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RESUMO

O desafio para obter biomateriais cicatrizantes € o0 desenvolvimento de um
biomaterial com caracteristica adequada ao tratamento e que seja produzido com
matéria prima renovavel, de baixo custo e de facil obtencdo. O objetivo desse
trabalho foi produzir e caracterizar membranas de quitosana com incorporacdo de
extrato hidroalcoolico liofilizado de Chenopodium ambrosioides L. para aplicacéo
como biomaterial cicatrizante. Para preparar as membranas puras (mem Q/P)
utilizou-se o p6 de quitosana e acido acético. Enquanto que para as membranas
incorporadas (mem Q/E) foi acrescentado 0,5% e 1% do extrato hidroalcodlico de
C.ambrosioides a mesma formulagdo das membranas puras. Para caracterizacéo do
extrato de C.ambrosioides utilizou-se a Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). As membranas foram caracterizadas por FTIR,
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV), Andlise Termogravimétrica (TGA),
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), teste absorcdo em agua e teste de
molhabilidade (técnica da gota séssil). A citotoxicidade das membranas foi avaliada
pelo teste MTT em macréfagos murinos e citotoxicidade sobre eritrocitos de carneiro.
Foram obtidas membranas com aspecto macroscoépico: continuas, homogéneas e
flexiveis. O FTIR mostrou que a banda de ligacdo O—H sofreu um alargamento nas
mem Q/E. As analises de MEV para mem Q/E revelou uma morfologia mais
heterogéneas do que a mem Q/P e a presenca de poros nhas membranas com menor
concentracdo do extrato (mem Q/E 0,5%). As analises de TGA e DSC mostraram
comportamentos térmicos semelhantes nas mem Q/P e mem Q/E 0,5% e maior
estabilidade térmica para a mem Q/E 1%. As membranas com extrato incorporado
absorveram mais agua que as membranas puras. O ensaio de molhabilidade
evidenciou que todas as amostras apresentaram carater hidrofiico e que as
componentes polar e total aumentaram com a presenca do extrato. O teste de
citotoxicidade MTT em macrofagos murinos e citotoxicidade em eritrécitos de
carneiros mostrou que as membranas nao apresentaram citotoxicidade. Assim,
sugere-se que as membranas Q/E apresentam condicfes satisfatorias para

aplicacdo como curativo cicatrizante dérmico.

Palavras—chave: Chenopodium ambrosioides. Quitosana. Membrana.



ABSTRACT

The challenge to obtain healing biomaterials is developing biomaterial with
appropriate characteristics to the treatment. In addition, materials from renewable
sources with easy and inexpensive production process are desirable. Therefore, the
purpose of this work was to produce and characterize chitosan based membranes
with the incorporation of lyophilized hydroalcoholic extract of Chenopodium
ambrosioides to its use as cicatrizing biomaterial. Chitosan power and acetic acid
was used for the preparation of the pure membranes (mem P/C). Incorporated
membranes (mem E/C) were produced by adding 0.5% and 1% of hydroalcoholic
extract of C.ambrosioides to the same formulation of the pure membranes. It was
used Fourier Transform InfraRed (FTIR) spectroscopy to characterize the C.
ambrosioides extract. The membranes were characterized by FTIR, Scanning
Electron Microscopy (SEM), Thermogravimetric Analysis (TGA), Differential
Exploration Calorimetry (DSC), water absorption test and wettability test (sessile gout
technique). The cytotoxicity of the membranes was evaluated by the MTT test and
cytotoxicity on sheep erythrocytes. Membranes with macroscopic appearance were
obtained: continuous, homogeneous and flexible. The FTIR showed that the O-H
binding band was widened in the membranes E/C. Regarding mem C/E the SEM
revealed morphology more heterogeneous than mem P/C and the presence of pores
in membranes with lower concentration of extract (mem E/C 0.5%). TGA and DSC
analysis showed similar thermal behavior for both the P/C and mem c/e 0.5% and
higher thermal stability for 1% E/C membranes. Membranes with incorporated extract
absorbed more water than pure membranes. The wettability test showed that all the
samples had a hydrophilic character and that the surface tension and polar
component increased with the presence of the extract. The MTT test in murine
macrophages and cytotoxicity in sheep erythrocytes shows no cytotoxicity to the
membranes. Thus membranes E/C present satisfactory conditions for application as

a dermal healing dressing

Key words: Chenopodium ambrosioides. Chitosan. Membrane.
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1 INTRODUCAO

Chenopodium ambrosioides L. (mastruz), € uma espécie medicinal de
ocorréncia em todo o Brasil (MATOS, 1993). Sua composi¢ao quimica é influenciada
por fatores como localizacdo de coleta e caracteristicas do solo (MACIEL; PINTO;
VEIGA, 2002). A agao cicatrizante dessa planta foi descrita na literatura com a
validacdo de um medicamento fitoterapico na regeneracdo 0ssea (PINHEIRO NETO
et al., 2013), em estudos in vitro (SONG et al., 2015) e in vivo em modelo de feridas
cutaneas com efetiva cicatrizacdo e reparo da ferida (SERVIO et al., 2011;
TRIVELLATO-GRASSI et al., 2013). Além de relevantes efeitos cicatrizantes em
feridas orais (LISBOA NETO et al., 1998).

A quitosana é outro derivado natural com atividade cicatrizante, um dos
biopolimeros mais abundantes na natureza com evidéncias em pesquisas médicas
devido a sua capacidade reparadora tecidual (KHA; PEH, 2003; AZEVEDO et al.,
2007). Esse polimero € um material biocompativel, de baixa toxicidade e
biodegradavel (GE et al., 2004). As membranas desse biopolimero possuem boa
resisténcia mecanica e permeabilidade molecular seletiva, por isso, sao utilizadas na
producdo de pele artificial e em curativos para ferimentos (CHEN et al., 2002).
Estudos apontam que a quitosana tem capacidade de favorecer neoformacgéo 6ssea
(ORZELANNY et al.,, 2010) e aceleragdo no processo cicatrizante de lesbes
(MUZZARELLI, 1997; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

O desafio na area da cicatrizacdo € o desenvolvimento de biomateriais que
possuam caracteristicas adequadas ao tratamento e que sejam produzidos com
matérias-primas renovaveis, econdmicas e de facil obtencdo. A utilizacdo de
biomateriais poliméricos pela indastria farmoquimica tem-se destacado pelo uso e
aproveitamento de matérias-primas de baixo custo e facil acesso (TRINDADE,
2006).

A escolha da C. ambrosioides para esta pesquisa deve-se ao seu potencial
cicatrizante e interesse do sistema de saude brasileiro nesse material botanico. O
mastruz encontra-se na 172 posicdo na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse do SUS (RENISUS) (BRASIL, 2009). Além disto, tanto a quitosana quanto
essa espécie vegetal sdo produtos naturais obtidos a baixo custo e de facil extracédo.
E a incorporagdo do extrato de Chenopodium ambrosioides pode melhorar as
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caracteristicas das membranas de quitosana colaborando para o desenvolvimento
de um biomaterial alternativo mais efetivo na cicatrizacado dérmica.

Assim, o0 objetivo deste estudo foi preparar membranas de quitosana com
incorporagd@o de extrato hidroalcoolico liofilizado de C. ambrosioides e caracteriza-
las através de: espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV); Analise Termogravimétrica (TGA),
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), ensaio absor¢cdo em agua, teste de
molhabilidade, teste MTT em macréfagos murinos e citotoxicidade em eritrocitos de
carneiro com o propdsito de utiliza-las como um possivel biomaterial cicatrizante

dérmico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Historicamente, as plantas medicinais foram utilizadas pelas antigas
civilizacbes na cura e tratamento de doencas (BADKE et al., 2011). No contexto
atual, sabe-se que esse recurso terapéutico é acessivel, disponivel e culturalmente
aceito na medicina popular (WHO, 2014). O emprego dessas plantas na cicatriza¢cao
foi elucidado no estudo de Piriz et al. (2014). Esse reportou que das 52 (cinquenta e
duas) plantas medicinais estudadas experimentalmente ou clinicamente 46
(quarenta e seis) apresentaram potencial elevado de cicatrizacéo de feridas. Dentre
essas plantas com potencial cicatrizante, destaca-se a Chenopodium ambrosioides
(SERVIO et al., 2011; TRIVELLATO-GRASSI et al., 2013).

O Mistério da Saude brasileiro implementou politicas de relacionadas a
plantas medicinais e fitoterapicos, tais como: a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006a) e a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2006b). Essas politicas
visam estimular o acesso as praticas complementares e as plantas medicinais para o
cuidado com a saude de forma eficaz e segura.

Outra abordagem do Ministério da Saude brasileiro € a Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS). Essa
relacdo contém 71(setenta e uma) plantas medicinais que devem ser objeto de
pesquisa e implementacdo dos setores e servicos de saude publicos brasileiros

(Brasil, 2009). A espécie C. ambrosioides encontra-se na 172 posicdo RENISUS.

2.2 ESPECIE VEGETAL Chenopodium ambrosioides

Chenopodium ambrosioides Lineu € uma planta medicinal herbacea,
originaria da América do Sul de ocorréncia em todo o Brasil (CHEVALLIER, 1996),
conhecida popularmente como: erva Santa Maria, mastrugo e mastruz (MATOS,
1993; TRINDADE et al., 2015). A divisdo taxondmica desse vegetal descrita por
Corréa (1984) com atualizac&do da familia proposta pelo APG IV (2016) esta exposta

no quadro 1.
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Quadro 1 - Divisado taxonémica do C. ambroisiodes

Reino Vegetal

Diviséo: Angiosperma

Classe: Dicotyledoneae

Sub-classe: Archichlamydeae

Ordem: Centrospermae

Familia: Amaranthaceae*

Género: Chenopodium

Espécie: Chenopodium ambrosioides L.

Fonte: Corréa (1984) com classificagdo da familia * atualizada pelo APG 1V (2016).

Essa espécie possui caule ereto variando a altura de 0,20 a 1,50 m, sulcado e
muito ramificado. Seus ramos floriferos sao delgados e muito folhosos, de coloracéo
verde-clara ou verde-amarelada, lustrosos. Suas folhas s&o alternas, oblongas,
compridas, lanceoladas, agudas ou obtusamente insinuosas, denteadas, raramente
inteiras, glabras na face superior e um pouco hirsutas na face inferior (FIGURA 1).
Possui influorescéncia em glomérulos de muitas flores, muito pequenas e verde-
amareladas. Essa planta ainda possui fruto envolto no calice e sementes muito
pequenas, pretas e lustrosas (CORREA, 1984; PINHEIRO NETO et al., 2013).
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Figura 1 - Espécie Chenopodium ambrosioides L.
-k

Fonte: Autora (2017).

A C. ambrosioides pode ser cultivada em jardins, quintais ou areas agricolas
(BLANCKAERT et al.,, 2012). Seu desenvolvimento é favorecido por uma boa
iluminacado, tornando mais evidente em algumas regides e épocas de dias longos.
Ela apresenta melhor adaptagdo em solos de textura meédia, de boa fertilidade e com
suprimento moderado de agua (CORREA, 1984; KISMANN; 1991).

2.2.1 Composicao quimica da espécie

A composi¢ao quimica dos extratos brutos e 6leos essenciais extraidos dessa
planta € influenciada pela localizacdo geogréfica da coleta, pela fertilidade do solo,
umidade, radiacdo solar, vento, temperatura, poluicdo atmosférica e poluigdo do solo
(MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

Assim, por exemplo, a andlise do 6leo essencial das folhas dessa espécie
cultivada no Brasil (Recife-PE) a partir da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, mostra que os componentes majoritarios foram a-
terpineno (42,14%), a-terpinenil-acetato (31,57%) e timol (7,90%) (SA et al., 2014).
Enquanto que o 6leo essencial das sementes cultivadas na india (Uttarkashi-
Uttarakhand) analisadas por CG/EM, mostrou a presenca de ascaridol (40,7%),
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isoascaridol (22.7 %), a-terpineno (17.9 %) e p-cymeno (8.5 %) na sua composi¢ao
majoritaria (KANDPAL; JOSHI; JOSHI, 2016).

Em outra analise da composicdo quimica de O6leos essenciais foliar de
Chenopodium ambrosioides L. brasileira por CG/EM observou-se que ascaridol foi o
componente mais relevante, em seguida o carvaerol, ascaridol, p-cymene, a-terpine,
a- terpineol, piperitona, acetato de piperitol, B-cresol e alcool benzilico (JARDIM et
al., 2008). Outro estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa de Jardim et al.
(2010) permitiu a identificagdo de a-terpineno, p-cimeno, (Z)-ascaridol, (E)-ascaridol,
carvacrol e alcool benzilico. Ambos os estudos mostram a importancia do ascaridol
como antifingico.

Esse componente pode apresentar a capacidade de provocar problemas
renais e hepaticos, conforme descrito por Souza (1991). Porém, Pereira et al. (2010)
mostraram que o extrato hidroalcéolico das folhas de C. ambrosioides ndo apresenta
toxicidade na dose 5 mg/kg. A presenca do ascaridol e outras substancias como
isoascaridol, p-cimene, piperitona, isotimol e 3,4-epoxi-p-metan-2-ona, 2-careno, o-
terpineno foram verificadas por Chu; Hu e Liu (2011). Song et al. (2015) descobriram
cinco novos bioativos isolados a partir do extrato etandlico desse vegetal. Eles foram
denominados chenopodiumamines A-D (1-4) e chenopodiumoside A (5).

Outra técnica para verificar componentes quimicos em extratos é estudo
fitoquimico. Com esse tipo de analise do extrato dessa espécie vegetal Kokanova-
Nedialkova; Nedialkov; Nikolov (2009) identificaram grupos como terpendides (a-
terpineol, hidroperoxidos de monoterpeno) e fendlicos (isoramnetina). Flavonoides,
saponinas e éter fendlico em extrato hidroalcodlico das folhas de C. ambroioides
foram identificados por CRUZ et al. (2007).

Barros et al. (2013) encontraram componentes hidrofilicos como frutose,
glicose, sacarose, trealose e acidos organico como acido quinico, malico, ascorbico,
citrico e fumarico. Esse relatou também componentes lipofilicos como a -tocopherol,

B -tocopherol, y-tocopherol, &-tocopherol.
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2.2.2 Atividades farmacoldgicas

Experimentalmente, ja foi demonstrado que a espécie C. ambrosioides tem

diversas acdes farmacoldgicas, tais como as apresentadas no quadro 2.

Quadro 2 - Atividades biolégicas da espécie C. ambrosioides
Atividade farmacoldgicas Estudos
Antimalarico Cysne et al., 2016

anti-inflamatorio, antinociceptivo e . )
Trivellato-Grassi et al., 2013

curativo
Antimicrobiana Souza et al., 2015
Antitumoral Nascimento et al.,2006
prevencdo da perda 6ssea Soares et al., 2015

Fonte: Autora (2017).

A acdo cicatrizante do Chenopodium ambrosioides ja foi evidenciada em um
estudo com modelo de feridas em camundongos. Esses receberam o extrato
etandlico de C. ambroioides na forma de creme em diferentes concentracfes (1%,
3% e 5%) e compararam com outros dois grupos de controle negativo e positivo,
esse ultimo utilizou-se dexametasona. Foi possivel verificar que houve diminuicdo do
edema, cicatrizacdo efetiva e reparo da ferida. Isso foi identificado através do
mecanismo de acdo de inibicAdo dos mediadores (bradicinina, o6xido nitrico,
prostaglandina (PGEz) e fator de necrose tumoral a e enzimas mieloperoxidase
(MPO) e adenosina-desaminase (ADA) envolvidas no processo inflamatorio
(TRIVELLATO-GRASSI et al., 2013).

Sérvio et al. (2011) em sua pesquisa evidenciou o favorecimento da contracao
da ferida no grupo que utilizou o extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides sem
cobertura de curativo. As feridas foram tratadas com solug&o salina 0,9% (grupo 1);
extrato do Chenopodium ambrosioides (grupo 2) e com o extrato do Chenopodium
ambrosioides recobertas com curativo (grupo 3). Houve maior contracdo da ferida
nos animais tratados com mastruz sem cobertura no 4° e 7° dia. No 14° dia, nédo
houve diferenca significativa da contracdo das areas lesadas e os achados
histolégicos exibiram maior organizagcdo da matriz e reepitelizacéo parcial das lesdes
de todos os grupos (SERVIO et al., 2011).
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Song et al. (2015) realizou testes in vitro de novos componentes isolados de
C. ambrosioides. Eles conseguiram verificar que o0s compostos 1-3
(chenopodiumamines A-C) tiveram bons resultados no mecanismo de inibicdo de
lipopolissacarideo, fator de necrose tumoral a e interleucina-6 elucidando que essa
planta tem atividade anti-inflamatoria.

2.3 QUITOSANA

A quitosana (FIGURA 2) é um polissacarideo linear constituido por unidades
de B-(1-4)-D-glucosamina ligadas e N-acetil-D-glucosamina. Produzido pela
desacetilacdo da quitina, composto estrutural encontrado no exoesqueleto de
crustaceos. Apresenta-se como um biopolimero abundante na natureza com
excelente biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade (BHATTARAI;
GUNN; ZHANG, 2010).

Figura 2 - Estrutura da quitina e quitosana

Quitina

HO
o

thosana

Fonte: Autora (2017).

A eficiéncia da desacetilacdo e as caracteristicas da quitosana séo afetadas
pela temperatura e tempo de reacdo; concentragdo da solucéo de alcali e adi¢cdo de

diluentes (alcodis de cadeia curta e cetonas); razdo quitina/alcali; tamanho das
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particulas de quitina; atmosfera da reagdo e presenca de agentes que evitem a
despolimerizacdo (AZEVEDO et al., 2007). O grau desacetilacdo influencia nas
interacdes hidrofobicas e nas ligacdes de hidrogénio na quitosana (WANG et al.,
2006). Esse polimero policatibnico em condi¢des de pH neutro e alcalino, apresenta
grupamentos amino livres sendo insolivel em &gua. E em meio &cido, os
grupamentos amino podem ser protonados, tornando o polissacarideo sollUvel na
faixa de pH entre 2,0 e 6,0 (GOMES, 2007).

2.3.1 Propriedades bioldgicas

A literatura ressalta diversas aplicacdes biologicas da quitosana, que vao da
engenharia alimentar ao campo biomédico, algumas dessas propriedades como
antimicrobiana (QI et al., 2004); analgésica (OKAMOTO et al., 2002); coagulante
(OKAMOTO et al., 2003) e cicatrizante (TANG et al., 2016) apresentam correlacéo
no processo de reparacao tecidual.

A quitosana € um polimero cicatrizante, por possui propriedade
imunomoduladora isso da a ela capacidade de ativar quase que exclusivamente o
macrofago (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). Dessa forma o mecanismo de
cicatrizacdo ocorre quando os macréfagos séo ativados pelos oligbmeros de
quitosana de baixa massa molecular, liberam interleucina-1 estimulando a
proliferagdo de fibroblastos e influenciando a estrutura do coldgeno. O N-
acetilglicosaminidase também ¢é liberado esse hidrolisa a quitosana em mondémeros
de N acetilglicosamina e glicosamina, necessarios a biossintese do acido hialurénico
e outros componentes da matriz extracelular pelos fibroblastos (MUZZARELLI, 1997,
SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). Além disso, esse polimero tem capacidade de
favorecer neoformacdo 6ssea por estimular a liberacdo de citocinas, favorecendo a
angiogénese e osteogénese (ORZELANNY et al., 2010).

Por seguinte, sabe-se que as membranas de quitosana possuem boa
resisténcia mecénica e permeabilidade molecular seletiva. Devido a estas
caracteristicas sdo utilizadas em: pele artificial, cicatrizagdo de ferimentos, sistemas
de liberacéo de farmacos e outras (CHEN et al., 2002).

Assim as membranas puras desse material ou misturada com outros
polimeros, sdo utilizadas com efetividade na producdo de curativos, como pele

artificial no tratamento de queimaduras promovem cicatrizacdo acelerada do tecido,
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reduzem os riscos de infeccdo na éarea afetada e € facilmente degradada pelo
organismo pela atuacédo da lisozima (VASCONCELOS et al., 2001).

2.3.2 Quitosana e aincorporacao de extratos vegetais

Membranas preparadas a partir de polimeros naturais tornaram-se estratégia
para uma variedade de aplicacdes biotecnologicas incluindo os sistemas de
liberacao de farmacos, embalagens para conservacao de alimentos, tratamentos de
aguas residuais, scaffolds biocompativeis (MARTINS; MORGADO; ASSIS, 2016) e
curativos bioldgicos (CHEN et al., 2002; TANG et al., 2016). Os biomateriais naturais
a partir de plantas medicinais, possuem relevancia, visto que podem ser
biocompativeis e de facil aplicacdo (FRANCO et al., 2001; PINHEIRO NETO et al.,
2013).

A incorporacao de 6leos essenciais (UGALDE, 2014; KIMURA et al., 2016) e
extratos brutos (SILVA et al., 2013; VALENCIA-GOMEZ et al., 2016) em membranas
de quitosana tém sido utilizados na engenharia alimenticia (TORLAKA; SERTB,
2013; UGALDE, 2014) e em curativos biologicos (LIU; HUANG, 2010; BARRAL,
2014).

Em experimento com uso de membrana de quitosana associado ao extrato
hidroalcodlico de barbatiméo (Stryphnodendron adstringens) realizado em ratas com
modelo de feridas, observou-se que promoveu maiores taxas de cicatrizacdo das
feridas cutaneas complexas, tanto no terceiro quanto no oitavo dia de observacéo
(BARRAL, 2014). Liu e Huang (2010) confeccionaram um filme de quitosana com
extrato aquoso Bletilla striata, planta medicinal originéria da China, e concluiram que
0 biomaterial desenvolvido foi eficaz na epitelizacdo e reconstrucdo da ferida em
ratos.

Nesse sentido estudos estdo sendo desenvolvidos para produzir e
caracterizar membranas com extratos vegetais para utilizagdo como curativos.
Kimura e colaboradores (2016) prepararam membranas de quitosana com 6leo de
andiroba (Carapa guianensis), na composicdo de 0,1%, 0,5% e 1% desse extrato. O
estudo citado caracterizou: propriedades térmicas (a partir de TG e DSC) e
morfologicas (MEV) e mecénicas. Eles relataram que os filmes obtidos de quitosana
contendo Oleo de andiroba possuiam propriedades satisfatorias para uso como

curativo para feridas.
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Silva et al. (2013) preparou membranas de quitosana com extrato de aloe
vera (Aloe barbadensis Miller). Essas foram caracterizadas por FTIR, MEV,
Microscopia de Forca Atémica (MFA), angulo de contato, Analise Mecanica
Dinamica (DMA) e propriedades biolégicas (atividade antibacteriana, isolamento e
cultura de fibroblastos dérmicos humanos). Constatou-se que as membranas
baseadas em aloe vera apresentaram satisfatéria degradacdo, rugosidade,
molhabilidade e propriedades mecanicas. Além de potencial antibacteriano, o0s
ensaios in vitro demonstraram que as membranas incorporadas tém boa
compatibilidade celular com fibroblastos dérmicos humanos.

Valéncia-Gomez e colaboradores (2016) incorporaram extrato hidroalcéolico
de Mimosa tenuiflora em membranas de quitosana. Eles fizeram analises fisico-
guimica e bioldgica com o auxilio das técnicas: MEV, DMA, TG, DRX, FTIR,
molhabilidade, citotoxicidade in vitro e atividade antibacteriana. A caracterizagcao
sugeriu que as membranas desenvolvidas apresentam atividade antibactericida, sem
toxicidade e com propriedades satisfatorias para a utilizacdo no processo

cicatrizante e de regeneracéo das feridas dérmicas.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia desta pesquisa foi delineada em trés etapas. A primeira
consiste na obtencdo e caracterizacdo do extrato hidroalcodlico liofilizado de C.
ambrosioides. A segunda no preparo de membranas puras de quitosana (Q/P) e
membranas de quitosana com a incorporacdo do extrato (Q/E). A terceira etapa na

caracterizacdo das membranas (FIGURA 3).

Figura 3 - Fluxograma das etapas da pesquisa

ETAPA | Analise:

Obtﬁﬂ@éc} e CaraCIEFiZEGéD do Estrutural: FTIR
extrato. Térmica: DSC e TGA
ETAPAI

Preparo de membranas: puras
(mem Q/P) e com incorporagao

(mem Q/E).
Analise:
Macroscopica:aspecto
da membrana
. ETAPA il Estrutural: FTIR
Caracterizacao das membranas Morfolégica: MEV
Q/P e Q/E Térmica: DSC e TGA
Absorgao
Molhabilidade
Citotoxicidade

Fonte: Autora (2017).

3.1 MATERIAL

3.1.1 Matéria prima

Os materiais utilizados foram: a quitosana (Polymar Ltda, Fortaleza, Brasil)
com grau de desacetilacdo de 86,7% (FIGURA 4) e folhas de Chenopodium
ambrosioides cedidas pelo Nucleo de Plantas Aromaticas e Medicinais (NUPLAM-
UFPI) localizado no Centro de Ciéncias Agrarias, Campus Ministro Petrénio

Portela, Teresina-Piaui.
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Figura 4 - Informac&es sobre o p6 da quitosana

Densidade aparente........... 2,6.g/ml
pH ..................................... | £ ‘\’q'«

Grau de desacetilagao....
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Fonte: Polymar (2014) e imagem do p6 da quitosana autora (2017)
3.1.2 Coleta do material vegetal e preparacao da exsicata

As folhas da espécie C. ambrosioides, foram coletadas no més de outubro de
2015, na horta do NUPLAM-UFPI (5°04'35"S, 42°7838"0). Para exsicata da espécie
foi catalogada, identificada e depositada sob registro com numeracdo HAF 03745,
pelo professor Francisco Soares do Santos Filho, no Herbario Afranio Gomes
Fernandes - UESPI.

3.1.3 Preparo do extrato hidroalcoodlico das folhas do C. ambrosioides

As folhas foram separadas e postas para secarem naturalmente, ao sol em
um ambiente com boa circulacdo de ar. A secagem foi realizada em temperatura
ambiente. Apés uma semana as folhas estavam secas, essas foram trituradas a
principio em triturador industrial e posteriormente em moinho de facas. Separou-se
226,5 g de folhas, essas foram transferidas para um erlenmeyer.

Adicionou-se cerca de 700 mL de etanol e 300 mL de agua ao erlenmeyer
contendo a amostra. O sistema ficou sob agitacdo em aparelho de ultrassom por um
periodo de 30 minutos. O extrato hidroalcodlico de C. ambrosioides foi filtrado e
levado ao evaporador rotatorio (Laborota 4000 - Heidolph), acoplado a bomba de
vacuo (modelo 34 — Primar), para eliminar o solvente.

Esse procedimento foi feito no Laboratério de Quimica Organica do IFPI. Em
seguida foi para o Liofilizador Micro Modulyo Edwards acoplado a bomba de alto
vacuo (ValPump VLP80 Savant), para retirada da agua residual (processo realizado

no Laboratorio de Alimentos e panificacdo— IFPI). O processo de obtencdo do
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extrato esta expresso na Figura 5. O rendimento do extrato foi calculado pela

férmula (1) descrita abaixo:

Re = -2ty 100 (1)

Pfolhas
Onde:
P,,:: peso do extrato

Proinas - Peso das folhas secas

Figura 5 - Processo de obtencéo do extrato de C. ambrosioides

Secagem
1
Trituracdo
|
Extracdo
|
Filtragdo
Evapi)ragéo
I
Liofilizagdo
Fonte: Autora (2017).

Agitagao em US
(30 mim)

226,5g de folhas

700 ml de etanol

300 ml de agua

3.1.4 Preparo das membranas

As membranas foram produzidas pela técnica de evaporacdo de solventes
(MACEDO, 2013). Inicialmente a quitosana em po foi dissolvida em acido acético a
2% com agitacdo constante durante 24h. Depois desse periodo a solucdo de
guitosana passou por duas filtracdes, para retirada de impurezas. A primeira em um
filtro com tela de nylon e a segunda em um filtro Mille Millipore® (41um).

Apoés esse procedimento trés volumes foram separados. O primeiro para
producdo das membranas puras (mem Q/P) e os outros dois para incorporagédo do
extrato. Esse foi incorporado nas concentragcbes 0,5% e 1%. As solugbes com o
extrato foram submetidas a agitacdo por 1h. Em seguida retirou-se um volume de 30
ml das solucdes, essas foram colocadas em placas petri e as mesmas
acondicionadas em estufa por 24 h em temperatura de 50°C. Posteriormente, as

membranas formadas foram neutralizadas com NaOH a 5%, seguido de
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acomodacédo e secagem em temperatura ambiente por 24h, protocolo adaptado de
Macédo (2013) (FIGURA 6).

Figura 6 - Preparo das membranas puras e com incorporagdo do extrato
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Fonte: Autora (2017).

3.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
3.2.1 Espectroscopiano infravermelho

Para identificacdo dos grupos funcionais e seus possiveis deslocamentos
utilizou-se um espectrometro FTIR (Perkin Elmer precisely, modelo Spectrum 100). A
faixa de comprimentos de onda usada foi de 700 a 4000 cm™, com uma resolugéo
de 4 cm, com 32 varreduras. Para andlise dos pés tanto de quitosana quanto das
folhas de C. ambrosioides e membranas foi utilizada a técnica de pastilhas com KBr
(Brometo de Potéassio). As membranas foram picotadas e homogeneizadas em
pastilha de KBr. Esse procedimento feito no Laboratério de Biodisel e Materiais do
UFPIL.
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3.2.2 Microscopia eletrénica de varredura — MEV

Para observar a morfologia das superficies das amostras utilizou-se um
microscopio eletrbnico de varredura por emissdo de campo da marca FEI, modelo
Quanta 250 FEG. Os p6s foram colocadas no porta amostra em cima de uma fita de
carbono. J& as membranas foram cortadas com tesoura e fixadas em fita de
carbono. As amostras foram metalizadas com ouro por pulverizagdo catddica
durante 30 segundos, com corrente de 20 mA no metalizador (marca Quorum
Technologies Ltd, modelo Q150R E). A energia empregada foi de 5 kV. Foram
obtidas micrografias na seccédo frontal para todas as amostras e na transversal
apenas para as membranas. Essa seccdo foi obtida para analise da espessura.
Esse procedimento foi executado no Laboratério Interdisciplinar de Materiais
Avancados— UFPI.

3.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC

O DSC foi usado no intuito de verificar as propriedades térmicas das
amostras. Essa analise foi executada em equipamento da marca Shimadzu -
Modelo DSC 60 PLUS. O p6, extrato e membranas foram prensados (8mg) em uma
panelinha de aluminio e foram submetidos ao ensaio com as seguintes condi¢des:
faixa de temperatura de ensaio de 25 °C a 600 °C, taxa de aquecimento de 10
°C.min! e atmosfera de nitrogénio a 50 ml.mint. Andlises executadas no Laboratério
de Materiais do IFPI.

3.2.4 Anélise Termogravimetria -TGA

hY

O TGA foi utilizado para avaliar a estabilidade térmica e processos de
decomposicdo das amostras. Elas foram submetidas a esse ensaio em equipamento
da marca Shimadzu, modelo TGA-51. Para essa andlise foi pesado 8mg das
amostras, colocadas em cadinho de platina macro e submetidas a seguintes
condicdes: faixa de temperatura de 25 °C a 900 °C, taxa de aquecimento 10 °C.min

e atmosfera de nitrogénio a 50 ml.min%,
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3.2.5 O pH de superficie

As membranas foram colocadas para intumescer durante 15 min em solucao
tampao fosfato e em seguida foi colocado sobre a superficie intumescida o pHmetro
(PHS-3E, pHteck), metodologia adaptada de Shidhaye et al. (2008). A andlise das
membranas e solucdo quitosana/ acido acético foram feitas em triplicata no

Laborat6rio de Inovacdo Tecnoldgica na Educagcdo— UFPI.

3.2.6 Ensaio de absorcéo de agua

Esse ensaio avaliou a quantidade de agua absorvida pelas membranas por
meio da imersdo dessas em 4gua destilada em intervalos de tempo distintos. As
membranas Q/P e Q/E foram pesadas em balanca analitica e em seguida imersas
em 300 mL de agua destilada (FIGURA 7) a 37°C por 72h, conforme 1SO: 62:2008.
O acompanhamento do ganho de massa foi monitorizado, realizando-se a pesagem
das amostras nos diferentes intervalos por 8h. Antes de cada pesagem as
membranas foram secas com papel toalha para retirada do excesso de agua.

Apds oito pesagens consecutivas com intervalo de 1h, as membranas foram
pesadas com 24h, 48h e 72h. Depois de conferido o Ultimo peso Umido as
membranas foram colocadas em placas petri e levadas a estufa por 24h a 50°C para
obtencdo do peso seco final. O ganho percentual de massa foi calculado através da

equacao (2):

u S
% =——— x 100 (2)

Onde:
my-massa Umida

Ms,. Massa seca.
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Figura 7 - Membranas de quitosana (mem Q/P), membranas com extrato
(mem Q/E 0,5% e mem Q/E 1%)

3.2.7 Molhabilidade das membranas

Para andlise da molhabilidade foi utilizado o método da gota séssil. Nessa
técnica os liquidos utilizados foram agua, formamida e glicerina. As amostras foram
postas sobre uma base plana e em seguida foi gotejado 10 pL dos liquidos, primeiro
foi realizada a analise com agua em todas as amostras seguida da formamida e
glicerina. Esse procedimento foi acompanhado e registrado em computador pelo
programa Windows Movie Maker software.

Foram captadas e selecionadas imagens em sete tempos (00, 10, 20, 30, 40,
50 e 60 segundos) para posteriormente analise no programa Surftens verséao 4.5,
onde foram realizadas cinco marcacdes em cada imagem, nos diferentes tempos e
amostras para obtencdo do angulo de contato (FIGURA 8). O angulo de contato
depende do comportamento da dgua na superficie do material, sendo considerada
para 6 >65° superficie hidrofobica e para 6< 65° superficie hidrofilica (VOGLE,
1998).



34

Figura 8 - Obtenc¢éo do angulo de contato no Programa Surftens
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Fonte: Autora (2017).

Para analise da tensdo superficial utilizou-se os valores dos angulos de
contato encontrados e valores da componente polar e dispersiva dos liquidos estdo
apresentados na Tabela 1. A energia de superficie foi calculada utilizando a equacéao
(3) de Fowkes (1963).

1+cos®@ Y Yp

5] _/l\ = [ x Do+ VK (3)
d 14
4

Onde:

y: Energia Superficial

yP: Componente polar da energia de superficie

y4: Componente dispersiva da energia de superficie
;:Liquido;

s: Solido
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Tabela 1 - Valores energia de superficie, da componente polar e componente dispersiva
da agua, formamida e glicerina.

p d

LI,C]UidOS YI(m]'/mz) Vi (mj/mz) Vi (m]_/mZ)
Agua 72,8 51 21,8
Formamida 58,2 18,7 39,5
Glicerol 63,4 26,2 37,2

Fonte: Deshmukh; Bhat (2003)

3.2.8 Avaliacao da citotoxicidade in vitro

Para o teste citoxicidade in vitro foram coletados macrofagos murinos das
cavidades peritoneais de camundongos BALB/c machos (4 a 5 semanas de idade),
provenientes do biotério setorial do NPPM/UFPI. Foi coletado também sangue de
carneiro (9 meses de idade) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA/UFPI). Todos os
protocolos utilizando animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal- UFPI (CEEA/UFPI n° 262/16).

3.2.8.1 Obtencao de macréfagos

Os macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal dos camundongos
BALB/c. Para tal, apés eutanasia, foi feito a antissepsia da pele utilizando alcool a
70% e levados para a capela de fluxo laminar. Para retirada dos macréfagos os
animais fixados em placa de cortica na posi¢cédo de decubito dorsal, administrou-se 6
mL de salina tamponada com fosfato (PBS— NaCl 145 mM, Na:HPOs 9 mM,
Na:HPO4 1 mM, pH 7,4), estéril, a 4°C, na cavidade abdominal.

Em seguida foi feita uma massagem suave na regidao abdominal e realizada a
aspiracdo do PBS injetado utilizando-se uma agulha acoplada a uma seringa estéril.
O material obtido foi transferido para um tubo cénico de poliestireno com capacidade
de 50 mL, centrifugado a 1000 rpm, durante 10 min e lavado trés vezes com PBS
estéril na temperatura de 4°C. Para andlise da viabilidade celular a quantidade de
macroéfagos foi estimada por contagem das células em cadmara de Neubauer coradas
com azul de Trypan (Sigma, EUA).
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3.2.8.2 Citotoxicidade em macrofagos peritoneais murinos pelo teste do MTT

Avaliou-se a citotoxicidade das membranas utilizando o teste do MTT,
brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio. Em placa de 96 pogos foram
adicionados 100 pL de meio RPMI 1640 suplementado e cerca de 2 x 10°
macrofagos por poco. Essas células foram incubadas a 37°C e 5% de CO:z por 4 h
para adesao celular. Apos esse tempo, foram feitas duas lavagens com meio RPMI
suplementado para retirada das células que néo aderiram.

Posteriormente, foram adicionados 100 pL de RPMI 1640 suplementado
juntamente com as membranas. Em seguida foram incubadas por 48 h e, ao final da
incubacao, adicionou-se 10 yL de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) diluido em
meio RPMI a 5 mg/mL. Foram incubados por mais 4 h em estufa a 37°C com 5% de
CO2, e em seguida o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100 yL de DMSO
em todos 0s pocos.

Em seguida, colocou-se a placa sob agitacdo por cerca de 30 min em agitador
de Kline (modelo AK 0506), a temperatura ambiente para dissolucdo completa do
formazan. Por fim, fez-se a leitura a 550 nm em leitora de placa. Os resultados foram
expressos em porcentagem e em concentragcdo citotoxica média (CCsp) sendo o
grupo controle considerado como 100%, protocolo adaptado de Nogueira et al.,
(2007).

3.2.9 Citotoxicidade em eritrocitos de carneiro

Para a avaliagdo da atividade hemolitica foram utilizados eritrécitos de
carneiro, coletado com anticoagulante (EDTA), no volume de 4 mL de sangue total.
Apbés a coleta, os eritrocitos foram diluidos em 80 uL de PBS, ajustando a
concentracdo do sangue para 5% de hemacias.

Em seguida foram adicionadas as membranas nos po¢os com volume de 20
UL de PBS. Logo apés, incubados durante 1h a 37°C e a reacao sera interrompida
pela adicdo de 200pL de PBS. Posteriormente, as suspensodes foram centrifugadas a
1000G, por 10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a
espectrofotometria a um comprimento de onda de 550 nm para quantificar a

atividade hemolitica.
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A auséncia (controle negativo) e 100% de hemdlise (controle positivo) foi
determinada, substituindo a solucdo de amostra testada com igual volume de PBS e
agua Milli-Q estéril, respectivamente. Os resultados foram expressos em
porcentagem e em concentragdo hemolitica média (CHso) considerando o controle
positivo como 100% de hemolise, metodologia adaptada de Lofgren et al. (2008).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para observar a normalidade foi utilizado o teste Shapiro-Wilk W e para a
comparacao intergrupos utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Bonferroni. Esses testes foram utilizados para analise dos dados de
absorcao, molhabilidade, MTT e citotoxicidade em eritrocitos de carneiros. Todos
esses ensaios foram realizados em triplicata. A concentracao inibitéria média (Clso) e
concentragdo citotéxica média (CCso) foram calculadas utilizando regressdo de
probitos do programa SPSS 13.0 Essas analises estatisticas foram feitas no
programa GraphPadPrism© versdo 5.0. Para as andlises dos dados estruturais
(FTIR), térmicas (TG e DSC) utilizou-se o programa Origin versédo 4.5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Chenopodium ambrosioides

O extrato obtido nesse estudo apresentou cor amarelo-esverdeado e odor
caracteristico do mastruz. Esse extrato hidroalcodlico apos a liofilizacdo (33 @)
obteve rendimento satisfatorio de 14,5%. Enquanto que no estudo de Valério (2014)
apos maceracao foliar de C. ambrosioides obteve 33,78 g de extrato hidroalcoolico
bruto de rendimento de 6,43%. Ja para o extrato etandlico de 200 g do mesmo
material botanico Pereira (2009) obteve um valor do rendimento de 10,4 %.
Entretanto para o 0Oleo essencial extraido a partir de 30 g de folhas frescas o
rendimento foi de 0,7% (SA, 2014). Em outro estudo (JARDIM et al., 2010) utilizando
200g da mesma parte dessa espécie o rendimento resultou em apenas 0,3%.

Os espectros de infravermelho do pé da folha e do extrato de Chenopodium
ambrosioides sdo apresentados na Figura 9. Em ambos os espectros € observada
uma banda larga e intensa de 3600 a 3000 cm™, correspondente ao estiramento da
ligacdo O—H e bandas referentes aos estiramentos de ligagdes C—H entre 3000 e
2811 cm?,

Figura 9 - FTIR do p6 das folhas de C. ambrosioides (CAPO) e extrato de C.ambrosioides (extrato
CA)
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Fonte: Autora (2017).

No espectro do pé a banda em 1563 cm™ é atribuida ao dobramento do grupo
C—-O-H e a banda em 1240 cm™ corresponde ao estiramento da ligacdo C-O. Ja no

espectro do extrato a banda observada em 1628 cm corresponde ao estiramento
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da ligacdo C=0. Os picos que aparecem entre 1460 e 1300 cm? correspondem aos
estiramentos das ligagdes C=C presentes em anéis aromaticos. Entre 1150-1000
cm! sdo observadas bandas referentes ao estiramento da ligacdo C-O. E as bandas
de 700 a 470 cm* correspondem, principalmente, a deformacdes angulares fora do
plano da ligacdo C—H em anéis aromaticos. A analise do espectro na regido de
infravermelho do extrato mostrou-se semelhante ao de Carrillo-Lopez et al. (2014,
2016) e de Rodriguez-Clemente et al. (2011).

Um estudo quimico sobre o extrato de Chenopodium ambrosioides revelou
gue essa espécie possui uma grande quantidade de biomoléculas com grupos
funcionais OH, tais como terpendides (a-terpineol, hidroperéxidos de monoterpeno)
e grupos fendlicos (isoramnetina) (KOKANOVA-NEDIALKOVA; NEDIALKOV;
NIKOLOV, 2009).

4.2 QUITOSANA EM PO

O espectro de infravermelho do pé da quitosana (FIGURA 10) mostrou uma
banda de 3575 a 3100 cm™ corresponde ao estiramento axial de O-H, a qual
aparece sobrepondo a banda de estiramento N-H. Entre 2924 e 2841 cm™ sédo
observadas bandas referentes ao estiramento de ligacdes C—H. O estiramento de
C=0 de amida pode ser observada na regido 1651 cm™. A banda em 1592 cm™ é
atribuida a deformacéo angular de N-H e as bandas que aparecem entre 1490 a
1300 cm* correspondem a deformacdo angular simétrica de CHs. Sdo observadas
também bandas de estruturas polissacaridicas na regido de 1200-950 cm. Bandas
semelhantes foram encontradas nos estudos de Santos et al. (2003), Souza;
Zamora; Zawadzki (2010), Fraguas et al. (2015), Kamel et al. (2016) e Branca et al.
(2016).



40

Figura 10 = FTIR do p6 da quitosana- QUI PO

Transmitancia %

v v
O-H C-H C—B—C
— T T T T T T T T I T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Numero de onda(cm™)
Fonte: Autora (2017).

4.3 PROPRIEDADES MACROSCOPICAS DAS MEMBRANAS

As membranas produzidas neste trabalho apresentaram as seguintes
caracteristicas (FIGURA 11): continuas (auséncia de rupturas e fraturas apds a
secagem), homogéneas (auséncia de particulas insoltveis ou visiveis ao olho nu) e
flexiveis semelhantes as descritas por Rezende Neto (2011). Apresentaram ainda
coloracao variavel. As (a) mem Q/P com aspecto mais transparente, as (b) mem Q/E
0,5% e (¢) mem Q/E 1% com a tonalidade amarelo-esverdeado, coloracdo
especifica do extrato incorporado. Notou-se que quanto maior a incorporagcdo mais

intensa € a coloragdo da membrana.
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Figura 11 — Aspecto macroscoépico das (a) mem Q/P, (b) Q/E 0,5% e (c) mem Q/E 1%

Fonte: Autora (2017).
4.4  pH

Verificou-se que o pH alterou para 7,3x0,12; 6,7+ 0,03 e 6,9£0,15,
respectivamente nas mem Q/P, mem Q/E 0,5% e mem Q/E 1%. O conhecimento do
pH é importante tanto para estabilidade de formulagdo quanto para a
compatibilidade do biomaterial com o manto da pele (RODRIGUES,1997).

4.5 ESPECTROSCOPIA POR INFRAVERMELHO DAS MEMBRANAS

Conforme a Figura 12 observa-se nas membranas (mem Q/P e mem Q/E)
que a banda de 3600 a 3100 cm™ corresponde ao estiramento axial de O-H. E entre
2923 e 2842 cm! bandas referentes ao estiramento de ligacdes C-H. A deformagéo
angular de N-H foi vista entre 1577 a 1500 cm™. As bandas caracteristicas
encontradas na mem Q/P corroboraram com Santos et al. (2003), Fraguas et al.
(2015) e Branca et al. (2016).
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Figura 12 — Espectroscopia de infravermelho das membranas
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Para membranas com incorporacdo do extrato de C. ambrosioides (mem Q/E
0,5% e mem Q/E 1%) foi possivel verificar que a banda de ligacdo O—H sofreu um
alargamento quando comparado com a membrana pura (mem Q/P), possivelmente
pela interacdo dos grupos fendlicos do extrato com a matriz polimérica. Kokanova-
Nedialkova et al. (2009) elucidaram em estudo quimico do extrato de C.
ambrosioides que essa espécie apresenta grandes quantidades de biomoléculas
com grupos funcionais O-H. Para Carrillo-Lépez e colaboradores (2014) ao
analisarem o FTIR de nanoparticulas com Chenopodium ambrosioides observaram

gue interacao desse extrato foi maior na banda O-H.

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A micrografia do p6 de C.ambrosioides (FIGURA 13) revela uma superficie
polimorfa e polidispersa. E a micrografia do p6 da quitosana (FIGURA 14) mostra a
formacado de pequenos granulos com tamanhos e formatos irregulares corroborando
com a micrografia de Andrade et al. (2012). Ha também a presenca de microesferas

caracteristica semelhante a encontrada por Gongalves; Laranjeira; Favere (2005).



Figura 13 — Micrografia do p6 das folhas de Chenopodium ambrosioides, com a
maghnificacao 000 X_
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Figura 14 — Micrografia do p6 quitosana (QUI PO) com a magnificagdo 500 x
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Na micrografia (FIGURA 15) da mem Q/P revelou uma superficie densa, sem
vales, sem fissuras ou poros. Macedo (2013), Shahbazi; Rajabzadeh; Ahmadi
(2016), Kamel; Abd El-Messieh; Saleh (2016) e Kimura et al. (2016) obtiveram
caracteristicas semelhantes ao avaliar por MEV superficie de membranas de
quitosana.

Ja a micrografia da mem Q/E 0,5% mostrou a presenca microporos disperso
ao longo de toda a membrana. Enquanto que na mem Q/E 1% nao houve a
presenca de poros que se mostraram mais densas que as demais membranas e
com formacéo de bolhas, possivelmente isso aconteceu durante a evaporagao dos
solventes. A presengca do C. ambrosioides alterou a superficie das membranas
causando descontinuidades o mesmo ocorreu na incorporagdo do extrato de M.
Tenuiflora em membranas de quitosana (KAMEL et al., 2016). Kimura et al. (2016)
descreveram membranas de quitosana com incorporacao de éleo de andiroba como
descontinuas e com formagédo de duas fases (lipidios e polimero) na matriz.

Os poros encontrados na superficie da mem Q/E 0,5%, numa aplicacdo como
biomaterial cicatrizante dérmico pode permitir: trocas gasosas entre a membrana e
meio externo, adesao, proliferacdo e diferenciacao celular facilitando o processo de
cicatrizagdo (WAN; WANG; LIU, 2006, YAN et al, 2011).

Figura 15 — Micrografia das membranas Q/P; Q/E 0,5% e mem Q/E 1%, magnificacao
5000 x
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A vista transversal (FIGURA 16) das membranas norteou a mensuracao das
espessuras dessas. A mem Q/P apresentou espessura de 28,8 um £ 1,95, as mem
Q/E 0,5%, 27,8 um £ 0,73 e para Q/E 1% 39,6 um = 0,91. A espessura de um
curativo dérmico ideal deve ser embasada nas espessuras da pele humana (0,5 a
2mm) (MA et al., 2008). Sendo assim, as membranas produzidas possuem

espessuras adequadas para aplicacdo com biomaterial cicatrizante dérmico.

Figura 16 — Micrografia transversal das membranas com magnificacao de 2.500x

Fonte: Autora (2017).
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4.7 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

As curvas termogravimeétricas das amostras analisadas apresentam diferentes
etapas de degradacdo térmica. A curva termogravimétrica e a DTG (FIGURA 17 e
18) correspondente ao po6 das folhas de C. ambrosioides apresenta dois estagios de
degradacgdo. O primeiro estagio ocorre entre 24°C e 127,4°C, com perda de massa
de 9,8%, referente a perda de agua desse material. O segundo estagio vai de 248°C
até 407°C, com perda de massa de 30,4%, certamente relacionado ao inicio da
degradacg&o do CA PO.

J& para o extrato de CA as curvas TG e DTG (FIGURA 17 e 18) apresentam o
primeiro estagio de perda de massa entre 24°C e 147°C, registrando perda de
44,4%. Essa etapa pode estar relacionada a volatilizacdo de agua e etanol do
extrato de C. ambrosioides. A segunda etapa aconteceu de 237,9°C a 400,8°C, com
perda de massa de 18,94%. Essa etapa pode estar relacionada ao inicio da
degradacdo do extrato, possivelmente associada a uma grande variedade de
metabolitos secundarios, como compostos fendlicos, presentes em extratos de

plantas medicinais conforme descrito por Fernandes et al. (2013) em seu estudo.

Figura 17 — Curva termogravimétrica do CA PO e Extrato CA
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Fonte: Autora (2017).
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Figura 18 — Derivada Termogravimétrica (DTG) do CA PO
e Extrato CA
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Fonte: Autora (2017).

Nas curvas TG e a DTG do po6 da quitosana (FIGURA 19) observa-se trés
etapas de perda de massa. A primeira de 26,2°C a 133,6°C com degradacéo de
8,4,%, corresponde a perda de agua. A segunda ocorreu no intervalo de temperatura
de 259,9°C a 372,5°C, com perda de massa de 32%, referente & degradacdo da
cadeia polimérica da quitosana. Esses sdo o0s dois principais estagios de
degradagdo da quitosana semelhantes aos dos estudos de Tonhi; Plepis (2002);
Santos; Soares e Dockal (2003); Fragués et al. (2015) e Ma; Xin; Tan (2015).

Na terceira etapa pode ser referente a perda de material inorganico, numa
temperatura de 372,5°C a 439,9°C, com perda de massa de 16,1% concordando

com o estudo de Antonino (2007).

Figura 19 - Curva termogravimétrica e DTG do QUI PO
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As curvas termogravimétricas (FIGURA 20) e DTG (FIGURA 21) das
membranas analisadas apresentam diferentes estagios de degradacéo térmica. O
primeiro estagio é referente a volatilizacdo de constituintes das amostras como agua
para as membranas puras e agua e etanol para membranas com extrato. Esse
estagio iniciou na temperatura 24°C até 165,2°C com perda de massa de 10,9%
para mem Q/P, 12,1% para mem Q/E 0,5% e 10,4% para mem Q/E 1%.

O segundo estagio pode ser atribuido ao inicio da degradacdo da cadeia
polimérica da quitosana para mem Q/P. E para membranas com extrato além do
inicio da degradacdo da matriz polimérica ha possivelmente a degradacdo de
metabolitos secundarios como os compostos fendlicos do extrato. Esse estagio
ocorreu na faixa de temperatura de 241,3°C até 453,8°C, com perdas de massas
41,8%, 44,8% e 39,2% para as mem Q/P, mem Q/E 0,5% e mem Q/E 1%,
respectivamente.

O terceiro estagio esta presente nas mem Q/P e mem Q/E 0,5% certamente
relacionado a despolimerizacdo e a decomposi¢cdo da matriz polimérica. A perda de
massa foi de 42,4% para mem Q/P na faixa de temperatura de 466,7 a 653°C. E de
43,1% para a mem Q/E 0,5% entre as temperaturas de 466,7 a 653°C. As mem Q/P
e mem Q/E 0,5% apresentaram 2,19% residuos. Houve uma grande quantidade de
residuos nas mem Q/E 1% cerca de 30,1%, possivelmente correspondente presenca
de sais e outros residuos do extrato CA. Esses por sua vez degradam-se em

temperatura maiores que 900°C.
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Figura 20 — Curva termogravimétrica das membranas de quitosana sem o
extrato (mem Q/P) e membranas com a incorporacéo do extrato mem Q/E 0,5%
e mem Q/E 1%
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Fonte: Autora (2017).

Figura 21 — Derivada termogravimétrica (DTG) das membranas de quitosana
sem o extrato (mem Q/P) membranas com aincorporacdo do extrato mem Q/E
0,5% e mem Q/E 1%
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Fonte: Autora (2017).

Abugoch et al.(2011) observaram dois estagios de degradacdo nas
membranas de quitosana com a incorporacdo do extrato de proteina quinoa
(Chenopodium quinoa) nas temperaturas 171°C e 271°C. Em contraste com este
estudo, onde as mem Q/E 1% apresentaram duas perdas de massa no intervalo de

temperatura 66,6°C e 312°C. Esses pesquisadores também relataram uma perda de
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massa nas membranas de quitosanas sem incorporacdo de C. quinoa no intervalo
de temperatura de 240°C a 380°C. Neste estudo as mem Q/P que apresentaram trés
perdas de massa.

Valéncia-Gomeéz et al. (2016) observaram que a incorporacdo do extrato de
M. teniuflora aumentou a estabilidade térmica das membranas de quitosana. As
membranas com e sem incorporacdo do extrato apresentaram dois estagios
degradacdo. O primeiro a perda massa foi de 40%, 43%, 16% e 16% para relacao
Quitosana/ Mimosa Teniuflora 100/0, 70/30, 90/10 e 80/20 atribuida a perda de agua
contida na membrana. Nao houve uma relagédo proporcional a perda de massa
conforme adicdo do extrato, 0 mesmo aconteceu nesse estudo. O segundo estagio
de perda de massa entre 175 e 326 ° C foi devido a decomposicdo da cadeia
polimérica da quitosana. Semelhante a esta pesquisa.

Kimura et al. (2016) verificaram que a incorporacdo do 6leo de Carapa
guianensis em membranas de quitosana colaborou para aumentar a estabilidade
térmica dessas membranas. Concordando com esse estudo onde a incorporacao de
1% extrato de C. ambrosioides nas membranas de quitosana promoveu aumento na
estabilidade térmica das membranas obtidas.

O processo de degradacdo dos constituintes bioativos do extrato e da
guitosana inicia-se em temperaturas superiores a 237,9°C, correspondente ao
segundo estagio de perda massa. Deve-se respeitar esse intervalo térmico em todas
as fases de manipulacdo desse extrato, para ndo haver degradacdo de seus
fitoconstituintes, os quais podem alterar propriedades biolégicas, a resposta
fisiologica e terapéutica (SOUZA et al., 2014).

4.8 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A curva DSC do p6 de C. ambrosioides evidencia trés picos endotérmicos e
trés picos exotérmicos (TABELA 2). O primeiro evento, endotérmico, em 96,27°C
(AH=78,93 J/g) esta dentro da faixa de temperatura referente a perda e agua desse
material, demonstrada pela curva TGA/DTG (FIGURA 17 e 18). O 2° pico
possivelmente relacionado a volatilizacdo e a perda de componentes de baixo peso
molecular do CA PO. O 3° e 4° pico esté relacionado ao segundo estagio com maior
perda de massa vista na TGA/DTG (FIGURA 17 e 18). E o ultimo pico certamente

estéa relacionado a degradac&o de constituintes do CA PO.
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Tabela 2— Temperaturas e valores de AH envolvidos nos picos endotérmicos exotérmicos do
pé de C. ambrosioides.

Eventos endotérmicos
Picos Tonset (°C) T endset (°C) T peak (°C) AH(J/g)

1° 70,57 120,93 96,27 78,93
2° 163,91 199,38 198,65 29,50
3° 221,40 294,94 231,70 13,34

Eventos exotérmicos
Picos Tonset (°C) T endset (°C) T peak (°C) AH(J/g)

4° 307,00 339,33 322,16 9,15
5° 347,37 421,63 398,28 20,33
6° 457,95 494,90 477,94 7,45

Fonte: Autora (2017).

Para o extrato CA a curva DSC mostra presenca de dois eventos térmicos. O
primeiro, endotérmico, a 121,58°C (AH=130,0 J/g) esta relacionado a perda de
componentes volateis, como etanol e dgua. Sendo esse pico referente ao primeiro
estagio de perda de massa visto na curva TGA/DTG (FIGURA 17 e 18). O segundo,
exotérmico, a 277,37°C (AH=51,28 J/g) e corresponde ao inicio da degradagcao dos
constituintes bioativos do extrato CA. Esse evento esta dentro da faixa de
temperatura vista no segundo estagio de perda de massa na curva TGA/DTG
(FIGURA 16 e 17).

A anélise da curva DSC do QUI PO (FIGURA 22) evidenciaram dois eventos
térmicos. O primeiro, endotérmico, a 92,32 °C (AH = 207,71 J/ g), correspondente ao
processo de desidratacdo da amostra. Esse evento esta dentro da faixa de
temperatura referente ao primeiro estagio de perda massa evidenciado na TGA/DTG
(FIGURA 19). O segundo, exotérmico, a 307,42 °C (AH = 116,25 J/g) corresponde a
decomposicdo desse polimero. Sendo esse pico referente ao segundo estagio de
perda de massa presente na curva TGA/DTG (FIGURA 19). Corroborando, assim,
com Santos; Soares; Dockal (2003) e Kimura et al. (2016).
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Figura 22 — Curva DSC do CA p6, extrato CA, QUI PO, mem Q/P, mem Q/E 0,5% e 1%
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Nas curvas DSC das membranas produzidas foram observados trés eventos
térmicos. A mem Q/P apresentou um pico endotérmico, a 89,06 °C (AH = 105,71 J/g)
e dois picos exotérmicos, a 300 °C (AH = 201,81 J/g) e 457,18°C (AH = 15,32 J/g)(
TABELA 3). H4 um consenso na literatura que esse primeiro evento endotérmico e o
primeiro evento exotérmico estdo relacionados com a perda de agua e degradacgéo
da quitosana, respectivamente (YUAN et al.,2011; KIMURA et al., 2016; MARQUES,;
CHAGAS; PEREIRA, 2016). O dltimo pico exotérmico corresponde a

despolimerizacdo e decomposicdo da matriz polimérica. Sendo que todos 0s picos
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possuem faixas de temperatura compativeis com primeiro, segundo e terceiro
estagio de perda de massa visto na curva TGA/DTG (FIGURA 20 e 21).

Tabela 3 — Temperaturas e valores de AH envolvidos nos picos endotérmicos e exotérmicos
das membranas.

Membrana Pico Endotérmico Exotérmico Tonset Tendset T peak AH(J/g)
(C) (C°) (C)

Q/P 1° X 6585 12670 89,06 10571
QE05%  1° X 60 135 10022 305,27
QE1%  1° X 58.62 13940 107.25 224,77
QP 20 X 2754 31768 300 20181
QIE05%  2° X 26842 31586 297.97 182.49
QE1%  2° X 26271 31447 20216 11717
QP 30 X 450,55 48148 457,18 1532
QIE05%  3° X 44411 47431 468,99 906

QE1%  3° X 416,94 482,02 45229 3501

Fonte: Autora (2017).

Para as mem Q/E 0, 5% e mem Q/ E 1%, suas curvas DSC apresentaram um
pico endotérmico e dois picos exotérmicos. O primeiro, endotérmico, a 100,22°C (AH
= 201,81 J/g) nas mem Q/E 0,5% e a 107,25°C (AH = 224,77 J/g) nas mem Q/E 1%,
associado a perda de componentes volateis tanto da quitosana quanto do extrato,
agua e etanol. O segundo, exotérmico, a 297,97°C (AH = 182,49 J/g) para mem Q/E
0,5% e a 292,16°C (AH = 117,17 J/g) para mem Q/ E 1%, inicio da degradacdo da
matriz polimérica e possivelmente a degradacdo de metabdlitos secundarios, como
os compostos fendlicos do extrato. O terceiro evento, exotérmico, a 452,29°C (AH =
35,91 J/g) nas mem Q/E 1% também estéo relacionados a essa degradacdo. Sendo
gue esses picos estdo no intervalo de temperatura vistos na curva TGA/DTG para
primeiro e segundo estagio de perda (FIGURA 20 e 21).

O terceiro evento, exotérmico, a 468,99°C com variacdo de entalpia de 9,06
J/g visto na curva DSC das mem Q/E 0,5% pode estar relacionada a decomposi¢ao
da matriz polimérica. J& que nessa membrana houve a menor incorporacdo do

extrato CA. Essa temperatura esta presente no intervalo de temperaturas visto no
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terceiro estagio de perda de massa expresso pela curva TGA/DTG (FIGURA 20 e
21).

4.9 ABSORCAO DE AGUA

O ganho de massa decorrente da absor¢cdo de 4gua nas membranas puras e
incorporadas foi analisado através da imersédo destas em agua destilada durante 72
h. As membranas com incorporacdo do extrato apresentaram maior capacidade de

absorcao de 4gua que as membranas puras (FIGURA 23).

Figura 23 — Andlise do percentual do ganho massa nas membranas puras (mem Q/P),
mem Q/E 0,5% e mem Q/E 1%. O experimento foi realizado em triplicata com diferenca
significativa p < 0,05 (ANOVA) e * p < 0,05 (Bonferroni) entre a mem Q/E 1% e mem Q/P
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Fonte: Autora (2017).

As membranas produzidas possuem com matriz o polimero quitosana. Os
mecanismos de intumescimento em polimeros sdo dependentes da contribuicéo
relativa da difusdo do penetrante e da estabilidade polimérica (ANGELIS; SEGRE;
CRESCENZI, 2001). Em membranas esse intumescimento comeca quando as
moléculas do solvente entram na matriz polimérica hidratando os grupos hidrofilicos
mais polares, consequentemente ha um intumescimento da rede polimérica que
exp0e seus grupos hidrofobicos que irdo reorganizar as moléculas de agua nas

proximidades. Posteriormente as moléculas adicionais entram nos intersticios da
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rede polimérica ocupando os espacgos seja nas cadeias dessa rede, nos poros,
macroporos e nos vazios, denominada de agua de preenchimento. Entdo a
membrana comeca a se dissolver dependendo da sua composi¢cao, temperatura e
pH (HOFFMAN, 2002).

O aumento na absor¢do de agua das mem Q/E 0,5% e mem Q/E 1% sugere
gue a incorporacdo do extrato foi eficaz na formacdo de uma superficie mais
hidrofilica. Sabe-se que a hidrofilicidade da quitosana se da em funcdo de seus
grupos desacetilados associados aos grupos hidroxilas e amino que caracteriza
essa forte afinidade por moléculas polares (ASSIS; SILVA, 2003). Kamel e
colaboradores (2016) relataram que hé interacéo intermolecular dos grupos OH, NH:2
da quitosana e dos grupos OH de compostos fendlicos. Corroborando com este
estudo que mostrou anteriormente pelo FTIR das mem Q/E, que essa interacéo
pode ter colaborado para o aumento do intumescimento da mem Q/E 1% e mem
Q/E 0,5%.

A mem Q/E 1% apresentou aumento significativo no percentual de ganho de
massa em relacdo a mem Q/P. Dessa maneira, observou-se que a agua absorvida
aumentou em razdo do aumento da incorporacdo do extrato vegetal, corroborando
com o estudo de Kamel; Abd El-Messieh , Saleh. (2016).

410 MOLHABILIDADE

A hidrofilicidade uma caracteristica importante na engenharia de biomateriais.
Ela é diretamente dependente da energia de superficie e exerce influéncia no nivel
de contato de um biomaterial com as células presentes no tecido onde ele é
inserido. Dessa forma o aumento da hidrofilicidade promove uma maior interacdo
entre o biomaterial e o ambiente biolégico ao seu redor (KIPALDI et al., 1998).
Ademais a adesdo e o0 crescimento celular nas superficies sdo considerados
fortemente influenciados pelo balanco hidrofilicidade/hidrofobicidade, descritos com
frequéncia com o termo molhabilidade (ESPOSITO et al., 2007).

As mem Q/E 0,5% e mem Q/E 1% (FIGURA 25) que apresentaram angulo de
contato inferior a mem Q/P, ou seja, tiveram um aumento na molhabilidade em
relacdo a mem Q/P. O angulo de contato foi mensurado no tempo estabelecido de
60 segundos. A mem Q/E 1% apresentou menor angulo de contato (26,3°), seguido
da mem Q/E 0,5% (26,6°) e mem Q/P (34°). A reducdo do angulo contato esta



56

relacionada a uma maior molhabilidade da superficie, assim 0os compostos polares
do extrato incorporado podem ter interagido com a matriz polimérica.

A Figura 24 mostra a dinamica de molhabilidade das membranas para a agua,
durante o intervalo de tempo de 0 a 60 segundos. Foi observado um maior
espalhamento da gota para a mem Q/E 1% seguido da mem Q/E 0,5%. O menor
espalhamento da gota foi observado para a superficie da mem Q/P. Certamente, na
superficie de membranas com extrato ha maior quantidade de grupos polares (tanto

do extrato quanto da quitosana) disponiveis para interagir com a agua.

Figura 24 - Dinamica da molhabilidade em agua nas membranas (mem Q/P/ mem Q/E
0,5%, mem Q/E 1%)
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Fonte: Autora (2017).

Todas as amostras dessa pesquisa mostraram-se hidrofilicas, pois essas
apresentam 8< 65°, conforme classificagao de Vogle (1998). A hidrofilicidade natural
da quitosana esta relacionada com grupos NH2 e OH presentes na estrutura quimica
deste polimero (MACEDO et al., 2010). Isto pode evidenciar que nas membranas
com extrato ha maior quantidade de grupos OH livres oriundos tanto da quitosana
guanto do extrato, o que propicia uma maior hidrofilicidade. Valéncia- Goméz et al.
(2016) produziram membranas de quitosana com extrato hidroalcodlico de Mimosa
tenuiflora e através da analise da molhabilidade observaram que essas membranas
possuiam caracteristica hidrofilica como as membranas com extrato produzidas

neste estudo.
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Em contraste com este estudo Lieder et al. (2012) que produziram
membranas de quitosana com diferentes graus de desacetilacdo (47, 68, 87 e 94%)
associada a fibronectina, essas possuiam caracteristicas hidrofobicas. Bispo (2009)
também produziu membranas com carater hidrofébico, membranas de quitosana
com genipin.

A energia de superficie afeta interacdes bioldgicas como: a adesdo, a
proliferacdo e a morfologia celular (PONSONNET, 2003; ZHAO et al.,, 2005;
MACEDO, 2013). Assim, buscou-se avaliar a tensdo superficial das membranas
desenvolvidas. Na Figura 23 é mostrado as componentes de tensdo (total, polar e
dispersiva) dessas membranas com base nos valores dos angulos de contato para

os trés liquidos testados (agua, glicerol e formamida).

Figura 25 — Componente total, componente polar e dispersiva. O experimento foi realizado em
triplicata com diferenca significativa p < 0,05 (ANOVA) e * p < 0,01 (Bonferroni) entre a mem
Q/P e mem Q/E (componente dispersiva). Para componente polar o ** p < 0,01 (Bonferroni)
entre mem Q/ E 0,5% e mem Q/P e** p < 0,01 (Bonferroni) entre mem Q/ E 0,5% e mem Q/1%.
Para componente total o ** p < 0,01 (Bonferroni) entre mem Q/ E 1% e me Q/P e **p <
0,001(Bonferroni) entre a mem Q/E 0,5%
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Fonte: Autora (2017).

Ao comparar membranas puras com membranas que possuem extrato
observou-se que valores da componente dispersiva aumentaram significativamente
na mem Q/P em relacdo as mem Q/E 0,5% e mem Q/E 1%. Ja para componente

polar as mem Q/E 0,5% e mem Q/E 1% tiveram um aumento significativo comparado
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a mem Q/P. A componente total das membranas com extrato apresentaram
aumento significante em relagdo a membranas puras.

Houve, portanto, nas amostras com extrato (mem Q/E 0,5 e mem Q/E1%) a
predominancia da componente polar em relagcdo a componente dispersiva. Essa
caracteristica é importante na confecgcdo de biomateriais cicatrizantes, pois a alta
polaridade e energia de superficie tem efeito positivo na adesédo e proliferacédo
celular (PONSONNET, 2003).

Macédo (2013) tratou membranas de quitosana com plasma de argonio,
oxigénio e hidrogénio e observou o0 aumento da componente polar. Em outro estudo
Macédo et al. (2010) prepararam membranas de quitosana puras e tratadas com
plasma de hidrogénio, ambas se apresentaram hidrofilicas, sendo que essa ultima o
seu angulo de contato foi menor que a primeira devido ao aumento da componente
polar. Nesta pesquisa as membranas com incorporacdo do extrato apresentaram
maior componente polar que as membranas puras e também houve um aumento no

aspecto da hidrofilia dessas, corroborando assim com os estudos supracitados.

4.11 CITOTOXICIDADE EM MACROFAGOS PERITONEAIS MURINOS PELO
TESTE DO MTT

Para andlise da atividade citotoxica foi utilizado o teste do MTT. Onde o
composto conhecido como MTT entra nas células pela membrana plasmatica e, em
contato com o superodxido produzido pela atividade mitocondrial, € oxidado a MTT-
formazan. Dessa maneira, a oxidacdo de MTT é proporcional a atividade
mitocondrial e, consequentemente, o numero de células viaveis é mensuravel
conforme o MTT (LOOSDRECHT et al., 1991). A viabilidade celular € um aspecto
importante para utilizagdo de qualquer molécula com finalidade terapéutica (THAYA
et al., 2016).

Neste estudo a avaliacdo da citotoxidade através do teste MTT mostrou que
os valores de concentracgéo inibitéria 50 (Clso) em pg/mL ficaram fora da curva de
regressao linear por probitos, ou seja, as membranas obtidas ndo apresentaram
citotoxidade significativa (FIGURA 26). A mem Q/E 1% apresentou menor viabilidade
de macroéfagos (*p <0,05) quando comparada ao grupo controle. Os percentuais de

viabilidade celular da mem Q/E 0,5% (92%) e mem Q/P (97,8%) foram semelhantes.
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Figura 26 — Porcentagem de viabilidade celular de macréfagos murinos das
membranas de quitosana pura (mem Q/P); membranas de quitosana com incorporacao
de 0,5% do extrato C. ambrosioides (mem Q/E 0,5%) e membranas de quitosana com
incorporacdo de 1% de extrato C. ambrosioides (mem Q/E 1%). O grupo controle foi
composto por macréfagos. Os dados representam a média da triplicata das amostras
com diferencga significativa p < 0,05 (ANOVA). E com * p < 0,05 (Bonferroni) entre mem
Q/E el1% e controle
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Fonte: Autora (2017).

Estudos anteriores reportaram que quitosana, derivados de quitosana e
biomateriais a base desse polimero possuem boa compatibilidade celular e baixa
citotoxicidade (VAVRIKOVA et al., 2011;THAYA et al., 2016). Cruz e colaboradores
(2007) mostraram que uma baixa concentragdo (5 mg/kg) de extrato hidroacéolico
de folhas de C. ambrosioides induziu o aumentou de ativicdo de macrofagos e
recrutamento/proliferacdo celular em 6rgéaos linféides secundarios. Neste estudo as
membranas obtidas com incorporacdo de 0,5%(mem Q/E 0,5%) do extrato de C.
ambrosioides apresentaram maior viabilidade de macréfagos que a membranas com
incorporacao de 1% desse extrato (mem Q/E 1%).

A atividade melhorada em macrofagos por C. ambrosioides relatada por de
Cruz et al. (2007) esta associada ativacdo de macrofagos consequentemente a
atividade fagocitica. A capacidade de ativagdo do macréfago € importante para o
processo de fagocitose e também para o processo migratorio de macréfagos para o

sitio inflamatério. As mem Q/E 0,5% tiveram boa viabilidade de macréfagos. Isto



60

indicou que essa concentragdo extrato incorporado é interessante para a viabilidade
celular.

A literatura mostra que membranas de quitosana ndo se apresentaram
citotoxica quando testadas em fibroblastos (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006;
MACEDO, 2013; VALENCIA-GOMEZ et al.,2016) e queratindcitos (CHATELET et
al., 2001; VEDAKUMARI et al., 2017). As membranas de quitosanas dessa pesquisa
nao se apresentaram citotdéxicas em macrofagos.

Outros estudos como o de Valéncia-Gomez et al. (2016) que obtiveram
membranas de quitosana com extrato vegetal e o de Ding et al. (2017) que
produziram nano particulas a partir de quitosana e extrato de planta, mostraram que
esses materiais tém baixa citotoxicidade. Corroborando assim, com os resultados

desta pesquisa.

4.12 CITOTOXICIDADE EM ERITROCITOS DE CARNEIROS

Os resultados obtidos no ensaio de atividade hemolitica demonstraram que
as membranas produzidas ndo apresentaram citotoxicidade sobre os eritrocitos de
carneiro. A viabilidade dos eritrocitos foi comparada a uma amostra de sangue total
incubada apenas com PBS, utilizada como controle negativo, jA que o PBS nao
induz a lise das células por garantir isotonicidade do meio.

A andlise dos resultados do ensaio de atividade hemolitica mostrou que os
valores de concentracdo hemolitica 50 (CHso) em pg/ml ficaram fora da curva de
regressao linear por probitos. A mem Q/E 1% apresentou menor viabilidade dos
eritrocitos (93,8%) com *p <0,05 quando comparada ao grupo controle (FIGURA 27).
Os percentuais de viabilidade celular da mem Q/E 0,5% (96,2%) e mem Q/P

(97,8%) foram semelhantes.



61

Figura 27 — Porcentagem de viabilidade celular de eritrécitos de carneiros das
membranas de quitosana pura (mem Q/P); membranas de quitosana com incorporacao
de 0,5% do extrato C.ambrosioides (mem Q/E 0,5%) e membranas de quitosana com
incorporacao de 1% de extrato C. ambrosioides (mem Q/E 1%). O grupo controle foi
composto por eritrécitos em PBS. Os dados representam a média da triplicata das
amostras, com diferencga significativa p <0,05 (ANOVA) entre as amostras. E * p < 0,05
(Bonferroni) entre a mem Q/E 1% e grupo controle.
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Fonte: Autora (2007).

Os eritrécitos contém altas concentracdes de acidos graxos poliinsaturados,
oxigénio molecular e ions ferrosos. Essas células sanguineas séo altamente
vulneraveis a acdo de agentes citotdoxicos (SANTOS, 2009). Sendo assim, a
utilizacdo de ensaios relacionados a hemodlise sdo de suma importancia para a
confeccdo de novos biomateriais. E para utilizar membranas biopoliméricas no
contexto de aplicacbes biomédicas, é necessario analisar as propriedades
hemoliticas desses materiais (UNGUREANU et al., 2015).

O extrato bruto de C. ambroisioides foi incorporado em membranas quitosana
neste estudo. Sabe-se que a agdo téxica de alguns metabdlitos secundarios, como
as saponinas triterpénicas podem apresentar a capacidade de produzir hemdlise
(DEWICK, 2002). Esse efeito resulta da interacdo desses metabolitos com os
componentes da membrana celular dos eritrocitos, principalmente com as moléculas

de colesterol, induzindo uma deformacdo na membrana com consequente



62

extravasamento do conteudo intracelular (DEWICK, 2002; CARVALHO; OLIVEIRA;
VALERIO, 2012).

Embora estudos quimicos de C. ambrosioides mostraram a presenca de
compostos toxicos como: terpenos, saponinas e ascaridol (KOKANOVA-
NEDIALKOVA; NEDIALKOV; NIKOLOV, 2009; JARDIM et al., 2010; JARDIM et al.,
2008). Segundo Pequeno e Soto-Blanco (2006) a C. ambroisioides ndo evidenciou
atividade hemolitica. Nesta pesquisa as membranas com incorporacdo desse extrato
CA apesar de apresentarem uma pequena reducao da viabilidade dos eritrécitos néo
apresentaram citotoxidade.

Estudos anteriores reportaram que derivados de quitosana possuem boa
viabilidade de eritrécitos, consequente hemocompatibilidade (NATRANJA et al.,
2014; ZHOU et al., 2015). Esses resultados foram compativieis com este estudo,
sugerindo que as membranas desenvolvidas apresentam condigBes satisfatorias

para aplicacdo com biomaterial.
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5 CONCLUSOES

Foi possivel obter membranas de quitosana com a incorporacdo do extrato de
Chenopodium ambrosioides. Pode-se perceber que a incorporacdo do extrato
hidroalcoolico liofilizado de C. ambrosioides tornou as membranas de quitosana
mais vantajosas, principalmente no aspecto de absorcdo de 4gua e aumento da
hidrofilicidade. Bem como n&do apresentaram citotoxicidade. Caracteristicas essas

essenciais para uso como biomaterial.



6

PERSPECTIVAS FUTURAS

» Determinar a caracterizagéo estrutural do extrato a partir de LC/MS;
» Verificar a morfologia das membranas a partir do MFA,;
> Realizar ensaios nao-clinicos utilizando camundongos com modelos de

feridas e analisar do seu mecanismo de a¢ao nesses.
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ANEXO A- PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-UFPI

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br
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Certificamos que a proposta intitulada “Preparo e caracterizagdo de membranas de
quitosana com incorporacao do extrato hidroalcodlico liofilizado de Chenopodium
ambrosioides”, registrada n° 262/16, sob a responsabilidade do Prof. Dr. FERNANDO AECIO
DE AMORIM CARVALHO-— Bioquimica e Farmacologia/CCS/UFPI que envolve a produgao,
manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de Pesquisa Cientifica (ou Ensino)- encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéao
Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI)
da Universidade Federal do Piaui, em Reuniao na presente data 20/01/2017.
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