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RESUMO

A investigacdo de biomateriais para o tratamento terapéutico de feridas da pele, representa
um importante avancgo tecnoldgico na area de engenharia de tecidos, o que vem proporcionando
uma melhora a qualidade de vida das vitimas. Os hidrogéis compreendem uma importante

classe de materiais poliméricos adequados a aplicacdo como curativos em queimaduras. A

quitosana é um polimero natural que tem sido amplamente estudado para aplicacGes
biomédicas, por ser biocompativel, biodegradavel e atdxico. Este polimero apresenta uma
grande capacidade de interacdo com substancias organicas e inorganicas. Dentre as substancias
organicas, tem-se 0s Gleos essenciais que sdo amplamente conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas. O 6leo essencial de melaleuca ou Tea tree oil (TTO) é um dos produtos com
maior interesse cientifico e comercial. Devido as suas conhecidas propriedades bioativas, como
atividade antimicrobiana, antifingica, antiinflamatéria e cicatrizante, o TTO vém sendo
amplamente incorporado em produtos e formulagdes topicas. Diante disto, na presente pesquisa
foi feito a producdo e caracterizacdo de hidrogéis contendo PVA, quitosana (CS) e 6leo de
melaleuca (OM), visando a aplicacdo como curativo. A primeira etapa deste estudo consistiu
em preparar os hidrogéis de PVA + 3% OM, CS + 3% OM e PVA/CS nas proporcoes de 1:1 e
1:2 com a adicdo de 3% OM. Em seguida, realizada as caracterizaces dos hidrogéis e avaliacao
de seus potenciais na aplicagdo como curativos cutaneos. Foram caracterizados
qualitativamente pelo aspecto visual, espessuras, microscopia eletronica de varredura (MEV),
grau de intumescimento e difratometria de raios-X (DRX). Mediante a inspecdo visual, 0s
hidrogéis apresentaram-se translicidos a luz visivel, com excecdo dos formulados com
quitosana, onde apresentaram um tom caramelo. Nas composi¢des CS + 3% OM e PVA/CS +
3 % OM foram observadas regides com segregacGes de fases. Os hidrogéis também
apresentaram carater superhidrofilico quando analisados por molhabilidade. Essa caracteristica
se deve em parte a rugosidade nas superficies dos hidrogéis podendo ser observadas nas
micrografias obtidas. Apresentaram bom grau de intumescimento na presenca dos fluidos de
agua destilada e PBS, indicando que esses sdo hidrogéis promissores para aplicacdo como

curativos na regeneragao de tecidos lesionados.

Palavras-chave: PVA, quitosana, 6leo essencial, propriedade antimicrobiana, cicatrizagao.
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1. INTRODUCAO

As queimaduras sdo feridas traumaticas que sdo causadas por agentes térmicos,
quimicos, elétricos ou radioativos que atuam nos tecidos de revestimento do corpo humano,
ocasionando a destruicdo parcial ou total da pele e de seus anexos, podendo atingir camadas
mais profundas como o tecido celular subcutaneo, masculos e 0ssos [1]. No Brasil, a estimativa
é que ocorram aproximadamente 1 milhdo de acidentes com queimaduras por ano, sendo que
100 mil pacientes procuram atendimento hospitalar e destes, cerca de 2,5 mil morrem por razao

direta ou indireta de suas lesdes [2].

Dentre os procedimentos terapéuticos utilizados para o tratamento de queimaduras e
potencializacdo no processo de cicatrizacdo, destacam-se o uso de formulacdes farmacéuticas
e dependendo da situacao, opta-se também por cirurgias e outras técnicas de tratamentos, como

o “laser terapéutico” [3;4;5].

No entanto, esses procedimentos sdo muito demorados, de alto custo e muitas vezes
resultam em cicatrizes e danos a pele que tendem a ser tratados através de novas terapias apos
esses métodos. Diante disso, a busca por novas alternativas para o desenvolvimento de
formulagGes com acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana e cicatrizante, tornou-se crescente

entre pesquisadores em todo o mundo [5].

Uma dessas alternativas € o uso de biopolimeros como a quitosana, que surge como
uma ferramenta promissora para o tratamento de lesdes causadas por queimaduras, pois
apresentam diversas vantagens, como: biodegradabilidade, biocompatibilidade, atoxicidade e
podem ser utilizados em tecidos biolégicos para avaliar, aumentar ou substituir tecidos ou

exercer uma determinada funcéo no organismo [6].

A quitosana € um polissacarideo atdxico composto por cadeias em gque predominam
unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, derivado da quitina pela desacetilagdo parcial.
Este polimero linear por ser biodegradavel e biocompativel tem sido um dos mais investigados
nos mais diversos campos da ciéncia [7]. O grau de desacetilacdo e a massa molar séo
importantes fatores a serem determinados na caracterizacdo deste polimero [8]. Estes fatores

acabam influenciando na solubilidade da quitosana [9].

As diversas atividades bioldgicas da quitosana incluem capacidade antioxidante, anti-
hipertensiva, anticoagulante, antidiabética, antiobesidade, antialérgica, anti-inflamatoria,

antimicrobiana, anticancerigena, neuroprotetora e efeitos inibitorios das metaloproteinases da
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matriz [10]. Tem papel de destaque devido a suas inUmeras aplicacBes, que sdo de extrema
importancia no desenvolvimento de biomateriais [11]. Entre as suas propriedades funcionais
destaca-se a atividade antibacteriana, atoxicidade, facilidade de modificacdo e
biodegradabilidade [12].

Este polimero ainda pode ser utilizado em outras diversas aplicacbes como no
tratamento de agua, agindo na remocdo de ions metélicos através da quelacdo; na medicina e
biomedicina, na producdo de membranas para dialise, na producdo de curativos, na liberacéo
controlada de farmacos e de bioativos naturais, na engenharia de tecidos; cosméticos, em
cremes de limpeza e compostos de tratamento de pele e cabelo; na agricultura, no tratamento
de sementes para inibicdo de fungos; no processamento de alimentos, etc [12; 13;14]. Além de

atrair a atencdo como potencial conservante alimentar de origem natural [14].

Yuan et al. (2016) [14] observou que em termos gerais, os filmes de quitosana
incorporados com Oleo essencial de melaleuca, bergamota, laranja amarga, canela,
cravo, Eucalyptus globulus, liméo, capim-liméo, tangerina, orégano, alecrim, tomilho e Zataria
multiflora Boiss, exibem maior eficiéncia contra bactérias Gram-positivas do que Gram-
negativas, visto que a membrana externa das bactérias Gram negativas restringe a difusdo de

compostos hidrofobicos através da sua camada de lipopolissacarideos.

Contudo, a quitosana apresenta algumas limitacbes em relacdo a sua maleabilidade e
resisténcia mecanica. Com o intuito de melhorar as propriedades mecanicas, tem-se utilizado a
mistura da mesma com outros hidrogéis poliméricos sintéticos, como o poli(alcool vinilico)
(PVA). O PVA é um polimero sintético obtido através da polimerizacdo do acetato de vinila
seguida de reacdo de hidrolise do poli(acetato de vinila) em PVA. Apresenta diversas
propriedades relevantes, tais como consisténcia macia quando na forma de membrana,
atoxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, excelente transparéncia e resisténcia
guimica, se revelando como forte candidato para uso em curativos [15;16]. Desse modo, a
combinacdo de PVA/quitosana (PVA/CS) contendo 0leo essencial do tipo melaleuca pode ser
promissora para o tratamento de feridas cutdneas uma vez que a quitosana assim como o
referido 6leo apresentam propriedades biologicas essenciais para o reparo e cicatrizagao desse

tipo de lesdo.

Os 06leos essenciais sdo utilizados ha séculos como flavorizantes em alimentos, na

fabricacdo de cosméticos e perfumarias, e farmacologicamente com fins medicinais, o que tem
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estimulado a procura por substancias biologicamente ativas e eficazes, especialmente sobre

micro-organismos; além de serem naturais e biodegradaveis [17].

Sé&o representados por compostos volateis de baixa massa molar, responsaveis por um
amplo espectro de atividades antimicrobianas e outras propriedades medicinais [18]. Séo
normalmente liquidos aromaéticos e volateis, extraidos de componentes das plantas como raizes,

flores, caules, folhas, sementes, frutos e da planta inteira [19].

Dentre 0s Gleos essenciais, a melaleuca vem ganhando destaque, a Melaleuca
altertifolia também conhecida como “tea tree” é uma arvore de origem australiana.
Historicamente as folhas da M. altertifolia eram comumente utilizadas pela populagédo local
com finalidades antissépticas, cicatrizante, contra micoses e picadas de insetos. A obtencéo do
6leo essencial de melaleuca também conhecido por tea trea oil (TTO) foi primeiramente
realizada em 1925, através do curandeiro Athur Penforld que também avaliou as possiveis
propriedades do 6leo. Muitos estudos utilizando o TTO estdo relacionados com a sua atividade

antimicrobiana e anti-inflamatoria [20].

E tradicionalmente utilizado por suas propriedades aromaticas e medicinais, em
formulacGes cosméticas e farmacéuticas [21]. Possui efeito antimicrobiano e anti-inflamatorio
ja conhecido [22], sendo muito utilizado em indUstrias de cosméticos, farmacéuticas, de
higiene, entre outras [23].

Falci (2015) [24] em sua pesquisa utilizou O6leo de melaleuca como agente
antimicrobiano em feridas contaminadas por Staphylococcus aureus em ratas, onde apresentou
um bom potencial bactericida n teste in vitro. O curativo Gaze de Rayon Pielsana® Sachet ja
encontrado comercialmente, é constituido de uma gaze rayon embebida em 6leo, a base de AGE
(Acidos Graxos Essenciais), TCM (trigliceridios de cadeia média), Vitamina A e E, 6leos de
Copaiba e Melaleuca que previnem e tratam feridas agudas e cronicas superficiais e profundas,

acelerando sua cicatrizacdo e agindo no controle da infeccdo local e melhora da dor.

Diante do exposto, existe um crescente interesse em estudos, que buscam alternativas
viaveis, naturais, funcionais, biodegradaveis aléem de biocompativeis para uso como curativos
no tratamento de queimaduras. Entdo, hidrogeéis a base de PVA/CS incorporados com 0leo
essencial do tipo melaleuca pode ser um biomaterial com amplo espectro de acdo bioldgica

possivel de acelerar e ser eficiente no reparo e cicatrizacao de tecidos lesionados.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como finalidade preparar e caracterizar hidrogeéis a base de
PVA/quitosana contendo 6leo de melaleuca, de modo a obter uma matriz dérmica com amplo
espectro de acdo biologica, para ser testada e aplicada como curativos no tratamento de

queimaduras.
2.2 Objetivos Especificos

¢+ Preparar hidrogéis de poli(alcool vinilico) (PVA) e quitosana (CS) puros assim como
hidrogéis nas proporcdes 1:1 e 1:2 m/V, respectivamente, com adicdo de 3% V/V de
6leo de melaleuca;

¢+ Analisar o aspecto visual e medir a espessura dos hidrogéis;

% Caracterizar os hidrogéis por difratometria de raios-X e microscopia eletronica de
varredura;

++ Analisar a molhabilidade dos hidrogéis através de medidas de angulo de contato bem

como o grau de intumescimento dos hidrogéis;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LESOES DE PELE

Considerada o maior 6rgdo do corpo humano, a pele possui diferentes fun¢bes como
promover protecdo contra micro-organismos, agentes fisicos e quimicos; regula a temperatura
corporea pelo ajuste do fluxo sanguineo e da transpiracdo; preveni a desidratacdo e fornece
suporte a vasos sanguineos e nervos responsaveis pelas funcbes sensoriais (calor, frio, presséo,
dor e tato). Este 6rgdo corresponde a 16% do peso corporeo e possui area superficial de 1,5 a
2,0 m2. Sua espessura pode variar de acordo com a idade e localiza¢o no corpo [25].

A constituicdo da pele é dividida em trés camadas interdependentes conforme a Figura
1, a hipoderme ou tecido subcutaneo (camada mais interna), a derme (camada intermediéria) e

a epiderme (camada mais externa) [26].

— Epiderme
Musculo eretor do pelo .
Plexo arterial superficial -
Glandula sebdcea
Glandula apocrina -
Derme

Gliandula sudoripara .

Foliculo piloso

Plexo arterial profundo -

Hipoderme

Figura 1: Representacdo esquematica simplificada da estrutura da pele.
Fonte: Adaptado de Zaidi e Lanigan (2010) [27].

A epiderme é a camada mais externa e € composta principalmente de queratinocitos.
Essa camada também apresenta, intercaladas entre os queratinocitos, células com acbes na
producdo de melanina (melandcitos), percepcdo sensorial (células de Merkel) e funcédo
imunolégica (Langerhans e outras células). As principais funcfes da epiderme sdo protecdo
contra impactos externos, atuar como barreira contra micro-organismos e a manutencao da
hidratacdo da pele [27,28].

A derme € localizada abaixo da epiderme e é separada dessa camada pela membrana
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basal, sendo constituida por matriz extracelular, a qual é rica em colageno, elastina, hialuronano
e proteoglicanos. Nessa camada h& também vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos
incorporados em uma densa rede de tecido conjuntivo. Os fibroblastos, principal tipo celular
presente na derme, sdo responsaveis pela maior parte da sintese dos componentes da matriz
extracelular. Esta camada fornece principalmente forca fisica e elasticidade para a pele, além
de suportar a extensa vasculatura, sistema linfatico e feixes nervosos [25,29,30]

A hipoderme, localizada abaixo da derme, é composta basicamente por tecido adiposo
e, além de ser suporte para a epiderme e derme, auxilia no processo de termorregulacdo do
corpo, sendo a principal responsavel pelo isolamento e absorcéo de choque [25;28].

Além disso, a pele apresenta subestruturas anexas essenciais para a protecdo e
manutencdo da homeostasia, tais como: a glandula sebacea e sudoripara responsaveis pela
producdo de sebo e sudorese, respectivamente e 0s pélos e unhas que apresentam funcdes de
protecdo [31,32].

Uma lesdo de pele é um defeito ou rompimento da sua estrutura e sua gravidade varia
de acordo com as camadas envolvidas: LesGes superficiais atingem a derme, leses profundas
superficiais atingem o tecido subcutaneo (hipoderme), e lesbes profundas totais atingem os
musculos e as suas estruturas adjacentes [33].

Traumatismos, queimaduras, Ulceras por pressdo, Ulceras por hipertensdo venosa,
feridas em membros inferiores de individuos diabéticos e feridas por radioterapia sdo exemplos
de algumas das etiologias de feridas encontradas na pratica clinica [34].

Compreender o processo cicatricial é de grande importancia para a avaliacdo evolutiva da ferida
porque os produtos para o tratamento de uma ferida podem variar de acordo com a fase do
processo cicatricial [35].

A cicatrizagdo pode ser entendida como um conjunto de processos que se iniciam logo
apos a ocorréncia de uma lesdo, em perfeita e coordenada cascata de eventos celulares,
moleculares e bioquimicos que interagem para que ocorra a reconstituicdo epitelial [36]. Ela é
uma resposta inflamatéria aguda, com edema e formacgdo de exsudado seroso, provocando
morte celular, ruptura dos vasos sanguineos, seguidos por coagulacdo e alteracdo da

vascularizagéo [37].

A cicatrizacdo € um processo complexo composto por quatro fases: homeostase
(coagulagdo), inflamacao, granulacéo (proliferacao celular, formacéo de tecido) e reepitelizacdo
(remodelacdo do tecido), as quais coincidem no decorrer do tempo. O mecanismo envolve

varios tipos celulares, fatores bioquimicos e moléculas extracelulares. Depois que um tecido é
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danificado, a coagulagdo minimiza a perda de fluido corpdreo, além de formar uma barreira que
protege a ferida e serve de suporte ao crescimento celular. Ao mesmo tempo, as plaquetas
presentes no codgulo iniciam a cascata de cicatrizacdo por meio da liberacdo de compostos
quimioatrativos e fatores de crescimento. Células inflamatdrias, como os granuldcitos e 0s
macrofagos, penetram na ferida, protegendo o tecido de particulas estranhas. Os macréfagos
também liberam citocinas pré-inflamatérias que possuem papel importante no processo de
cicatrizacdo, pois induzem a migracdo celular, assim como a proliferacdo de fibroflastos e
queratindcitos, além de estimular a sintese de componentes da matriz extracelular. Na fase de
granulacdo, o tecido da derme se reconstitui e, por fim, na fase de re-epitelizacéo, a epiderme é
restaurada [38].

A etapa de cicatrizacdo é prejudicada tanto pelo excesso de exsudacao, o qual aumenta
a chance de colonizacdo bacteriana, quanto pelo leito ressecado. Uma ferida seca favorece a
desvitalizacdo dos tecidos e exige maior atividade metabodlica, sendo necessario mais tempo
para cura, por causa da necessidade de umidade para a acdo das enzimas. Colagenases e
proteinases possibilitam a migracdo de células, epitelizacdo, para as areas Umidas da ferida,
onde estd presente a fibrina. Ou seja, quando uma ferida esta seca, as células epiteliais
necessitam de uma penetracdo maior na leséo, aumentando o tempo de cicatrizacdo. A crosta
também dificulta a visualizacdo do processo de cicatrizacdo e pode impedir o diagndstico

precoce de infeccdes [37].

3.2 CURATIVOS

A escolha do curativo ideal é importantissima, pois a selecdo inadequada de um
curativo ou seu manuseio errado ou até mesmo a alergia a algum componente do produto podem

retardar o processo de cicatrizagao [39].

Algumas caracteristicas, descritas por Malagutti e Kakhiara (2010) [40], sdo analisadas
como critério de escolha do curativo ideal, tais como: custo e acessibilidade, capacidade de
absorcéo, protecéo contra contaminacdo, manutencdo do ambiente umido, frequéncia de troca,
capacidade de aliviar a dor, se sdo isolantes térmicos, filtro de odores, se sdo termolabeis, se

podem se desnaturar, maleabilidade, transparéncia, entre outros.

A busca por formulagdes que atuem acelerando a dindmica cicatricial e possibilitando
um tratamento eficaz que possam trazer maior conforto e breve retorno a qualidade de vida do

paciente, tem sido cada vez maior. Varios materiais como o alginato, quitosana, colégeno,
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celulose, gelatina e formulagGes como os hidrogéis, hidrocoldides e peliculas transparentes sdo
recomendadas como curativos passivos para feridas e queimaduras, devido a sua influéncia na

resposta celular local [41,42,43].

3.3 HIDROGEIS

O desenvolvimento de novos dispositivos que possam ser utilizados como curativos
para o tratamento de feridas cutaneas tem se tornado um campo de vasta exploracdo cientifica.
Para conferir tratamento adequado aos diferentes tipos de lesbes, 0s materiais utilizados devem
oferecer condi¢des para a manutencdo de ambiente adequado no leito da cicatrizacdo [43].
Dessa forma, surgem os hidrogéis que cumprem de maneira satisfatéria com as exigéncias
requeridas no tratamento das diversas lesdes.

Os hidrogéis podem ser definidos como estruturas poliméricas tridimensionais,
altamente hidrofilicas, cuja principal propriedade € a de absorverem grandes quantidades de
agua ou fluidos bioldgicos [44]. Podem ser quimicamente estaveis ou degradarem-se com o
tempo, podendo, no limite, desintegrar-se [45].

A propriedade elastica proporciona facil aplicacdo e remocéo da ferida, favorecendo a
cicatrizagdo sem qualquer dano. Tém a capacidade de diminuir a temperatura de feridas
cuténeas, proporcionando um efeito calmante e de resfriamento [46].

A aplicacdo de matrizes poliméricas - hidrogéis - tem sido amplamente estudada nos
ultimos anos. Polimeros biodegradaveis sintéticos ou naturais, como a quitosana, amido e o
acido polilatico-co-glicélico (PLGA), apresentam propriedades que permitem o
desenvolvimento de sistemas biodegradaveis [47].

As principais actes do hidrogel s&o: hidratacdo de feridas secas; promocdo da
autodestruicdo celular (autolise); mantém a ferida tmida, absorvendo o exsudato; alivio da dor,
pelo seu elevado indice de umidade e hidratacdo das terminagdes nervosas [46]. E apresenta
caracteristicas tais como biodegradabilidade, biocompatibilidade, hidrofilicidade, estabilidade
quimica, capacidade de sorcédo e dessor¢do de diferentes solutos [48].

Os hidrogéis sdo usualmente constituidos de moléculas hidrofilicas que sdo reticuladas
por ligacbes quimicas ou outras forcas coesivas como interacGes ionicas, ligacdes secundarias
por ligacdes de hidrogénio ou interagdes hidrofdbicas [49].

A natureza macia e elastomérica dos hidrogéis minimiza as irritagdes mecéanicas e de
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friccdo com tecidos das vizinhangas, ndo causando dor e nenhum dano a membranas mucosas
ou ao intimo dos vasos sanguineos, sem infec¢édo [50].

Atualmente, existe um vasto leque de materiais que podem ser utilizados como base
para um hidrogel para aplicacdo como biomaterial. Deste modo, podem existir hidrogeis
preparados a partir de polimeros sintéticos, como por exemplo, poli(alcool vinilico) ou
poli(metacrilato de hidroxietila) [51]. Podendo também ter hidrogéis de base natural, ou seja,
cujo material de preparacdo-base seja um polimero de origem natural, como os polissacarideos
ou as proteinas [52].

Desde os primeiros estudos sobre 0s usos biomédicos dos hidrogéis, muitos tipos foram
preparados. Estes podem ser desenvolvidos para responder a mudancas de condigdes ambientais
e a extensdo desta resposta pode ser controlada. Sdo fundamentados em polimeros hidrofilicos
entrelacados para impedir a sua dissolucdo em &gua podendo, assim, ser empregados para
guardar células, farmacos ou proteinas além de bioativos naturais como os 6leos essenciais.
Muitas composic¢fes poliméricas tém sido utilizadas na fabricacdo de hidrogéis. Estas
composicdes podem ser divididas entre hidrogéis de polimeros naturais, hidrogéis de polimeros
sintéticos e combinacdo das duas classes. Os sistemas poliméricos mais usuais sdo a base de
polissacarideos e/ou poliésteres [49,53].

O emprego de polimeros sintéticos em formula¢Ges com quitosana para obtencédo de
hidrogéis permite melhorias no desempenho destes materiais quanto a resposta a estimulos do
meio e aprimoramento das propriedades mecanicas [49].

Gonzalez et al. (2014) [54], produziram hidrogéis nanocompdsitos de poli(alcool
vinilico)/nanofibras de celulose e investigaram a utilizacdo destes como curativo em feridas. Os
autores observaram que a incorporacéo de nanofibras melhorou as propriedades mecénicas e de
barreiras contra bactérias, o que impossibilitou a penetracdo de bactérias na pele durante 15
dias. Ja Yuvaraja et al. (2017) [55] desenvolveram esferas de quitosana/poli(vinil esferas de
alcool)/oxido de zinco (CS/PVA/ZnO), como novo agente antibacteriano em ferida com
propriedades curativas. Silva et al. (2016) [56] prepararam blendas de amido fosforilado com
quitosana e PVA visando o uso em bandagens, filmes agricolas e também como fonte de matéria
organica no solo, onde foi observado que os filmes podem ser utilizados como curativos, por
apresentarem boas caracteristicas de permeabilidade ao vapor d’agua, flexibilidade, alta
capacidade de absorcédo e biodegradabilidade. O que atesta a importancia do uso de hidrogéis

contendo 0s mais variados bioativos no tratamento de feridas.
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3.4 QUITOSANA

A quitosana é um polissacarideo natural que, juntamente com seu precursor, a quitina,
esta se tornando cada vez mais importante no campo da biomedicina, engenharia de alimentos,
biotecnologia, agricultura, cosméticos, entre outros [57].

O pesquisador Rouget obteve pela primeira vez a quitosana em 1859, ao submeter a
quitina a um tratamento com uma solucédo de hidroxido de potassio aquecido [58].

E um polissacarideo linear, de grande abundancia na natureza, encontrada no
exoesqueleto de artropodes (compreendendo crustaceos, insetos), algas e paredes celulares de
alguns fungos. Quando em soluc@es alcalinas atraves da desacetilagdo da quitina, produz a
quitosana, onde os grupamentos acetamida (-NHCOCH?3) presente na quitina sdo transformados

em grupos amino (-NH2) em graus variados, conforme ilustradas na Figura 2 [ 13, 59].

NaOH
Ly —>

Desacetilagio

Quitina Quitosana

Figura 2: Estrutura molecular da quitina e quitosana, respectivamente.
Fonte: Kumar (2000) [13].

O grau de desacetilacdo (GD) ou grau de acetilagdo (GA) é uma das mais importantes
propriedades da quitosana, sendo fundamental o seu conhecimento. Enquanto o GD relaciona
a quantidade de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose ao nimero total de unidades da
cadeia polimérica, 0 GA determina a proporg¢éo de grupos acetamido presentes no biopolimero
[13,60].

Dependendo do processo de desacetilacédo ao qual a quitosana é submetida, uma grande
variedade no grau de acetilagcdo pode acontecer, gerando alteracbes nas propriedades fisico-
guimicas como pKa, solubilidade e viscosidade do polimero [61]. O que pode determinar o seu
tipo de aplicacao.

Os varios campos de emprego da quitosana estdo apresentados na Tabela 1.
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Atuacdo/acéo

Inddstria v
v

Purificacdo de &guas residuérias de industrias
Estabilizantes de gorduras em preparacdes de
alimentos

Estabilizante de aromas

Meio de troca ibnica

Cosmeticos v

Encapsulacao de fragrancias, pigmentos €
ingredientes ativos.

Loces e cremes protetores; Umectantes
Produtos dentérios; Agentes cicatrizantes

Xampus e condicionadores

Saude/nutricéo v

D N N NN

NN

Agente absorvedor de gorduras; Reducao de
colesterol LDL

Regeneracdo de ferimentos

Auxiliar no controle da pressao arterial
Regenerador de estrutura 6ssea

Reduc&o do nivel de &cido Urico

Promogdo da perda de peso; Auxilia na
reducdo do colesterol

Bactericida/antiviral

Inibe a formacao de placas dentérias
Aumenta a absorcao de calcio

Membranas artificiais

\

Agroindustria

\

Absorvente na remocao de metais pesados
Protecédo bactericida de sementes

Estabilizante de frutas e verduras pereciveis

Biotecnologia v

Suporte de imobilizacdo de enzimas e células

microbianas

Tabela 1: Resumo dos principais campos de emprego da quitosana.
Fonte: Mendes et al., 2011 [62].
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Sua utilizagdo como um biomaterial é devido as suas variadas caracteristicas, das quais
se destacam: biodegradabilidade, biocompatibilidade e atoxicidade, propriedades curativas,
antimicrobianas e hemostaticas. Potencialidade na formacdo de complexos com polieletrolitos
como proteinas e polimeros, sendo susceptiveis a modificacdes quimicas. Pode ser utilizada sob
a formacao de geis, esponjas, filmes e solucdes [26,63].

Na engenharia tecidual, a quitosana possui atividades bioldgicas que aceleram a
recuperacdo de lesdes, estimulam os efeitos do sistema imunologico, além de atuar como um
composto bacteriostatico e fungistatico, inibindo a proliferacdo dos micro-organismos atraves
da formacdo de uma ligacdo entre 0s grupos aminicos protonados e 0S micro-organismos,
ocasionando uma aglutinacdo das células microbianas, propriedades muito desejaveis no
tratamento de ferimentos de pele [64-66].

Archana et al. (2015) [67] prepararam em seus estudos filmes a base de quitosana,
poli(vinil pirrolidona) (PVP) e nanoparticulas de Oxido de prata observaram-se excelentes
resultados para aplicacdo em processos de cicatrizacéo de feridas. Além de uma boa capacidade
de dilatacdo que é um dos fatores importantes para a reducao do risco de desidratacédo de feridas,
também apresentaram boa atividade antibacteriana.

De acordo com Muzzarelli (2009) [48], testes feitos em feridas tratadas com
quitosana indicaram que as fibras de coldgeno formadas eram finas e mais maduras em relagdo
as provenientes da cicatrizacdo normal e seu arranjo era mais proximo ao encontrado na pele.
Em sete dias, as feridas estavam completamente re-epitelizadas, os tecidos de granulacdo
haviam sido quase completamente substituidos por fibroses e os foliculos capilares estavam
quase cicatrizados. Varios curativos obtidos a partir da quitosana estdo disponiveis
comercialmente na forma de ndo-tecidos, nanofibrilas, compositos, filmes e esponjas. Alguns

deles estdo listados na Tabela 2 a seguir.

Nome e Fabricagdo do Curativo Descricéo

Chitodine*- IMS P6 de quitosana com iodo elementar.

Chitoflex* - HemCon Bandagem a base de quitosana.

Chitopack C* - Eisai Quitosana em forma de fibras finas
semelhantes ao algodéo.

Chito-Seal* - Abbott Material ndo-tecido recoberto com gel de
quitosana.

HemCon* - HemCon Aceito de quitosana liofilizado.
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Tegasorb* - 3M Curativo contendo particulas de
quitosana com alta capacidade de
absorcao.

TraumaStat* - Ore-Medix Quitosana liofilizada contendo silica
altamente porosa.

Vulnosorb* - Tesla-Phama Esponja liofilizada de colageno e
quitosana.

KytoCel* - Aspen Medical Fibras de quitosana compactadas em
forma de nédo-tecido.

Aquanova* - Medtrade Fibras de quitosana e derivadas de

quitosana nao especificados compactadas
em forma de néo-tecido.
Celox™ Granules — Celox Medical Granulo de quitosana.

Celox™ Grauze — Celox Medical Gaze de alta densidade impregada com
granulos de quitosana.

Tabela 2: Exemplos de curativos a base de quitosana disponiveis comercialmente [68-70].

3.5 Poli (alcool vinilico) - PVA

O PVA foi obtido pela primeira vez em 1924, por Herrman e Haehnel, pela hidrolise
do acetato de polivinila, que é a forma de obtencdo comercial utilizada até hoje [71]. E um
polimero de estrutura quimica simples que contém grupamentos hidroxila pendentes como

ilustrado na Figura 3 [72].
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Figura 3: Estruturas quimicas: a) do acetato de vinila, b) do poli(vinil acetato).

As propriedades bésicas do alcool polivinilico dependem do grau de polimerizagéo e
do grau de hidrolise. Por suas excelentes propriedades, o PVA tem sido utilizado em um grande
numero de aplicagdes industriais [71].

Os hidrogéis de PVA tém sido muito utilizados na confecgdo de arcabougo, para
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aplicacdo na engenharia de tecidos, por sua alta absorcdo de agua e similaridade ao tecido.
Esses materiais tém sido utilizados por ter boa compatibilidade in vivo [73], estabilidade

quimica adequada, boa permeabilidade, serem atoxico e possuirem boa resisténcia mecanica.

A alta porosidade permite que o PVA absorva alto conteido de fluido propiciando uma
boa troca de nutrientes e residuos produzidos pelas células. Além disso, os hidrogéis de PVA
possuem elasticidade compativel com os tecidos, por exemplo a pele, ajudando na sua
integracdo ao organismo [74]. Pode-se ainda citar a reconstrucéo e regeneracdo de cartilagens
e producdo de 6rgdos artificiais, para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de
medicamentos, e também de curativos, pois proporciona ambiente favoravel a cicatrizacdo de
feridas [75].

Observou-se que o poli(alcool vinilico)(PVA) exibe baixa adesdo celular quando
empregado isoladamente, o que desfavorece seu emprego como biomaterial, especialmente no
caso de curativos [76]. Entretanto, diversos estudos recentes mostram que membranas a base
de quitosana e seus derivados, como a carboximetilquitosana (CMQ), e de PVA apresentam
significativa melhora da adesao celular e das propriedades mecénicas quando comparadas as
membranas de PVA (76-78).

Misturas de polimeros naturais e sintéticos com potencial uso como hidrogéis em
biomateriais representam uma nova classe de materiais que vém atraindo a atencdo de

pesquisadores [63].

3.6 OLEO ESSENCIAL DE MELALEUCA

As plantas medicinais despertam cada vez mais o interesse de pesquisadores que
buscam estudar seu uso terapéutico. Nos Gltimos anos, ocorreu um aumento significativo na
busca por medicamentos alternativos, 0 que propiciou um avango nas pesquisas relacionadas
com o uso farmacologico das plantas medicinais para a cura dos mais variados tipos de doencas
[79].

Os oOleos essenciais (OEs) sdo substancias naturais volateis de origem vegetal
classificados como GRAS (Generally Regarded As Safe), o que os torna atrativos ao
consumidor por ndo apresentarem efeito toxico, mesmo quando empregados em concentragdoes

relativamente elevadas [80].
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Séo representados por compostos volateis, de baixa massa molar, responsaveis por um
amplo espectro de atividades antimicrobianas e outras propriedades medicinais [18]. Sendo
representados por liquidos aromaticos e volateis extraidos de componentes das plantas como
raizes, flores, caules, folhas, sementes, frutos e da planta inteira [19].

Na constituicdo dos dleos essenciais pode-se encontrar cetonas, hidrocarbonetos,
alcodis, aldeidos, éteres, ésteres, fenois entre outros, mas predomina uma mistura de derivados
fenilpropandides ou de terpendides [81].

Os 0leos essenciais sdo utilizados ha séculos como flavorizantes em alimentos, na
fabricacdo de cosméticos e perfumarias, e farmacologicamente com fins medicinais, o que tem
estimulado a procura por substancias biologicamente ativas e eficazes, especialmente sobre
micro-organismos. Outro aspecto é que pelo fato de serem naturais e biodegradaveis,
geralmente apresentam baixa toxicidade aos mamiferos e podem atuar sobre varias moléculas
alvo ao mesmo tempo, quando comparado a farmacos sintéticos. Assim, tornam-se substancias
chave para a pesquisa de novos medicamentos [17].

As pesquisas sobre a acdo dos 6leos essenciais de algumas plantas tém ficado mais
populares, porque muitas drogas sintéticas sao relacionadas a efeitos colaterais desagradaveis,
como a nefrotoxicidade e a ototoxicidade [82].

Assim como o fato de muitos micro-organismos causarem diversas enfermidades e
terem se mostrado resistentes aos tratamentos convencionais também tem impulsionado a busca
por tratamentos baseados na medicina natural [83].

Dentre os 6leos essenciais, destaca-se o de melaleuca, ja utilizada ha algum tempo por
sua acdo antifungica. De acordo com Silberto Azevedo (2010) [84], a melaleuca é uma planta
nativa da Australia. Essa planta pertence a familia Myrtaceae, que é composta por varios
genéros e cerca de 3500 espécies distribuidas por todo o mundo, preferencialmente, nas zonas
tropicais e subtropicais da América e da Australia. Estdo amplamente distribuidas pelas
florestas brasileiras e muitas de suas espécies sdo cultivadas por conta de seus frutos
comestiveis, com finalidade ornamental, como fonte de madeira, ou ainda como fonte de
esséncias de valor comercial. E considerada potente agente anti-séptico, antifingico e
parasiticida natural, ndo téxica e ndo irritante para os tecidos, sendo largamente testado em
clinicas e laboratérios [85,86].

O dleo essencial de melaleuca foi obtido pela primeira vez em 1925 por Arthur
Penfold, curador do Museu Australiano de Artes e Ciéncias Aplicadas, que o destilou e também
avaliou suas propriedades germicidas com ampla acdo bacteriana e antifngica. Possui a

capacidade de impedir a resisténcia de bactérias quanto a sua acao. Seus principais componentes
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sdo: a - Terpineol (6,7%); Terpino-4-ol (40%); a - Terpinene (10,8%); vy - Terpinene (22,3%);
p - Cymene (5,7%);1,8 — Cineol (3%). O 6leo de melaleuca é considerado 12 vezes mais forte
que alguns desinfetantes quimicos como o acido carbdlico, ou o fenol, o que comprova que €
um antisséptico muito poderoso. A cor do 6leo pode variar de verde palido até incolor como
agua [83,85].

Atualmente, existe O Burnshield® (United Medical, Brasil), hidrogel a base de
melaleuca alternifélia. E um novo curativo comercial concebido para tratamento agudo de
queimaduras [87,88]. Apresenta em sua composicdo 96% de agua, 1,03% de 6leo de melaleuca
alternifolia, e agentes emulsificantes, possuindo um pH de 5,5-7,0 [89,90].

Para tanto, sugere-se que o hidrogel a base de PVA/CS em conjunto com bioativos
naturais do tipo melaleuca possa apresentar potencial de uso no tratamento de lesdes cutaneas,
especialmente, para queimaduras, em virtude do amplo espectro de acéo bioldgica e cicatrizante

dos materiais envolvidos na mistura.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Os materiais utilizados na preparacdo dos hidrogéis foram: o poli(alcool vinilico)
(PVA) com grau de hidrolise de 80% e massa molar ponderal média (Mw) de 9.000 a 10.000
g/mol, fornecida pela Sigma-Aldrich, (S&o Paulo — SP), o &cido latico empregado como
solvente, oriundo da Casa da Quimica Industria e Comércio Ltda (S8o Paulo — SP), a quitosana
(CS), sob a forma de p6, com grau de desacetilacdo de 85%, proveniente da Polymar (Fortaleza
— CE), o Oleo essencial de melaleuca, em frascos de 10ml, 100% puro e natural da
Phytoterapica, foram adquiridos no Mundo Verde/Rio de Janeiro-RJ e usados como recebidos.
E apresenta-se incolor e com odor forte e caracteristico do préprio éleo. Também foi utilizado

o tensoativo Praepagem HY adquirido pela Oxiteno S.A. Industria e Comércio de Sao Paulo.
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4. 2. Metodologia

4.2.1. Preparacao da solucdo de poli (alcool vinilico) (PVA) com adicéo de 3%

de 6leo de melaleuca

A solucdo de PVA a 1% (m/v) de concentracdo foi preparada através da dissolucao de
0,59 de p6 do polimero em 50mL de agua destilada, sob agitacdo magnética a 70°C por 2h. Em
seguida, foi adicionado 3% v/v de 6leo de melaleuca e 1,5% v/v de tensoativo Praepagem HY
em relacdo ao volume da solucdo, onde toda a solucéo permaneceu sob agitacdo magnética por
mais 3h. Por fim, foi vertida numa placa de Teflon com didmetro de 10 cm e submetida a
evaporacdo do solvente em estufa com circulacdo e renovacdo forcada de ar a 40°C por 48h

para a formacao de hidrogéis biodegradaveis sob forma de filme.

4.2.2. Preparacao da solucdo de quitosana (CS) com adicdo de 3% de 6leo de

melaleuca

A solucédo de CS foi preparada a partir da dissolucdo de 0,59 de quitosana em 50mL
de &cido latico. Para a solubilizacdo e homogeneizacao, a solucdo foi submetida a agitacédo
magneticamente a 45°C por 2h. Em seguida, a solucéo de CS passou pelo processo de filtracdo
através de uma peneira recoberta por uma camada de algoddo, para a retirada dos
contaminantes. Logo apds, foi adicionado 3% v/v de 6leo de melaleuca e 1,5% v/v de tensoativo
Praepagem HY em relacdo ao volume da solucéo de CS que ficou sob agitacdo magnética por
mais 3h. Por fim, a solucdo foi vertida numa placa de Teflon com diametro de 10 cm e
submetida a evaporacao do solvente em estufa com circulacéo e renovacéo forcada de ar a 40°C
por 48h para a formac&o do hidrogel sob forma de filme.

4.2.3. Preparacdo dos hidrogeéis biodegradaveis PVA/CS com adigdo de 3% de 6leo

de melaleuca

Apos a preparacdo da solucdo de PVA, como descrito anteriormente, foi adicionado
um teor em massa de CS a solucdo de PVA, para obter a composicdo 1:1 m/V de PVA/CS,

sendo, entdo, submetida a agitacdo magneética a 45°C por 30min. Posteriormente, incorporado
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3% v/v do 6leo de melaleuca e 1,5% v/v de tensoativo Praepagem HY em relacdo ao volume
da solucéo, deixando sob agitacdo magnética a 45°C por 3h. Em seguida, a solucao foi vertida
numa placa de Teflon e secas em estufa com circulacdo e renovacgéo forcada de ar a 40°C por
48h para formacdo do hidrogel sob forma de filme. O mesmo procedimento foi adotado na

preparagédo do hidrogel PVA/CS na concentragdo 1:2 m/V, respectivamente.

4.3. Caracterizagao

4.3.1. Avaliacdo Qualitativa

A andlise qualitativa dos hidrogéis PVA e CS assim como das composi¢fes PVA/CS
contendo 6leo de melaleuca foi realizada levando-se em consideragéo a coloracgéo, solubilidade,
miscibilidade, segregacao de fase, presenca de poros, fissuras, adesao e flexibilidade ao tato. A
preparacdo dessas amostras assim como a inspecao visual foi avaliada no decorrer do tempo no

Laboratorio de Materiais Poliméricos da Universidade Federal da Paraiba.

4.3.2 Espessura dos Hidrogéis

A espessura dos hidrogeis foi avaliada com o auxilio de um micrémetro eletrénico da
marca DIGIMESS, com precisdo de 0,01mm. O valor de espessura dos hidrogéis foi obtido
através de uma média de 6 pontos para cada composicdo conforme Figura 4. A medicdo da
espessura foi também realizada no Laboratério de Materiais Poliméricos da Universidade

Federal da Paraiba.
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Figura 4: Representagdo esquematica dos pontos usados nos hidrogéis para determinacdo dos valores médios de
espessura.

4.3.3 Molhabilidade por Angulo de Contato

A medida do angulo de contato foi feita para avaliar a hidrofilicidade dos hidrogéis
com diferentes tipos de fluidos (dgua destilada e PBS); importante pardmetro para cicatrizacao
de feridas.

A determinacdo da molhabilidade por angulo de contato foi realizada usando um
equipamento adaptado, construido por professores e alunos do Departamento de Engenharia de
Materiais da UFPB, ilustrado na Figura 5. A andlise foi feita em triplicata com o auxilio de uma
micropipeta. Uma gota com volume de 10 pL de solucdo foi gotejada sobre o hidrogel e
fotografada, no intervalo de 5 segundos, devido a rapida variacdo do angulo com o tempo. Em
seguida, as fotografias foram importadas para o software SURFTENS 4.5 e em cada gota eram
demarcados sete pontos sobre sua superficie e seus valores médios computados. Este

procedimento foi realizado 5 vezes para cada composi¢éo de hidrogel.

As andlises foram realizadas a temperatura de (20 + 0,5) °C, umidade relativa do ar de
60%, usando como fluidos a agua destilada com pH de 5,5 e PBS com pH de 7,2.
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Figura 5: Equipamento utilizada para medicéo do angulo de contato dos hidrogéis.

4.3.4 Grau de Intumescimento

O grau de intumescimento dos hidrogéis nas diferentes proporc6es foi avaliado através
da imersdo das referidas amostras em meio tampéo de PBS (pH = 7,2) e em agua destilada (pH
=5,5) seqguindo a norma ASTM D 570-98. As amostras nas dimens@es 2x2 cm foram levadas
a estufa por 24h na temperatura de 100°C, em seguida foram imersas em 10 ml de PBS e agua
destilada e analisadas por 1, 2 e 3h. Apds cada intervalo, as amostras foram previamente secas
com papel absorvente e pesadas, com o intuito de obter o peso imido. Esse ensaio foi realizado

no Laboratorio de Materiais Poliméricos da Universidade Federal da Paraiba.

O célculo de intumescimento foi realizado em triplicata de acordo com a Equagdo 1
(PAL et al., 2006):

Gi = [%] %100 (1)

Sendo: Gi é o grau de intumescimento em porcentagem (%),
M; é a massa inicial determinada antes do intumescimento (g) e

My é a massa final determinada apds o intumescimento (g).
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4.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A superficie dos hidrogéis de PVA e CS puros assim como das misturas PVA/CS nas
diferentes proporcoes, foram analisados num microscépio eletronico de varredura, modelo FEI
Quanta 450, usando um detector de elétrons secundarios sob vacuo, com corrente de 25 mA,
tensdo de aceleracdo de 10 kV. A superficie das membrans foi recoberta com uma fina camada
de ouro, de 22,5 nm de espessura, utilizando um metalizador Emitech K550X. Esta analise foi

realizada no Laboratorio de Solidificacbes Rapidas (LSR) da Universidade Federal da Paraiba.

4.3.6 Difratometria de Raios-X (DRX)

As medidas de DRX foram conduzidas a temperatura ambiente em um equipamento
Shimadzu XDR-6000, utilizando radiagdo CuKa (A=1,5418 A), tensdo de 40kV e uma corrente
de 30 mA, numa faixa de 5 a 50°. A velocidade de varredura empregada foi de 1°/min. Esta
analise foi realizada no CERTBIO da Universidade Federal de Campina Grande.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo Qualitativa

O aspecto visual dos hidrogéis biodegradaveéis de PVA e CS puros, bem como de suas
diferentes composi¢fes com adicdo 6leo de melaleuca, esta ilustrado na Figura 6. Observa-se
que a coloracdo do hidrogel de CS + 3% OM apresenta-se com tom caramelo sendo notavel
também uma ma disperséo, ocorrendo segregacdo de fases. De acordo com o Certificado de
Anadlises do fornecedor Polymar (2013), a quitosana usada nesse trabalho tem 85% de grau de
desacetilacdo e apresenta cor bege clara sob a forma de pd, o que justifica o tom caramelo obtivo
pelo hidrogel. Essa tonalidade foi observada durante a preparacao da solucdo polimérica até a
formagéo do hidrogel sob a forma de filme.

Observando o hidrogel PVA+3% OM constatou uma excelente propriedade Optica de
transparéncia a luz visivel, sendo assim, incolor. Tal propriedade é inerente ao PVA conforme
reportado na literatura [91]. Também foi observado que dentre os outros filmes , o de PVA +

3% OM obteve a maior flexibilidade, miscibilidade, homogeneidade e aderéncia, quando
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observados macroscopicamente.

As composicdes de PVA/CS 1:1 + 3% OM e PVA/CS 1:2 + 3% OM, mesmo que
misturadas com PVA e OM apresentaram-se com tonalidades também caramelo, tal aspecto
pode ser atribuido a propria coloracdo da quitosana, apresentando tom semelhante ao do CS +
3% OM, tornando a cor mais acentuada a medida que o teor de quitosana foi aumentado na
mistura PVA/CS. E notdrio que a composi¢do PVA/CS 1:1 + 3% OM ainda apresentou regides
de heterogeneidade e com aparéncia opaca, sendo observado que apesar do uso de tensoativo
que garante uma melhor interacdo entre esses componentes, houve a presenca de pequenos
aglomerados de goticulas do 6leo. Enquanto que a composicdo PVA/CS 1:2 + 3% OM
apresentou uma boa dispersdo e distribuicdo dos componentes na mistura PVA/CS,
apresentando uma boa uma solubilidade, homogeneidade no sistema e uma boa estrutura fisica
. Pode-se dizer que a adi¢do de PVA provocou uma melhora na homogeneizagao dos hidrogéis,
devido a interagcdo PVA+ 3% OM tornando os hidrogéis mais homogéneos quando comparados
com o CS + 3% OM.

De modo geral, todos os hidrogéis PVA/CS + 3% OM nas proporcdes 1:1 e 1:2,
respectivamente, apresentaram-se translicidas a luz visivel. Por fim, foi observado em
todos os hidrogéis contendo CS e OM, um aspecto ressecado que € uma caracteristica desse
6leo essencial. Comportamento semelhante também foi reportado por Santos (2018), onde
os filmes de CS incorporados também com o Gleo de melaleuca mostraram-se menos

aderentes e flexiveis assim como ressecados [92].
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PVA/CS 1:1 + 3% OM PVA/CS 1:2 + 3% OM

Figura 6: Aspecto visual dos hidrogéis de CS + 3% OM , PVA/CS 1:1 + 3% OM, PVA/CS 1:2 + 3% OM e
PVA + 3% OM.

5.2 Espessura dos Hidrogéis

Os materiais candidatos a curativos devem apresentar espessuras que sejam
compativeis a da pele. E com o intuito de investigar esse importante parametro, as medidas de
espessura dos hidrogéis biodegradaveéis de PVA e CS puros, bem como de suas diferentes

composi¢des com adicdo 6leo de melaleuca estdo apresentadas na Tabela 3.

No geral, os hidrogéis apresentaram-se com espessuras variando entre 20,0 e 83,35um.
Esta variacdo estar relacionada a concentracdo da solugdo polimérica e com o numero de
componentes envolvidos na formacdo dos hidrogéis. Arce (2011), ao estudar peliculas
comestiveis a base de quitosana contendo 6leos essenciais de tomilho e alecrim, encontrou
valores de espessuras semelhantes aos hidrogéis da presente pesquisa [93]. O hidrogel CS+3%
OM apresentou espessura de 53,00+ 25,74 um e o de PVA+3% OM obteve espessura de 20,66
+ 14,32um.

Ao misturar o PVA com a quitosana na propor¢cdo 1:1 contendo 6éleo de melaleuca
(PVAICS 1:1 + 3% OM) observou-se um aumento no valor médio de espessura para 67,16 um
em relacdo aos hidrogéis PVA e CS puros contendo 6leo melaleuca. O mesmo ocorreu para 0
hidrogel PVA/CS 1:2+3% OM, que obteve um valor médio de espessura de 83,50 + 11,77um,
maior do que o observado para a composi¢do PVA/CS 1:1 + 3% OM, o que ja era esperado,
uma vez que o teor de quitosana nessa composicao foi maior. Comportamento similar também
foi observado por Silva et al. (2015) [34].
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De acordo com os resultados conclui-se que o teor dos componentes, a concentracao e
volume da solugdo polimérica usada na formacdo dos filmes e bioativos incorporados

influenciam no aspecto fisico das membranas, alterando inclusive, seus valores de espessura.

Verifica-se que as membranas produzidas nesta pesquisa, exibiram espessuras com
valores aproximados aos reportados pelo curativo Biofill que tinha como espessura média 36
um, que em 2011 era o tnico curativo biosintético produzido no mundo. O Biofill, trata-se de
uma pelicula de celulose pura micro fibrilar Biosintética, obtida por biossintese de bactérias do

género Acetobacter [95].

Constatou-se que todos os hidrogies preparados nesse estudo possuem espessuras
menores que a pele, como pode ser observado na Tabela 3. A pele contém espessuras variaveis
ao longo do corpo, podendo ser menor que 100 um nas palpebras e chegar até 1000 um nas
palmas das maos [96].

Amostras Espessura (pum)
CS+3% OM 53,00 + 25,74
PVA/CS 1:1+3% OM 67,16 *+ 25,26
PVA/CS 1:2+3% OM 83,50 + 11,77
PVA+3% OM 20,66 * 14,32

Tabela 3: Valores médios de espessura para as diferentes composi¢des de hidrogéis.

5.3 Molhabilidade por Angulo de Contato

Segundo Silva et al. (2007) [97] o angulo de contato ou angulo de molhabilidade,
representa o valor em graus que uma determinada substancia liquida forma com a superficie. O
angulo de contato esta correlacionado com a rugosidade da superficie dos biofilmes, e aumenta
com o aumento da rugosidade. E obtida por meio das tensdes superficiais associadas & sua
energia superficial, pois sdo elas que produzem um maior espalhamento ou aderéncia da gota

na superficie [98].
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Os estados de molhabilidade podem ser classificados como superhidrofilico com
angulos de contato menores que 40°, hidrofilico entre 40 e 90°, hidrofobico entre 90 e 120°, e

superhidrofébico com angulos maiores que 120° [99].

As medidas de angulo de contato para a anélise do caréater hidrofilico/hidrofébico das
membranas de PVA, CS incorporadas com 6leo de melaleuca em agua destilada (pH= 5,5) e
PBS (pH= 7,2) estdo apresentadas nas Tabela 4 e 5.

O éangulo de contato para o hidrogel de quitosana pura apresenta valores muito
variaveis. Shi et al. (2008) [100] e Zheng et al. (2009) [101], obtiveram valores préximos de
70°, para quitosana com grau de desacetilacdo em 71% e 83,7% respectivamente, relativo ao
pH 5,5 (4gua destilada). Para o hidrogel CS+3% OM desta pesquisa relatou um angulo de
contato de 23,16 + 2,52 em &gua destilada que estava em pH 5,5, sendo a quitosana com grau
de desacetilagéo de 85%. Atribui-se a hidrofilicidade da quitosana aos grupos hidroxila e amino
presentes em sua estrutura [102]. As cargas positivas, que surgem quando 0S grupos amino
encontram-se protonados, diminuem a energia livre da superficie, melhorando a molhabilidade
dos filmes [101]. Ent&o, tem-se que quanto maior o grau de desacetilacdo da quitosana menor
sera o angulo de contato.

Enquanto que a mistura PVA/CS 1:1+3% OM apresentou resultado de 30,06 + 3,69,
sendo o maior angulo de contato em agua destilada, e no hidrogel PVA/CS 1:2+3% OM,
alcancou o resultado de 24,01 = 1,72. Por fim o PVA + 3% OM com medida de 22,56 + 1,72,
No geral ndo houve resultados com diferencas discrepantes.

Quando em PBS os hidrogéis se apresentaram da seguinte forma, CS+3% OM com
34,85 + 4,87, PVA/CS 1:1+3% OM com 32,49 + 1,12, PVA/CS 1:2+3% OM com 22,80 + 1,81
e PVA + 3% OM com 27,89 + 1,25. Os hidrogéis apresentaram valores semelhantes de
molhabilidade para os dois fluidos com um discreto aumento quando em PBS para os hidrogéis
CS+3% OM e PVAI/CS 1:1, onde deve-se ressaltar que a quitosana ndo possui uma boa

interacdo em meios basicos.

Pode-se notar que de uma forma geral, a incorporacdo do 6leo de melaleuca nos
hidrogéis de CS, PVA e em suas respectivas misturas proporcionou um melhoramento na

molhabilidade dos hidrogéis em ambos os fluidos.

Outro aspecto a ser observado nos hidrogéis através do MEV e que afeta diretamente
a molhabilidade ¢é a presenca de superficies rugosas, ou seja, a rugosidade esta relacionada

diretamente com o carater hidrofilico, pois significa maior superficie de contato e por
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consequéncia maior interagdo com o liquido, resultando em um menor angulo de contato. Tal

comportamento foi observado em geral para todas as amostras em estudo.

Os angulos de contato obtidos, para os hidrogeis desta pesquisa, indicam um carater
superhidrofilico, uma vez que todas as composi¢des apresentaram valores de angulos de contato
inferiores a 40°. Tal resultado mostra que os hidrogéis encontram-se adequados para uso em
lesbGes da pele, pois permitem uma umidade quando em contato com exsudato da ferida, fator

esse que colabora na cicatrizacao.

Amostras Angulo de Contato (°)
CS+3% OM 23,16 £ 2,52
PVA/CS 1:1+3% OM 30,06 + 3,69
PVA/CS 1:2+3% OM 2401 +£1,72
PVA+3% OM 22,56 £ 1,72

Tabela 4: Valores médios de molhabilidade por angulo de contato dos hidrogéis em agua destilada
(pH =5,5).

Amostras Angulo de Contato (°)
CS+3% OM 34,85 + 4,87
PVA/CS 1:1+3% OM 32,49 +1,12
PVA/CS 1:2+3% OM 22,80 +1,81
PVA+3% OM 27,89 + 1,25

Tabela 5: Valores médios de molhabilidade por angulo de contato dos hidrogéis em PBS (pH =
7,2)

5.4 Grau de Intumescimento

O intumescimento de membranas biodegradaveis pode ser relatado como o aumento
do volume do polimero que as constitui, devido a sua imersdo em um determinado fluido. Esse
processo estar relacionado com a entrada de fluido na matriz por capilaridade e/ou difuséo. A
medida que uma membrana é imersa em um fluido, o intumescimento ocorre até que a forca

osmatica que fortalece a reticulagdo da rede polimérica seja balanceada [99].
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Essa habilidade em absorver e reter fluido é um fator importante em materiais
implantaveis, pois ela permite a absor¢do de fluidos corpdreos e a transferéncia de nutrientes e

metabolitos que favorece num melhor processo de cicatrizacdo [104].

Os resultados de intumescimento em &gua destilada (pH 5,5) e PBS (pH 7,2) para os

hidrogéis contendo Gleo, estéo exibidos nas Tabelas 6 e 7.

Na primeira hora pode-se observar uma répida absorcdo dos fluidos para todas as
amostras. Pode-se verificar que a CS + 3% de OM quando em &gua destilada apresentou um
decréscimo em 2h, o que pode ser explicado pela perda do éleo, e em seguida voltou a
intumescer. O que se verifica é que na quitosana, ha predominancia dos grupos amino
caracterizados por ligacGes covalentes (N-H), onde a eletronegatividade das ligacdes gera sitios
de alta polaridade, tornando, assim, favoravel o rearranjo das moléculas de &gua em torno desses
sitios. Essa caracteristica estrutural, associada aos grupos acetamido caracterizam um material

com alto grau de afinidade e retencdo de dgua [105].

Ja o PVA + 3% OM apresentou dissolu¢do completa em menos de uma hora, tanto em
agua destilada quanto em PBS. Por ser um polimero hidrofilico, a absorcao de fluidos pelo
hidrogel pode resultar em uma troca de interacdes entre a cadeia do PVA e do fluido,
promovendo a perda de massa pela dissolugdo do PVA durante o processo de intumescimento
[106].

A composicdo PVA/CS 1:1+3% OM, apresentou um decréscimo do grau de
intumescimento ao longo do tempo quando submersa nas duas solugdes, por conter 50% de
PVA, acelerando o processo de perda de massa, devido a solubilizagdo do PVA. Entretanto,
PVA/CS 1:2+3% OM, obtendo resultados crescentes em funcdo do tempo e maior grau de
intumescimento ao fim do ensaio em ambos os fluidos utilizados, onde pode-se explicar através
da combinacéo e interagéo das estruturas do PVA e CS, no qual promovem um rearranjo mais

estavel na estrutura do material.

Kim et al. (2005) [107] e Oliveira (2013) [108] comprovaram em seus estudos que a
aplicacdo das membranas de quitosana é limitada na regeneracdo tecidual guiada (RTG), pelo
fato de apresentarem alta afinidade com agua. Podendo concluir que a incorporacéo do 6leo de

melaleuca melhorou os resultados de intumescimento nos hidrogéis contendo quitosana.
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Grau de Intumescimento (%)

Amostras 1h 2h 3h
CS+3% OM 841,80+£205,02 653,67+38,96 889,17+48,42
PVA/CS 1:1+3% OM 813,35+34,16  625,49+63,22 587,05+132,27
PVA/CS 1:2+3% OM 594,72+112,22 715,47+116,36  1050,65+474,07
PVA+3% OM - - -

Tabela 6: Intumescimento das membranas puras de PVA e CS assim como as misturas PVA/CS contendo 3%
OM , em agua destilada (pH = 5,5).

Grau de Intumescimento (%)

Amostras 1h 2h 3h
CS+3% de OM 510,77+50,98  666,19+215,21 747,97+84,74
PVA/CS 1:1+3% de OM  410,67+17,43  433,81%6,12 223,31+42,59
PVA/CS 1:2+3% de OM  573,61%3,79 532,3749,89 326,72 £ 46,15

PVA+3% de OM - - -

Tabela 7: Intumescimento das membranas puras de PVA e CS assim como as misturas PVA/CS contendo 3%
OM, em solucéo PBS (pH = 7,2).

5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias obtidas por MEV da superficie dos hidrogéis contendo 6leo de melaleuca

foram registradas com aumentos de 3000 e 1000 vezes e estéo exibidas na Figura 7.

As Figuras 7 A e B, mostram as superficies da membrana de CS+3%OM.
Apresentando superficie com aspecto bastante rugoso, presenca de aglomerados pontuais
atribuidos possivelmente aos cristais de tensoativo, regides com acumulo de 6leo (marcado na
micrografia, Figura 7A) devido sua imiscibilidade e a presenca de filetes caracterizados
possivelmente como fibras de algodao oriundas do processo de filtragdo da solucdo polimérica.
Essas fibras estdo presentes em todas as micrografias das composi¢cbes com quitosana. As
micrografias C e D (PVA/CS 1:1 + 3% OM) assim como as micrografias E e F (PVA/CS 1:2 +
3% OM) apresentam morfologia bastante semelhantes entre si, possuindo uma superficie rugosa
e heterogénea com presenca de granulos e poucas fibras, porém nas micrografias E e F é
possivel observar uma melhor interacdo entre os componentes da mistura, resuntando numa

melhor homogeneidade.
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Jé& as micrografias G e H referentes ao PVA + 3% OM apresentam uma superficie lisa,
homogénea, com a presenca de pequenos aglomerados de particulas podendo ser atribuidos a

presenca de cristais de tensoativo no hidrogel.
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Figura 7: Micrografias de MEV dos hidrogéis com aumentos de 3000x e 1000x, respectivamente.

5.6 Difratometria de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de raios X para os hidrogéis PVA e CS puros, bem como para suas
diferentes composicGes PVA/CS com adicdo 6leo de melaleuca estdo apresentados na Figura
8.

O difratograma da amostra CS + 3 % OM apresentou discretos picos; um com 20
proximo de 9° e outro pico bastante alargado e de baixa intensidade com maximo em 26 ~ 20°,
caracteristicos da fase cristalina da quitosana o que também foi verificado por Lima (2010) em
seus estudos com desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos a base de
Quitosana/lnsulina e Sousa (2012) no desenvolvimento de filmes hibridos de
Quitosana/Fosfato de Calcio com incorporacdo de vitamina E [109,110]. Segundo Oliveira
(2011), a quitosana possui um perfil semicristalino devido as fortes interacBes intra e
intermolecular, caracterizado pelas ligagdes de hidrogénio formadas entre 0s grupamentos
amino, hidroxila, amida e outros grupos funcionais presentes na molécula de quitosana,
fornecendo certa organizacdo a estrutura cristalina da quitosana [79]. Neste difratograma
também estdo presentes outros picos de maiores intensidades com 26 ~ 10°, 11° ¢ 14°, sendo
assim a parte mais cristalina no hidrogel, podendo ser atribuidos aos cristais de tensoativo usado
na solugdo polimérica. Os picos em 20 ~ 19°, 22° e 31°, todos de baixa intensidade podem
indicar a presenca da celulose com estrutura semicristalina no hidrogel. Tal fato pode ser

justificado pelo método de filtracdo utilizado na solucgdo de quitosana, deixando alguns residuos
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de algodéo, o que foi semelhante ao encontrado por Teixeira et al. (2010) [111] que obteve

picos em 20 ~ 15°, 17°, 23° e 34,5° onde foi evidenciado a presenca de celulose no material.

Observando os difratogramas de raios-X das amostras PVA/CS 1:1 +3% OM e
PVA/CS 1:2 + 3% OM, pode-se verificar um comportamento semelhante, apresentando picos
em torno de 26 em 11° e 19° caracteristicos da quitosana e do PVA, respectivamente,
representando a parte cristalina do material e logo em seguida uma ampla faixa que caracteriza

a fase amorfa do material. Evidenciando que a mistura nao alterou a estrutura dos polimeros.

Jé& o difratograma do PVA+ 3% OM apresentou um pico em 26 ~ 19° e também uma
ampla faixa abaixo desse pico, alargada e de baixa intensidade, caracterizando a fase amorfa do
material.

6000

—— CS+3% OM

5000 o —— PVA/CS 1:2 + 3% OM
—— PVA/CS 1:1 + 3% OM
— PVA+ 3% OM

4000

2000 -

Intensidade (u. a.)

1000

Figura 8: Difratogramas de raios x dos hidrogéis de CS + 3% OM , PVA/CS 1:1 + 3% OM, PVA/CS 1:2 + 3%
OM e PVA + 3% OM.

Observacdo: As caracterizacdes por FTIR e Atividade Antimicrobiana do éleo de melaleuca
assim como das diferentes composi¢des de hidrogéis também foram encaminhadas para analise.
Sendo que ainda ndo recebemos tais resultados e, por esta razdo, ndo estdo presentes neste
trabalho.
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6. CONCLUSAO

Nesta pesquisa, hidrogéis de PVA, CS, PVA/CS 1:1 e 1:2, todos incorporados com
bioativo natural, o dleo de melaleuca, apresentaram potencial para serem utilizados como
curativos transdérmicos, sendo desenvolvidos através de uma metodologia simples.

Os hidrogeis contendo quitosana apresentaram-se translucidos a luz visivel, com
regides heterogéneas devido a imiscibilidade do éleo. Quando analisado o hidrogel de PVA +
3% OM constatou uma excelente propriedade 6ptica de transparéncia a luz visivel, sendo assim,
incolor. Tendo em vista que a propriedade de transparéncia permite 0 monitoramento do
processo de cicatrizacdo sem a necessidade de remover o curativo. No geral, os hidrogéis
apresentaram-se com espessuras variando entre 20,60 e 83,35um, mesmo que possuam
espessuras menores que 0s curativos comerciais, existe um curativo mencionado na literatura
que apresenta um valor médio de espessura aproximado, trata-se do Biofill, cujo valor médio é
de 0,036 mm (36 pum).

Os éangulos de contato obtidos indicaram que os hidrogéis apresentam carater
superhidrofilico, uma vez que sdo menores do que 40°, tanto em agua destilada quanto em PBS,
mostrando uma elevada molhabilidade que € importante para os candidatos a curativos.

No ensaio de intumescimento os hidrogéis apresentaram, na primeira hora uma rapida
absorcédo dos fluidos para todas as amostras. Pode-se verificar que a CS + 3% OM houve um
decréscimo em 2h, sendo justificado pela perda do 6leo e em seguida voltou a intumecer.
Enquanto o PVA + 3% OM apresentou dissolugdo completa em menos de uma hora, nos dois
fluidos. A composicdo PVA/CS 1:1+3% OM, observou-se um decréscimo do grau de
intumescimento ao longo do tempo, por conter 50% de PVA, acelerando o processo de perda
de massa, devido a solubiliza¢do do PVA. Entretanto, PVA/CS 1:2+3% OM, obtendo resultados
crescentes em funcéo do tempo e maior grau de intumescimento ao fim do ensaio em ambos 0s
fluidos utilizados, onde pode-se explicar atraves da combinacdo e interacdo das estruturas do

PVA e CS, no qual promovem um rearranjo mais estavel na estrutura do material.

Nas micrografias das membranas contendo quitosana foi possivel a visualizagdo de
aglomerados e fibras de possiveis impurezas, sugerindo um método de filtracdo mais adequado,

pois a quitosana utilizada no trabalho tem 85% de desacetilagdo. No geral foi possivel observar
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também superficies rugosas, a presenca de pontos com acumulo do 6leo de melaleuca e cristais

possivelmente de tensoativo.

Nos difratogramas de raio X, na composi¢éo de CS+3% OM foi detectado picos que
ndo condizem com os polimeros utilizados, sugerindo-se a presenca de celulose, devido ao
método de filtracdo utilizado na preparacdo da solucdo de quitosana. Enquanto os demais

difratogramas mostraram picos caracteristicos apenas dos polimeros em uso.

Diante do exposto nas caracterizagcbes 0s hidrogéis apresentam potencial para

utilizagdo como curativos.
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