacos para um local de defeito dsseo, com o objetivo de promover a
osteointegracdo e osteoinducao (MOREIRA et al., 2012).

2.2.2 Compostos fitoquimicos e bioativos

O termo fitoquimico, referem-se a compostos encontrados em vegetais que tém efeito
ativo na melhora do organismo devido seu mecanismo reacional no meio celular, portanto, os
compostos fitoquimicos presentes nos alimentos proporcionam beneficios, tais como, atividades
antioxidante e anti-inflamatdria. Tais compostos apresentam grande potencial na prevencao de

doencas, por neutralizarem a a¢do dos radicais livres (OLIVEIRA et al., 2020).

A resolucdo RDC n. 243/2018, define substancia bioativa como um nutriente ou nao
nutriente consumido normalmente como componente de um alimento, o qual possui acao
metabdlica ou fisioldgica especifica no organismo humano. Tratando-se dos compostos bioativos,
sdo nutrientes os quais interferem positivamente na saide (EBERT et al., 2021).

2.2.2.1 Curcuma longa L. (CUR)

A Ciircuma longa L., faz parte da classe de plantas com porte de arbustos perene
endémico da India (SUETH-SANTIAGO et al., 2015). Seus registros estio presentes desde
a antiguidade, onde alguns primérdios das civilizagOes a usavam como especiaria. De acordo
com Susana (2018), atualmente encontra-se o Acafrao mais predominantemente como cultivo

humano.

Podendo ser consumido fresco, os rizomas do Agafrﬁo-da—fndia, foram isoladas pela
primeira vez ha mais de 200 anos, também conhecido como diferuloilmetano, trata-se do
pigmento amarelo encontrado no turmérico (SUSANA, 2018). A fim de conservé-lo o rizoma
(figura 2) € desidratado e moido, o resultado do processo serd um pé dourado, conhecido como
também como turmérico, suas aplicagdes vao desde a culindria, medicina e rituais religiosos
(MANIGLIA e TAPIA-BLACIDO, 2019).
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Figura 3 — Rizomas da Ciircuma longa L.

Fonte: Autoria Prépria (2021).

A andlise dos componentes presentes na planta através da espectroscopia Raman constatou-
se a presenca de concentragdo significativa de curcumindides na raiz, ndo detectando a presenga
da substancia no broto (LIMA, 2020). A concentragdo mais alta da substancia do corante foi
encontrada no nucleo da raiz da Ciircuma longa L., a parte externa encontrou-se, porém, em

menor quantidade.

A principal molécula encontrada no turmérico € o curcuminoide (figura 3). Sendo
responsavel pela atividade biolégica, segundo os estudos de Amalraj et al., (2017), os compostos
fendlicos encontrados s@o essenciais para saide, proporcionando beneficios para o tratamento
de vérias patologias, seu mecanismo reativo age diretamente no processo de regeneracao do
organismo (RIZZI et al., 2017).

Figura 4 — Curcuminoide: Principal componente encontrada na Ciircuma longa L.
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Fonte: (AMALRAJ et al., 2017.)

A molécula encontrada na Ciircuma longa L. possui pleiotropia, o que explica a capa-
cidade do curcuminoide em deter varios mecanismos de a¢do que atuam desde a alteracao das
atividades enzimdticas, modulagdo de fatores de desenvolvimento e servindo de cofatores na
acdo enzimatica (PAIVA, 2015).
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Pesquisas utilizando o extrato do rizoma identificaram atividade antioxidante devido
a concentragdo na molécula de grupos hidroxilo, sendo, portanto, o B-dicetona e um grupo
dicetona, atuando como eliminador ou catalisador da estruturacio de radicais hidroxi nas reacoes
dentro da molécula (BOIKESS, 2015; ITOKAWA et al., 2008; AMALRAJ et al., 2017).

Estruturalmente o curcuminoide exibe um tautomerismo ceto-endlico, como predominan-
cia da forma ceto em pH de 3 a 7, possuindo uma estrutura 3- dicetona, atuando como potente
doador de prétons. Em pH acima de 8 a forma endlica do curcumindide predomina, atuando
como doador de elétrons, assim como a maioria dos antioxidantes fendlicos. E praticamente
insoldvel em dgua. Apresenta solubilidade em etanol, cloroférmio, acetona, acetato de etila

dentre outros solventes organicos (PAIVA, 2015).

A Criircuma longa L, é estavel em pH 4cido, em meio neutro ou alcalino apresenta
instabilidade sofrendo rdpida degradacgao hidrolitica. A principal atuacdo deste composto fendlico
no sistema bioldgico € sua capacidade antioxidante com atividade antitumoral e antimutagénica,
inibidor do metabolismo do dcido araquiddnico, capaz de induzir apoptose e alterar a expressao
génica, inibindo a atividade do fator de transcri¢do NFkf3, estimulando a atividade celular
(PAIVA, 2015).

2.2.2.2 Quercetina (QUER)

A quercetina possui baixa massa molar estruturada em uma base constituida por dois
anéis aromadticos ligados através de um anel pirano (figura 4). Também denominada de 3, 5,7,
3’-4’-pentahidroxiflavona é um dos flavondis mais comuns encontrados em frutos, vegetais e
folhas. Atualmente essas moléculas t€m atraido o desenvolvimento de muitas pesquisas, devido
sua notoriedade em atividades biolégicas, fisicas, quimicas e farmacolégica (SIMOES et al.,
2013).

Figura 5 — Estrutura quimica da quercetina.
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Fonte: (VAZ et al., 2020)
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A quercetina apresenta atividade antioxidante, protege o DNA, apresentando atividade
antitumoral, anticarcinogenica, antiinflamatoria e osteointegrativa (BERNARDI et al., 2017).
Devido sua estrutura quimica, a quercetina possui instabilidade dependendo diretamente da
variacao do pH, sofrendo auto-oxidacao em solu¢des organicas e aquosas que apresentam pH
superior a 8,0. Em meio 4cido, com valores de pH abaixo de 5,0, a quercetina encontra-se neutra
ou em forma cationica. Ja acima de pH 4,0 ocorrerd a dissociacdo dos grupos hidroxila (SILVA,
2011).

Os flavondis possuem constituintes biologicamente ativos, os quais auxiliam na promog¢ao
e preservacdo da saide 6ssea. Atua diretamente na prevengdo da perda dssea quanto na terapia
complementar para condi¢des de alto estresse oxidativo ou inflacdo prolongada. Seus efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios no sistema esquelético ocorrem por meio de vérias vias de

sinalizag@o e expressao génica envolvidos na ativagao de enzimas (VAZ et al., 2020).

2.2.2.3 Hidroxiapatita (HAp)

A hidroxiapatita € um componente mineral natural encontrado de maneira abundante no
sistema esquelético. Pertence a familia das apatitas, termo que define um grupo de compostos os
quais possuem estruturas similares, porém ndo apresentam necessariamente a mesma composi¢ao
(SOUSA, 2012). Ocorre raramente na natureza com sua estrutura quimica similar a fluorapatita.
Essa similaridade quimica com a fase mineral dos tecidos dsseos faz da hidroxiapatita um dos

materiais mais notérios para o uso de biomateriais em regeneracio dssea.

A estrutura molecular da hidroxiapatita (figura 5), permite substitui¢des ionicas de Ca®*,
PO4>~ ¢ OH™ por outros grupos, tal rearranjo afeta diretamente os pardmetros de rede, morfolo-
gia do cristal, cristalinidade, solubilidade, propriedades espectrais de absor¢ao no infravermelho
e a estabilidade térmica (ARAUJO, 2016). A hidroxiapatita é utilizada para envolver materiais
metélicos tais como titanio e ligas de titanio, os quais suas propriedades bioativas auxiliam na

osseointegracdo entre metal e 0sso.

Figura 6 — Estrutura quimica da hidroxiapatita.
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Fonte: (ARAUJO, 2016).
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A integrag¢do promovida pelos mecanismos da hidroxiapatita no organismo, impulsiona
a proliferacdo de ostedcitos, osteoblastos e outras células dsseas, sendo que as células nao se
diferem entre a hidroxiapatita e a superficie 6ssea, o que indica a notdvel similaridade quimica
superficial (RIBEIRO, 2007). Sua bioatividade favorece o crescimento e proliferacao de células
dsseas bem como capacidade osteocondutora. A fixacdo mecanica de implantes usando a HAp
€ de 5 a 7 vezes superior a dos implantes sem a aplicagcdo superficial. Sua principal atuacio é
de preservagdo do substrato de modo a prevenir seu contato com fluidos biolégicos, além disso
promover a ancoragem dos tecidos (OLIVEIRA et al., 2019).

Devido a falta de disponibilidade de doadores, rejei¢des imunogénicas, e restricdes
causadas por instabilidade mecénica, tornou a forma de obten¢do sintética muito atrativa. Suas
propriedades biocompativeis sdo vidveis para atribuir sua utilizacdo em vdrias pesquisas principal-
mente no ramo da regeneracdo dssea (LIU et al., 2018). A diferenca notdria entre a hidroxiapatita
sintetizada e o mineral dsseo € a alta cristalinidade e a auséncia de carbonato. Resultando em uma
taxa de biodegradacido relativamente menor quando comparada ao mineral dsseo nanocristalino
(ARAUIJO, 2016).

2.3 TOXICIDADE

A andlise da toxicidade estuda os efeitos nocivos decorrentes de interacdes de substancias
quimicas com o organismo. O agente toxico € uma substancia quimica capaz de causar dano ao
organismo (SILVA, 2013). Tratando-se das biomembranas € interessante que suas propriedades
tenham uma resposta favoravel de nao toxicidade e a biodegradabilidade eficiente, uma vez
que a primeira, permite que o organismo degrade o substrato ao passo que ocorre 0 processo
de regeneragdo e as proprias células do corpo substituam a construcao de tecido projetada,
contribuindo para a construcdo e recuperacao do tecido. O segundo critério, permite dizer que os
subprodutos de sua degradagdo nao devem ser nocivos, podendo ser liberados pelo corpo sem

intervencgdo de outros 6rgaos (SILVA et al., 2020).

2.3.1 Teste de toxicidade frente a Artémia salina

A Artémia salina € um microcrusticeo, o qual pode ser observado a olho nu, possuem
uma ampla distribui¢io geografica e habitam ambientes salinos, tais como lagos de sal e lagoas
costeiras. Sua principal atuagdo no meio ambiente, € sua habilidade de filtragdo, uma vez que
bombeiam dgua do mar de onde selecionam particulas para sua alimentacio (KALCIKOVA et
al., 2012). O teste em bioensaios preliminares para a determinacdo de toxicidade, € realizado
com os ndplios das Artémias salina, sendo considerado toxico o extrato que induz a mortalidade
maior ou igual a 30% (SAGRAMENTO et al., 2014).

A anélise de toxicidade, usando as Artémia salina é muito ampla, pois ddo resultados
satisfatorios para andlises de infecciosidade, nutri¢do, ecotoxicologia e toxicidade. O procedi-

mento experimental € relativamente rdpido e de baixo custo, além de ndo precisar de condi¢des
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especificas para manuseio, podendo ser feito em laboratérios de pequeno porte (KALCIKOVA et
al., 2012). O teste com este microcrustidceo ¢ usado como rota de triagem inicial de toxicidade

in vivo de extratos, fracdes e compostos refinados, permitindo discriminar amostras de alta
toxicidade (RIOS et al., 2017).

O teste de toxicidade usando as Artémias salinas, segundo os resultados de Hamza et
al., (2018), foi favordvel para verificar a eficicia de um biotensoativo glicolipidico, o referido
surfactante atuou como inibidor de biofilme patégeno, seus resultados foram promissores,

protegendo a Artémias salinas contra infeccoes.

Tratando-se de biomembranas e sua eficicia no organismo, Silva (2019) utilizou o extrato
de suas biomembranas em diferentes concentragdes de polihidroxibutirato/norbixina/hidroxiapatita
para que os microcrustaceos ficassem submersos em solugdo, nesse diz respeito, a contagem das

larvas mortas e vivas na determinacdo de citotoxicidade.

A letalidade das Artémias salina, foi util na discussdo dos resultados de toxicidade,
Gongcalves (2019), utilizou o teste para verificacdo do pé da Hidroxiapatita, nanotubos de carbono
e de membranas de polihidroxibutirato e polihidroxibutirato/nanotubos de carbono/hidroxiapatita,
fazendo um gréfico da cinética de letalidade das larvas. Nos estudos de Sousa et al., (2021),
utilizou-se o teste usando os microcrustdceos para verificagdo de melhor andlise citotoxica de
suas membranas de quitosana incorporada com liquido da castanha de caju, comparando com o
teste de Allium Cepa. A andlise preliminar in vitro da citotoxicidade € importante para determinar
a concentracdo em que um composto € capaz de inviabilizar a proliferacao celular e analisar
a necessidade de ser realizado um teste in vivo ou ndo, por isso vem sendo frequentemente

utilizado na literatura.
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3 METODOLOGIA

Para o processamento das biomembranas, foi utilizado a Ciircuma longa L. em po, a
qual foi adquirida em uma farmécia de manipulacdo. O poliestireno foi cedido de uma industria.
Ambos atuantes na cidade de Teresina-PIl. A quercetina foi cedido de uma industria atuante
na cidade de Parnaiba-PI. Devido ao periodo de pandemia (COVID-19), ressalta-se que foram

seguidos os protocolos de seguranca em todo o processo para conclusdo deste trabalho.

3.1 SINTESE E OBTENCAO DA HIDROXIAPATITA (HAP)

O processo de sintese foi realizado, segundo a metodologia de Camargo et al., (2014),
com adaptacoes. Portanto, preparou-se uma solucao de hidréxido de célcio, utilizando 18,72
g de Ca(OH); em 500 mL de dgua destilada. A solugdo dcida, foi preparada, a partir de 10
mL de 4cido fosfoérico (H3POy4), em 300 mL de 4gua destilada. Tais volumes, correspondem a
proporcao de 5:3 entre o Ca(OH); e o H3POj4. A solug@o do hidréxido de célcio foi colocada em
um béquer de 1000 mL, o qual, foi submetido ao aquecimento e agita¢cdo mecanica. A substancia

foi mantida sob agitacdo constante em todo o procedimento e maturacao.

Visando manter o pH entre 9,5 - 10, gotejou-se uma solu¢do de hidréxido de amdnio
(NH4OH) 3M. Apos a etapa de maturagdo, a suspensao foi filtrada desprezando o sobrenadante,
a parte s6lida foi seca em estufa a 120 °C por 12 horas. A ultima etapa foi a calcinagdo a 1100
°C por 2 horas. Durante todo o processo foram mantidas as condi¢cdes de limpeza e assepsia do

local para evitar contaminagdes no produto obtido.

3.2 PROCESSAMENTO E OBTENCAO DAS BIOMEMBRANAS

A formulacdo das biomembranas foi mediante a incorporacdo da Ciircuma longa L.
(CUR), quercetina (QUER), hidroxiapatita (HAp) na Blenda polimérica (PS/PEC). A metodolo-
gia para obtencdo das biomembranas baseou-se no método de evaporacao de solvente. A tabela

01 descreve o desenvolvimento das biomembranas em seu processo de obtencao.

Tabela 1 — Composicao das biomembranas Circuma longa L. (CUR), quercetina (QUER), hidro-
xiapatita (HAp) e blenda polimérica: pectina (PEC) e poliestireno (PS) .

BIOMEMBRANA COMPOSICAO (%)
CUR/QUER HAp BLENDA
B00O - - 100
BO1 4 - 96
BO2 5 95
B03 2 3 95
B04 4 3 93

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Para a obtencdo das biomembranas, adicionou-se o solvente no béquer e os respectivos
materiais sob agitagdo na mesa agitadora em 90 rpm durante 4 horas no total, visando garantir a
solubiliza¢dao dos componentes. Por fim, a solu¢iao das biomembranas foram vertidas em placas

de petri para a evaporacgdo do solvente (figura 06).

Figura 7 — Processamento das biomembranas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

3.3 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DAS BIOMEMBRANAS E DAS
SOLUCOES SOBRENADANTE

3.3.1 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Utilizou-se o espectrofotdmetro UV-Vis modelo Cary 300. As solucdes foram dispersas
em cubetas de quartzo com tampa, de 1 cm de caminho 6ptico. Para a determinacio dos espectros,
foi utilizado o intervalo de varredura de 240 nm a 600 nm, com tempo de integracao de 0,5

segundos. O fluxograma (figura 07) mostra as anédlises espectroscOpicas feitas no equipamento.
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Figura 8 — Fluxograma das andlises utilizando o UV-Vis.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

3.4 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS E DAS BIOMEMBRANAS

3.4.1 Analises térmicas

A avaliacdo da estabilidade térmica das amostras (figura 08) foi analisada por termogra-

vimetria (TG), e andlise calorimetria diferencial exploratéria (DSC).

Figura 9 — Fluxograma das Andlises Térmicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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3.4.1.1 Termogravimetria (TG/DTG)

Utilizou-se o equipamento da marca SCHIMADZU®-modelo TGA 51H THERMO-
GRAVIMETRIC ANALYZER, sob atmosfera de nitrogénio (Fluxo de 50 mL/min) com taxa de
aquecimento de 10 °C/min com temperatura de 25 °C a 1200 °C

3.4.1.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial DSC

A gravimetria derivada foi obtida simultaneamente no aparelho TA INSTRUMENTOS®,
marca SHIMADZU, modelo DSC-60 PLUS DIFFERENTIAL SCANNING CALORIMETER.
Utilizando a razao de aquecimento de 10 °C/min, no intervalo entre 25 °C a 600 °C, com
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. As andlises realizadas estdo organizadas no

fluxograma. O equipamento pertence ao Instituto Federal do Piaui-campus Teresina Central.

3.4.2 Difratometria de Raio-X (DRX)
3.4.2.1 Difratometria de Raio-X (DRX): materiais bioativos

As amostras dos materiais bioativos foram caracterizadas no equipamento Labx-XRD
600, da Shimadzu, com radia¢io Cu— Ko (A = 1,5406 A), e angulo de 26 no intervalo entre
5°a75° com taxa de varredura de 2°/min. O equipamento pertence a Universidade Federal do

Piaui-campus Ministro Petronio Portela.

3.4.2.2 Difratometria de Raio-X (DRX): biomembranas

Na caracteriza¢do das amostras das biomembranas utilizou-se um difratometro da Shi-
madzu® modelo XRD-6000, com um detector de radiacao PIXcel/3D. A fonte de radiacao de
Cu— Ko = 0,154 nm, operando com uma voltagem de 40 kV e com uma corrente de 30 mA. A
velocidade adotada de varredura foi de 0,014°/min para valores de 260 entre 10° e 90° a uma taxa

de 2°/min.

3.4.3 Grau de intumescimento (G.I) e grau de absor¢ao das biomembranas (A)

O grau de intumescimento (G.I), e a capacidade de absorcdo das biomembranas foi
obtido por meio da imersdo das biomembranas em solu¢do tampao fosfato-salino (PBS) com pH

6,4 a uma temperatura de 37°C.

A anélise do grau de intumescimento ocorreu durante 24 horas, de acordo com a metodo-
logia proposta por Wattanutchariya e Changkowchai (2014). Cada biomembrana, foi cortada com
dimensdes de 1,0cm x 1,0cm. Primeiramente, colocou-as na estufa com 40°C de temperatura,
por 12 horas. Antes da imersdo, pesou-se as amostras secas € ap0s colocou-as imersas em 30 mL
de solucao PBS.
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O intumescimento foi monitorado até que a massa da amostra pesada alcancasse o
equilibrio. As amostras foram pesadas nos intervalos de tempo de 30 minutos, 2 horas, 4 horas,
6 horas e 24 horas. Para realizar as pesagens, as amostras foram removidas da solucdo e secas

ligeiramente em papel absorvente para eliminar o excesso de PBS.

A anélise dos dados e verificagdo do grau de intumescimento foi determinado (em
porcentagem) usando a equacgdo (I). Tal que: grau de intumescimento (%) = (massa inicial da

amostra) em grama (g), massa intumescida (sendo nos diferentes tempos da amostra) em grama

().

massa inicial da amostra — massa intumescida

G.I= -100% 3.1

massa inicial da amostra

A andlise da capacidade de absorc¢do das biomembranas ocorreu, no total de 144 horas, de
acordo com a metodologia proposta por Wattanutchariya & Changkowchai, (2014). Padronizou-
se as amostras de acordo com o teste de intumescimento. As amostras foram pesadas nos
intervalos de tempo de 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 144
horas. Para realizar as pesagens, as amostras foram removidas da solucdo e secas ligeiramente

em papel absorvente para eliminar o excesso de PBS.

Para a discussdo dos resultados calculou-se a porcentagem em massa segundo a equacao
(3.2). Onde: Amassa € a porcentagem de absor¢do para cada amostra, massa apds secagem €
antes da imersdo, em gramas (g) € massa antes da imersdo € a massa da amostra, em gramas (g),

apds a imersao e secagem.

massa apds imersdo — massa antes da imersao
-100% (3.2)

A dgua) — .
(dgua) massa antes da imersao

3.4.4 Teste de molhabilidade e angulo de contato

Depositou-se uma gota de 10 uL. de dgua destilada, formamida e glicerol. As imagens
foram captadas com uma microcidmera e como software o Windows Movie Maker. O célculo
do angulo de contato foi realizado com base na técnica da gota séssil. O angulo formado pelo
liquido foi assistido em intervalos de tempo (t) de 10 segundos em 10 segundos, com inicio do t
= (0 segundos e término t = 60 segundos. O software utilizado para calcular o &ngulo de contato
foi o Surftens versio DEMO.

3.4.5 Tensao Superficial

Para a determinacao da energia livre de superficie, utilizou-se a medida do angulo de
contato com liquidos de teste com tensdo superficial conhecida e polaridade diferentes, sendo,
portanto, formamida, glicerol e d4gua destilada. Baseando-se no método da média geométrica
desenvolvido por Fowkes, realizou- se as medidas da tensdo superficial das amostras, a tensao

superficial foi calculada usando a equacdo de Fowkers (equagdo 3.3).
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(3.3)

(1+cos9) v »
> X =1/ys X
Vo

Na tabela 02 sdo apresentados os liquidos com sua respectiva energia superficial-energia
liquido-sélido. Através da equagdo de Fowkes, observa-se a relagdo linear do cosseno do angulo
com as coordenadas da tensdo superficial do liquido com o ar e as coordenadas da tensao da
amostra com o liquido-ar, a saber: y;i (coordenada dispersiva da tensao superficial do liquido),
y‘lp (coordenada polar da tensdo superficial do liquido), ygl (coordenada dispersiva da tensdo
superficial do sélido em andlise), y¥ (coordenada polar da tensdo superficial do sélido em

analise).

Tabela 2 — Energia superficial da d4gua, formamida e glicerol.

Liquidos  y(mJ/m?) y”(mJ/m?) y?(mJ/m?)

Agua 72,8 51,0 21,8
Formamida 58,2 18,7 39,5
Glicerol 63,4 26,2 372

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

3.5 AVALIACAO DE BIOATIVIDADE

3.5.1 Teste de toxicidade frente a Artémia salina

O ensaio de toxicidade frente a Artémia salina, foi realizado conforme McLaughlin et
al., (1998), com adaptagdes. Para eclosdo dos ovos, utilizou-se 4gua do mar (pH 8,2). Usou-se
um aquario adaptado, para os ovos serem imersos na dgua do mar, durante 48 horas para eclodir
sob iluminacdo constante (figura 9-A).

Figura 10 — Teste de toxicidade: (A) - Aquario adaptado para eclosdo dos ovos das Artémias
salina e (B) - Amostras imersas em solucao salina para verificacdo de toxicidade.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

As membranas por serem insoltiveis em dgua, foram picotadas e imersas na d4gua do mar,

etanol e CHCl; (figura 9-B). As larvas ficaram expostas as solugdes das amostras por 24 horas.
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As amostras, BOO, BO1, B02, BO3 e BO4, foram submetidas ao teste em quintuplicata,
como apresenta a figura 10. Em cada tubo de ensaio, usou-se 0,1 mL de DMSO, em 10 mL de
dgua do mar e 10 larvas. Apds 24 horas de exposi¢ao, foi feita a contagem das larvas vivas e
mortas em placas de petri, sendo consideradas vivas todas aquelas que apresentaram qualquer

tipo de movimento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 OBTENCAO DAS BIOMEMBRANAS

As biomembranas foram produzidas mediante a mistura de componentes bioativos
(CUR/QUER/HAp/Blenda), pelo método de evaporacao de solvente. De acordo com Cobo
et al., (2021), a utilizacdo deste método promove excelente morfologia, boa miscibilidade e
estabilidade térmica favordvel para uso clinico.

Os biocomponentes demonstraram miscibilidade na incorporagdo com o solvente. As
biomembranas (figura 10), apresentaram-se homogéneas, lisas, com auséncia de bolhas, nao
apresentaram rachaduras, capacidade de adesdo e hidrofilicidade. Este resultado corrobora
com Silva (2019), onde aponta que estas caracteristicas podem influenciar nas propriedades

mecanicas, térmicas e com a permeabilidade do biomaterial.

Figura 11 — Amostras das biomembranas (BO1-A), (B02-B), (B03-C) e (B04-D).

L
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

4.2 ESPECTROSCOPIA UV-VIS: COMPOSTOS BIOATIVOS, BIOMEMBRANAS E SO-
BRENADANTE

O espectro eletronico da Ciircuma longa L. (CUR), obteve uma banda de alta intensidade
na faixa entre 350 nm — 475 nm, com absor¢do maxima em 420 nm e uma banda de absor¢ao
fraca em 262 nm (figura 11). Este resultado corrobora com Dhakal et al., (2016), onde atribui a
absor¢do méxima € devido ao dipolo eletronico o qual permitiu a excitagio do tipo & — 7+ do

seu sistema de ressonancia.



Capitulo 4. Resultados e Discussoes 36

Figura 12 — Espectros de absor¢ao na regiao do UV/Vis para a Curcuma longa L., quercetina e

hidroxiapatita.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

O espectro da hidroxiapatita foi observado na faixa entre 400 nm - 300 nm e outra faixa
entre 275 nm — 250 nm. Na (figura 12) as biomembranas B02, BO3 e BO4 mostraram bandas
entre 250 nm - 275 nm, evidenciando a presenca da HAp. Este resultado estd de acordo com
Aradjo (2010), o qual sintetizou a hidroxiapatita pelo método de precipitacdo aquosa de Ca(OH)2

e H3PO,4 com temperatura de calcinacdo em 1100 °C.

A quercetina apresentou duas bandas caracteristicas de absor¢do no UV-Vis. A banda de
absorcao numa faixa larga entre 300 nm — 400 nm. Outra faixa discreta na banda entre 260 nm —
280 nm. No teste de verificacdo nos estudos de Bernardi et al., (2017), a quercetina apresenta
uma faixa espectral correspondente a por¢ao do sistema conjugado. De acordo com Zhou e Tang
(2018) as bandas com picos discretos de absor¢ao correspondem as transicoes eletronicas dos

anéis do flavonoide, que representam o sistema cinamol e o sistema benzoil.

Referente ao processo de obtencdo das biomembranas (figura 12), notou-se as bandas

caracteristicas de cada composto bioativo presente em sua formulacgao.
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Figura 13 — Espectros de absor¢do na regiao do UV/Vis para a biomembrana (B01), biomem-
brana (B02), biomembrana (B03) e biomembrana (B04).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Na biomembrana 03 houve um deslocamento da banda larga de absor¢cao maxima. O
pico de absor¢cao maximo foi notado em 420 nm correspondente a Ciircuma longa L. A banda de
absorcdo da quercetina manteve-se entre 260 nm - 280 nm. As demais biomembranas BO1, B02

e BO4 mantiveram a banda méxima de absor¢do preservadas.

O sobrenadante das amostras, mantiveram as mandas de absor¢cao dos compostos bioati-

vos inalteradas, confirmando a dispersdo da biomembrana na solugdo salina (figura 13).

Figura 14 — Espectros de absorcdo na regido do UV/Vis para os sobrenadantes da biomembrana
(BO1), biomembrana (B02), biomembrana (B03) e biomembrana (B04).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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43 ANALISES TERMICAS

4.3.1 Termogravimetria (TG/DTG): Compostos bioativos e biomembranas

A Ciircuma longa L., permaneceu termicamente estdvel em torno de 198 °C, e sua total
decomposicdo em 594,6 °C. Tais resultados corroboram com Vaz et al., (2020), onde a Ciircuma

longa L. (CUR), permaneceu termicamente estavel até 200 °C (figura 14).

Os eventos térmicos para a CUR, de acordo com a DTG ocorreram em trés principais
eventos de degradacdo, sendo na faixa entre 184,52 °C a 198,55 °C com perda de massa a
0,24% e o segundo com 25,8% de perda de massa entre 331 °C a 378,4° e o terceiro evento
de 525,6 °C a 594,6 °C com 74,3% de perda de massa. Este resultado corrobora com Chen et
al., (2014), onde aponta que o primeiro estdgio da degradacdo sao reacdes de desidratacao, o
segundo evento refere-se a decomposicdo de grupos substituintes do curcuminoide, € o terceiro

evento a decomposi¢ao dos anéis benzenos.

A derivada termogravimétrica (DTG) da quercetina de maneira similar a Ciircuma longa
L., demonstrou 3 eventos principais de perda de massa (figura 14). Na faixa entre 104,1 °C a
115,5 °C com 4,3% perda de massa, podendo ser atribuido a perda de 4gua na amostra. Outro
evento em 350,7 °C a 368,5 °C com 20,4% de perda de massa e o terceiro evento em 470,1°C
a 527,3°C, com 77,1% de perda de massa. De acordo com Vaz et al., (2020), os hidratos de
quercetina ocorrem devido as ligagdes de hidrogénio intermoleculares entre as moléculas de

dgua de hidratacao do flavonoide.

A hidroxiapatita, apresentou estabilidade térmica confirmado no DTG (figura 14). Na
faixa de 250 °C a 450 °C corresponde a transi¢ao térmica principal, na faixa de temperatura em
550 °C mostra uma perda de massa continua, outra perca de massa entre 200 °C — 400 °C é
devido a remogao de dgua da rede. Este resultado estd de acordo com Mystiridou et al., 2021,
o qual associa a decomposi¢ao de fons fosfato de hidrogénio (HPOZz) em ions de pirofosfato
(P20 4). Em 600° a 900° notou-se uma leve perda de massa, de acordo com Santos (2019), esta

ultima perda € atribuida a condensacao de grupos hidroxilas com saida de 4gua da HAp.
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Figura 15 — Curvas TG/DTG da Ciircuma longa L., (CUR), quercetina (QUER) e hidroxiapatita
(HAp) em diferentes taxas de aquecimento: (a) TG; (b) DTG.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

As curvas TG/DTG das biomembranas (figura 15): B00, BO1, B02, BO3 e BO4 em
diferentes taxas de aquecimento. Os eventos térmicos para a BOO, de acordo com a DTG
ocorreram em uma etapa principal de degradacdo. Este resultado corrobora com Jesus et
al., 2019 o qual atribui a degradacao principal a quebra de ligagdes em carbono saturados e
insaturados dos polimeros inseridos da blenda polimérica. No termograma a BOO houve 2 perdas
graduais de massa, este resultado corrobora com Andreani (2005), onde aponta que as duas

percas graduais correspondem a perda de dgua e a degradacdo da blenda (PEC/PS).

Figura 16 — Curvas TG/DTG das biomembranas B0O, BO1, B02, BO3 e BO4 em diferentes taxas
de aquecimento: (a) TG; (b) DTG.
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Fonte: Dados da Pesquisa (2021).

As biomembrana BO1, B02 e BO3 apresentam perfis de degradacdo no DTG semelhantes.
A BO01 apresentou o pico térmico mdximo na DTG em 368°C, este resultado condiz com Santos
(2019), o qual corresponde ao estagio inicial de decomposi¢ao da Ciircuma longa L. A B02,
apresentou um pico maximo de degradacdo em 369 °C, corroborando com Mateus (2017), o qual

associa as perdas de massa a partir de 300 °C a eventos de vaporizagdo da dgua da cristalizacao
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da HAp. A B03, apresentou uma perca de massa de 2,2% de 102 °C a 280 °C. Entre 280 °C e
330 °C ha uma leve perda de massa gradual. Em 330 °C a 400°C houve uma perda gradual de
5,7% até 180 °C, a DTG apresenta um pico de degradagdo méaximo em 379°C, o aumento da

estabilidade térmica sugeriu-se a incorpora¢do dos compostos bioativos.

A biomembrana B04 apresenta dois picos maximos de degradacdao no DTG. O pico
maior de degradacdo ocorreu em 352 °C, sugeri-se que seja devido a degradacdo do polimero, e
o0 pico de menor intensidade ao processo em 414 °C, corrobora com Santos (2019) o qual atribui

a condensacao dos grupos hidroxila com saida de 4gua da molécula de HAp.

As biomembranas B03 e BO4 tem picos maximos de degradacdo no DTG diferentes.
Sugeri-se que seja devido a maior concentragdo de CUR/QUER. Todas as biomembranas ana-
lisadas picos maximos de degradacao similares entre si. De acordo com Dos e Rigon (2013)
e Andreani (2005), os eventos similares de perda de massa em biomembranas caracterizando
processos de desidratacdo, sugere a confirmacao da capacidade hidrofilica das biomembranas,

bem como caracteriza a miscibilidade entre os biocompostos presentes na amostra.

4.3.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC): Compostos bioativos e biomembranas

O termograma das curvas de DSC, apresenta dois picos endotérmicos a 145,1 °C e
182,1°C, apresentando um pico agudo endotérmico a 172,74 °C indicando a natureza cristalina
do farmaco puro, e um pico exotérmico em aproximadamente 199,5 °C indicando o inicio de sua
decomposicao térmica, estes resultados corroboram com as pesquisas de Moura et al., (2020),
Yohanna et al., (2015) e Silva et al., (2014). O pico endotérmico em 182,1°C no DSC € atribuido
a fusdo da CUR.

A quercetina apresentou um pico endotérmico na faixa de temperatura 99°C a 125°C,
correspondendo a liberag¢do de dgua da rede cristalina. Desse modo, a temperatura maxima do
pico foi mais alta do que o ponto de ebuli¢do da 4gua, tratando-se da ligacdo de hidrogénio, as

moléculas de dgua sdo fortemente retidas pelos cristais de quercetina (VAZ et al., 2020).

O termograma da hidroxiapatita apresentou um pico endotérmico (figura 16), mostra um
pico acentuado com a faixa de temperatura em 52,74°C aproximadamente, ocasionado pela perda
de dgua, a qual, fica absorvida na molécula (SOUSA et al., 2012). A remog¢ao de dgua da amostra
¢ exibida pelo evento endotérmico discreto préximo de 50°C. O evento em 177°C de acordo
com Skwarek et al., (2017), é devido a liberagdo de 4gua quimicamente ligada proveniente da

cristalizacdo da hidroxiapatita.

Nao houve mudanca no pico de entalpia de fusdo todos apresentaram pico exotérmico
(figura 16). Ambrésio et al., (2009) em seus estudos destacou que nao houve observagao na
reducdo no pico de fusdo, o que seria um forte indicativo de miscibilidade dos componentes das

biomembranas.
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Figura 17 — Curva de DSC da Ciircuma longa L. (CUR), quercetina (QUER) e hidroxiapatita

(HAp).
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As biomembranas apresentaram picos exotérmicos (figura 17) na faixa de temperatura

de 400 °C a 460 °C, correspondente a degradacdo dos materiais. Este resultado corrobora com

Santos (2018), onde confirma que os picos de degradagado estdo relacionados com as modificacdes

das cadeias poliméricas devido as reacdes de despolimerizagdo e decomposi¢ao térmica.

Figura 18 — Curva de DSC referente as biomembranas: B0O, BO1, B02, B03 e B04.
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4.4 DIFRACAO DE RAIO-X

4.4.1 Analise da microestrutura dos componentes bioativos

A estrutura cristalina dos componentes bioativos das biomembranas estdo apresentadas
na figura 18. O difratograma de raios-X, (figura 18-A) apresenta os picos caracteristicos da
Cuircuma longa L. (CUR), os quais, apontam valores no angulo 20 em 7,96°, 8,90°, 12,26°,
14,54° e 17,24°. Este resultado corrobora com Singh et al. (2014) , o qual aponta para a presenca

de curcumina na forma cristalina (SINGH et al., 2014).

Figura 19 — Difratograma da Ciircuma longa L. (CUR)-(A), hidroxiapatita (HAp) (B) e querce-
tina (QUER)- (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A figura 18-B, expdem os picos caracteristicos referentes a (QUER). Apresentaram com
picos em 26 igual a 14,12°; 15,82°; 23,9°; 24,3° e 26,4°. Este resultado corrobora com Euldlio

(2016), onde evidenciou a natureza cristalina deste flavondide.

De acordo com o difratograma apresentado na figura 18-C observou-se na amostra apenas
a fase cristalina da hidroxiapatita, identificado em 25,9% 31,6°% 32,9° e 33,9°. De acordo com a
literatura, os referidos angulos correspondem com as reflexdes dos planos (002), (002), (121) e
(112) JEFFERSON et al., 2017).
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4.4.2 Analise da microestrutura dos componentes biomembranas

Os indices de cristalinidade das biomembranas: B00O, BO1, B02, B03 e B04 estio
apresentados na figura 19. Comparando com os picos das estruturas dos componentes bioativos
das estruturas difratométricas notou-se que os picos correspondentes as biomembranas com
0s compostos bioativos estdo deslocados para angulos menores. Este resultado corrobora com
os estudos de Costa (2014), o qual justifica o deslocamento do angulo como um indicativo de

intercalacdo do farmaco.

Figura 20 — Difratograma das biomembranas: (B00), (BO1), (B02), (B03) e (B04).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Nas biomembranas incorporadas com os componentes bioativos praticamente nao alterou
sua estrutura cristalina, em relacdo a amostra contendo apenas a matriz polimérica. Este
resultado corrobora com Pereira (2008), onde em seus estudos notou morfologias difratométricas
distintas quando comparados com componentes puros, o que sugeriu que as interagdes entre os
polimeros sdo suficientes para garantir a miscibilidade do sistema. Devido a impossibilidade
de deconvolugdo dos picos, uma vez que os resultados difratométricos ndo confirmaram a
cristalinidade das misturas, o deslocamento dos picos sugeriu a miscibilidade dos componentes
dentro da matriz polimérica (OLIVEIRA, 2018).

4.5 GRAU DE INTUMESCIMENTO (G.I) E GRAU DE ABSORCAO DAS BIOMEMBRA-
NAS (A)

Na figura 20 apresenta os resultados do grau de intumescimento (G.I) das biomembranas,

imersas na solucao PBS. Nota-se que todas as biomembranas apresentaram alta capacidade de
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retencdo da solucgdo, no intervalo de tempo do teste, pois absorveram mais do que o seu proprio
peso, com valores de G.I maiores que 100%. O intumescimento evidencia o0 mecanismo de
liberagdo, o qual provocard a erosao da matriz polimérica hidrofilica, caracterizando a liberacao
do componente bioativo no organismo (RODRIGUES, 2016).

Figura 21 — Grau de intumescimento (G.I) das biomembranas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A biomembrana B0O, apresentou um intumescimento inicial de 50% ap6s 1 hora. Em
3 horas de andalise observou-se um G.I, acima de 100%. Mantendo-se constante até as 5 horas
onde marcou acima de 150%. A viabilidade do uso de blendas poliméricas estd diretamente
relacionada com a capacidade de absorcao que ela promove no sistema matricial. A solubilidade

da pectina aumenta com a reducd@o do seu peso molecular (SEIDI et al., 2021).

A BO1, apresentou um intumescimento inicial apds 2 horas depois do inicio da anélise.
com intumescimento de 50%. Em 4 horas de andlise o G.I acima de 100%. Marcando 24
horas ap6s o inicio do teste o grau de intumescimento estava acima de 200%. Em 24 horas de
andlise marcou a intumescéncia acima de 200%. Os poros facilitam a permeagado e subsequente
retencdo de d4gua na matriz polimérica. Esta reten¢cdo pode ser entendida como consequéncia do
intumescimento no filme, que gera um inchaco no interior da biomembranas (RAYMUNDO,
2017).

Na amostra B02, seu G.I, foi de 50% em 1 horas de analise. Em 2 horas de analise com
105%, constante até 3 horas apds o inicio do teste. De modo que, em 24 horas a BO2 apresentou-
se superior de 180%. A biomembrana B03, nio apresentou G.I em 1 hora de teste. Em 3 horas de
andlise marcou 140% acima de seu peso, mantendo-se constante. Observou-se em 24 horas que a

B03 presentou o G.I de 220%. Sistemas matriciais hidrofilicos, sdo caracterizados como soluveis,
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favorecendo a interacao da biomembranas no organismo como um bioadesivo (RODRIGUES,
2016)

Na biomembrana B04, o seu G.I em 1 hora de teste foi acima de 50%, mantendo-se
constante. Em 4 horas de andlise seu intumescimento marcou em torno de 140%. Sua marca
de intumescimento em 24 horas apresentou um intumescimento aproximado em 190%. De
acordo com Silva (2019), a permeabilidade das biomembranas € influenciada diretamente por

sua composic¢ao quimica bioativa.

O teste de absorcao de 4gua analisou todo o processo de intumescimento até a perda
gradual de massa, averiguando a degradacdo das biomembranas através da pesagem final. O
biomaterial com caracteristicas bioabsorviveis e hidroliticamente degradéveis, tendem a serem

biocompativeis por favorecer a hidrélise no organismo (RAYMUNDO, 2017).

A andlise foi feita nas cinco biomembranas sendo, portanto, BOO, BO1, B02, BO3 e B04.
Os valores obtidos para a perda de massa foram medidos, antes, durante e apds a imersao em
PBS pH 6,4. Os valores obtidos no intervalo de tempo estipulado para o teste estdo dispostos na

figura 21, em forma de gréfico.

Figura 22 — Grau de absor¢do (A) das biomembranas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

As biomembranas B00, BO1, B02, BO3 e BO4 apresentaram caracteristicas de intumes-
céncia até a marca de 24 horas ap6s o inicio do teste. Apds este intervalo de tempo, notou-se a
perda gradual de massa das amostras. A absorcdo de d4gua nas biomembranas foi medida para ver

a quantidade que pode ser absorvida, dependendo, portanto, da hidrofilicidade da biomembrana.

A biomembrana B00, diminui o peso em torno de 100% ap6s as 24 horas de observacao,



Capitulo 4. Resultados e Discussoes 46

finalizando em 144 horas com 80% acima de seu peso inicial. As biomembranas BO2 e BO4 em
144 horas de teste apresentaram grau de absor¢do equiparadas marcando 70% acima de seu peso
inicial. De acordo com Bortolin et al., (2012) a porosidade contribui para uma maior retencao de

dgua, a qual faz parte da morfologia das biomembranas.

Na B03, observou-se uma perca progressiva de grau de absor¢ao no intervalo de tempo
entre 48 horas a 144 horas, finalizando com 40% acima de seu peso inicial. Fernandes (2009),
destacou que as diferentes absor¢des, € resultado das intera¢des i0Onicas, as quais, ocorrem
na solucdo de PBS em pH 6,4. Assim, justifica-se que as biomembranas t€ém afinidade com

estruturas polares.

4.6 TESTE DE MOLHABILIDADE E ANGULO DE CONTATO

Os resultados observados na anélise de molhabilidade estdo descritos na figura 22. Nota-
se a interagdo entre a superficie das biomembranas BOO, BO1, B02, BO3 e BO4 e a deposi¢do de
gota de 4dgua destilada, realizou-se as medi¢des em quintuplicata, para obten¢ao da média dos

angulos de contato (figura 22).

Figura 23 — Angulo de contato entre uma gota de dgua destilada e a biomembrana na superficie
plana horizontal.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Na figura 23, abrange o grafico com os dados do contato entre a superficie das bio-
membranas e o liquido gotejado (dgua destilada). A afinidade entre o liquido com a amostra,
apresenta o grau de penetracao e o espalhamento do liquido sobre a biomembrana, formando

angulos diretamente proporcionais em relagdo ao tempo.
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Figura 24 — Angulo de contato usando dgua destilada na superficie das biomembranas: B0O,
BO1, B02, BO3 e B0O4.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Notou-se que em todas as amostras, que o angulo de contato permaneceu menor que 90°,
o que indica a hidrofilicidade das biomembranas. A biomembrana B03, apresentou o menor
angulo de contato, o que contribui para uma melhor adesdo. Este resultado corrobora com os
estudos de Lima e Fernandes (2020), o qual enfatizou que as moléculas da superficie de um
s6lido sdo influenciadas por for¢as moleculares ndo balanceadas e, portanto, possuem energia

adicional, em contraste com as moléculas dentro de um liquido.

De acordo com, Farias et al., (2011) um dos parametros importantes para a biocompa-
tibilidade de um biomaterial € a hidrofilicidade da superficie, o qual contribui com a adesao,
desse modo, as membranas puras e incorporadas apontam viabilidade para utilizacdo como
biomaterial. Todas as biomembranas apresentadas nesta andlise apontam angulos de contato
capazes de favorecer adesdao em contato com o organismo, de acordo com Lima e Fernandes
(2001), a adesdo é definida pela mudanga de energia livre quando dois materiais entram em

contato.

4.7 TENSAO SUPERFICIAL

A energia de superficie abrange a interacdo quimica que ocorre na superficie. Na figura
24, observa-se no gréfico, a componente polar maior do que a componente dispersiva nas
amostras BOO, BO1, B02, BO3 e B04, confirmando a hidrofilicidade das biomembranas. Este
resultado corrobora com Sousa (2019) o qual destacou em suas pesquisas que a componente

dispersiva quando fica maior que a componente polar esta relacionado com o cardter hidrofébico
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o0 que estd diretamente relacionado quando a superficie do sistema tem sempre excesso de energia
comparado com seu interior € os &tomos superficiais t€ém energias mais alta que os internos que

estdo rodeados de vizinhos.

Figura 25 — Tensao superficial.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Somando os componentes dispersivos com 0s polares, encontra-se a tensao superficial
total de cada filme como apresenta a figura 24. Avaliar os indices de tensdes de interface entre a
biomembrana e fluidos corpdéreos sao significativos para caracterizagdo de sua compatibilidade
com o sistema biolégico (SANTOS, 2021). Os niveis de tensdo superficial fornecem informacdes
importantes para as biomembranas como dispositivo biomédico. De acordo com Pinto et al.,
(2019) a componente polar maior do que a componente dispersiva torna os filmes capazes de

fornecer melhore niveis de adesdo entre substrato e tecido.

4.8 AVALIACAO DE BIOATIVIDADE

4.8.1 Teste de toxicidade

Os compostos bioativos presentes nas biomembranas, sdo componentes atoxicos, o
sobrenadante das amostras submetidas ao teste de citotoxicidade foi analisado para verificacao
da dispersdao da biomembrana em meio aquoso e para avaliar se havia os compostos bioativos

presentes na solugdo salina.

A tabela 3 mostra o nimero de Artémias salinas vivas. A contagem foi feita mediante a
porcentagem em relacdo ao niimero controle de microcrustaceos. O teste foi feito em quintupli-
cata. Os resultados observados referente a taxa de mortalidade para as biomembranas foram,
respectivamente, BOO com 2%, BO1 com 0%, B02 com 2%, BO3 com 2% e B04 com 4% de
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mortes em sua totalidade. De acordo com, Sagramento et al. (2014), é considerado t6xico o

produto que induz a maior mortalidade ou apresente um percentual igual ou superior a 30%.

Tabela 3 — Porcentagem de Artémias salinas vivas no teste de toxicidade.

B0O BO1 B02 B03 B04

TUBOS V. % V % V %9 V % V %
1 10 100 10 100 9 90 10 100 8 100

2 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100

3 9 9 10 100 10 100 9 190 10 100

4 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100

5 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100
Total 49 98 50 100 49 98 49 98 48 96

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A B0O0, a qual compdem-se apenas da matriz polimérica, houve 2% de morte em sua
totalidade. Santos et al (2010), aponta que a atuagdo médica com o uso do poliestireno, é
devido seu processamento e excelentes propriedades e além disso € inerte e ndo téxico ao
sistema biolégico podendo ser usado como matriz. A pectina, € um polissacarideo, agindo no
organismo como um excelente carreador de farmaco, de acordo com Moreira et al., (2012), o
biopolimero ndo possui toxicidade, podendo atuar em biomembranas com o objetivo de promover

a osteintegracado e osteoindugao.

Na biomembrana BO1, ndo houve mortes, a referida composicao é quercetina e Ciircuma
longa L. De acordo com os estudos de Filho et al., (2009), usando o extrato de Cuircuma longa
L., as concentracdes testadas do extrato ndo mostraram letalidade frente a Artémia salina. A
quercetina ndo apresentou toxicidade frente ao microcrustdceo nas concentragdes apontadas
na pesquisa entre 8 a 80 pg/ml, ndo foram testadas concentracdes maiores devido a baixa
solubilidade dos extratos (BARREIROS, 2005) e (SALGUEIRO et al., 2016).

As biomembranas B02, BO3 e BO4 contém hidroxiapatita em sua composicao, € a taxa
de morte foram abaixo de 5% em sua totalidade. Gongalves (2019) analisou a citotoxicidade da

hidroxiapatita, ela apresentou auséncia de toxicidade in vitro.

As biomembranas apresentaram cardter ndo toxico. De acordo com Freire et al., (2018),
o ensaio de letalidade de Artémia salina € utilizado em estudos de novas moléculas bioativas,
uma vez que sao compostos toxicos as larvas e este teste preliminar além de rapido, confidvel é

simples na determinacao da bioatividade dos compostos.

Estudos de Filho et al., (2009), usando o extrato de Ciircuma longa L., nao mostraram le-
talidade frente a Artémia salina. A quercetina ndo apresentou toxicidade frente ao microcrustaceo
nas concentragdes apontadas na pesquisa entre 8 a 80ug/ml, ndo foram testadas concentragdes
maiores devido a baixa solubilidade dos extratos (SALGUEIRO et al., 2016). Sobre a toxicidade
da hidroxiapatita, Gongalves (2019) apontou que em suas andlises houve auséncia de toxicidade

in vitro.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta pesquisa, as cinco biomembranas desenvolvidas, apresentaram caracteristicas

homogéneas, lisas, com auséncia de bolhas, e ndo apresentaram rachaduras.

Na espectroscopia UV-Vis: Os compostos bioativos foram caracterizados eficazmente
pela obtencao das bandas no grafico de absor¢ao, para a Ciircuma longa L. (CUR), obteve uma
banda de alta intensidade na faixa entre 350 nm — 475 nm, com absor¢do maxima em 420nm, o
espectro da hidroxiapatita foi observado na faixa entre 400 - 300 nm e outra faixa entre 275 nm —
250 nm, a quercetina apresentou duas bandas caracteristicas de absorcao, sendo uma absorc¢ao
numa faixa larga entre 300 - 400 nm e outra com uma faixa discreta na banda entre 260 nm - 280

nm.

Referente ao processo de obtencdo das biomembranas notou-se a banda caracteristica de
cada biocomposto, o que denota, que nao houve reagdo quimica entre os componentes envolvidos,
mantendo-se, portanto os compostos fitoquimicos e bioativos preservados na formulagdo da

biomembranas.

O sobrenadante das amostras submetidas ao teste de citotoxicidade verificou a dispersao
da referida biomembranas em meio aquoso, confirmando a presenca dos biocompostos em

solucgdo.

A termogravimetria, gravimetria e difracdo de Raio-X da QUER, CUR e HAp, evidenciou
caracteristicas intrinsecas confirmando, portanto, a pureza dos referidos componentes como,

destes compostos bioativos, fitoquimicos e bioceramica.

Nas andlises das biomembranas termogravimetria apontou uma maior estabilidade tér-
mica da biomembranas BO4. Na gravimetria notou-se que ndo houve mudanga no pico de
entalpia de fusdo, visto que todas as biomembranas apresentaram pico exotérmico, sendo um

forte indicativo de miscibilidade dos componentes da biomembranas.

Os testes bioativos confirmaram a atoxicidade das biomembranas bem como sua capaci-
dade hidrofilica.

No grau de intumescimento a biomembranas B0O3 apresentou uma estabilidade maior,

por demonstrar um G.I de quase 220% em 24h.

No grau de absor¢ao a biomembranas BO3 foi a amostra que houve um maior decréscimo
de massa no intervalo entre 24h — 48h, mantendo sua perda de massa progressiva até o final do
teste em 144h. Observou-se a biomembranas BO4 uma perca de massa constante e progressiva,
apresentando uma maior estabilidade em sua degradacdo. O angulo de molhamento foi menor do
que 90° indicando que o material obtido € hidrofilico. Tal fato ajuda a explicar que a absor¢do de
dgua na biomembranas nio € apenas devido a porosidade do biomaterial, mas também deve-se a

natureza quimica da blenda polimérica.
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Todas as biomembranas (BO1, BO2, BO3 e B04) analisadas demonstraram potencial
eficiente como biomaterial. Porém, notou-se um destaque nos resultados de caracterizagdo da
B04, visto que além de apresentar atoxicidade, hidrofilicidade, também demonstrou notoriamente,
estabilidade térmica e estabilidade de degradagdao como apontou o teste de absor¢cdo. Na tensdo

superficial todas as biomembranas apresentaram capacidades de adesao.
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