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RESUMO

Nas ultimas décadas houve aumento nas pesquisas para criacdo de materiais biocompativeis
que possam substituir parte ou funcdo de organismos vivos, de maneira pratica e de baixo
custo, sem causar injdrias teciduais. O objetivo desse estudo foi o desenvolvimento,
caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica de membrana constituida por quitosana, 6leo de
pequi e gelatina, visando a possivel utilizacdo para auxiliar na regeneracéo tecidual. Para isto,
foram obtidas misturas dos componentes em propor¢fes que mantivessem o material
homogéneo e ndo fragmentado. Para a caracterizacdo, utilizou-se anélise térmica, microscopia
eletronica de varredura, testes de citotoxicidade e atividade bactericida/bacteriostatica e
fungicida/fungiostatica das membranas. Observou-se que a membrana apresentou
caracteristicas compativeis para emprego em tecidos moles e que ndo houve interacdo
quimica entres os componentes. A presenca do 6leo de pequi ndo interferiu na citotoxicidade
do biomaterial. Os testes com microrganismos revelaram que ndo houve morte e nem reducéo
da proliferacdo de micro-organismos. Concluiu-se que a mistura dos componentes permite a
obtencdo de um material no formato de membrana, no entanto sdo necessarias novas
investigacOes para compreender os mecanismos envolvidos na citotoxicidade apresentada,
bem como o comportamento frente aos micro-organismos na presenca de enzimas que
degradem o material, simulando condi¢6es do fluido organico animal.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense Camb, citotoxicidade, MTT, quitina
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ABSTRACT

Recent researches in bioscience have been focusing in the development of biocompatible
materials to replace parts or function of living organisms. Moreover, versatility, low cost and
minimally tissue recctiveness are some of the major interest in biomaterial research. Several
synthetic and natural resources have been developed. Biometareial components’ features and
particularities must be thoroughly assessed to assure standardization and quality of the final
product. The purpose of this research was to develop and assess physicochemical and
biological features of a chitosan, pequi oil and gelatine based membrane for use in tissue
regeneration. Components were mixed in a proportion that kept homogeneity and integrity of
the membrane. Membrane’s thermal analysis, scanning electron microscopy, cytotoxicity and
bactericidal/bacteriostatic and fungicidal/fungi-static features were evaluated. It was observed
that the membrane presented compatible characteristics to be used in soft tissues and that
there was no interaction between the components. The presence of pequi oil did not interfere
in the biomaterial cytotoxicity. Tests with microorganisms revealed that there was no death or
reduction of microorganism proliferation. It was concluded that the mixture of the
components allows to obtain a material in the membrane format, however, new investigations
are necessary to understand the mechanisms involved in the presented cytotoxicity, as well as
the behavior towards the microorganisms in the presence of enzymes that degrade the
material, simulating conditions of the animal organic fluid.

Keywords: Caryocar brasiliense Camb, chitin, cytotoxicity, MTT.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS
1. INTRODUCAO

Os biomateriais s&o substancias ou conjunto de substancias naturais ou sintéticas,
idealizadas para substituir matéria viva que deixou de ter funcéo e que sejam biocompativeis,
reprodutiveis, acessiveis e biodegradaveis em situacdes especificas’.

Para que um novo material possa ser incluso na area biomédica, sdo necessarios
conhecimentos bésicos sobre a ciéncia que estuda os biomateriais, bem como as técnicas de
caracterizacgdo fisico-quimica. De forma complementar, é preciso compreender a interacdo do
biomaterial com células e organismos vivos, bem como estabelecer a biocompatibilidade e
possiveis aplicacdes praticas na rotina clinica e cirargica.

Dentre os biomateriais amplamente estudados, destaca-se a quitosana, um
bipolimero obtido a partir da quitina encontrada em grande quantidade, principalmente, em
carapacas de crustaceos, insetos, moluscos e na parede celular de fungos. Tém sido descritas
caracteristicas importantes como bioatividade, biocompatibilidade e biodegradabilidade®. A
sua utilizacdo tem gerado interesse por parte dos pesquisadores, devido as suas possibilidades
de modificacBes fisicas e quimicas que vem promovendo novas atividades para fins
especificos.

Alguns autores relataram que biomateriais a base de quitosana tiveram utilizaces
sugeridas como molde de enxerto de pele, agente cicatrizador, material para sutura, agente
antimicrobiano, géis, capsulas e solucdes®. Os biomateriais produzidos a partir de quitosana
tém sido vistos como aceleradores de reparacéo tecidual e que apresentam a capacidade de
aumentar a producdo da matriz extracelular®.

O pequi ¢ um fruto obtido do pequizeiro, arvore frutifera da familia
Caryocaraceae, do género Caryocar, onde se destaca a subespécie Caryocar brasiliense
Camb®. E uma espécie que apresenta alto interesse econdmico devido ao uso dos frutos na
culinéria e na extracdo de 6leos para fabricagdo de produtos cosméticos®.

Existem dados da medicina popular das diversas propriedades atribuidas ao
pequizeiro e seus frutos, como infusdes diuréticas e antifebris, utilizacdo do 6leo do fruto para
o tratamento de queimadura, dentre outros’. Em relacdo & cicatrizacdo, ha muitos relatos
populares, porém, poucos estudos cientificos sobre o tema. Alguns autores observaram reacéo
inflamatdria com menor intensidade e fechamento mais rapido de lesdes quando utilizaram o

6leo de pequi em feridas cutaneas em ratos®.
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O potencial cicatrizante e a caracteristica oleosa do pequi é um fator interessante e
decisivo para sua utilizacdo no desenvolvimento de biomaterial, além de se tratar de um
produto amplamente consumido no Estado de Goias, de facil obtencéo e que pode ser incluido
no mercado biomédico.

Dessa forma, a associacdo de quitosana com Oleo de pequi apresenta interesse
para a producdo de membranas que possam ser empregadas na reparacao de tecidos vivos. Em
funcdo das propriedades fisico-quimicas dos dois componentes, o emprego de um terceiro
material como a gelatina é eficiente para estabilizar a membrana e ndo haver fragmentacao.

Portanto, o objetivo desta pesquisa cientifica € a obtencdo, caracterizagdo,
avaliagdo da citotoxicidade e efeito antimicrobiano in vitro de um biomaterial a base de

quitosana, gelatina e 6leo de pequi.



2. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE BIOMATERIAIS

Biomateriais sdo substancias ou combinagdes de substancias sintéticas ou
naturais, projetados para substituirem parte ou funcdo organica de forma segura, econdmica e
aceitavel fisiologicamente, agindo em contato direto com tecidos vivos e com sistemas
bioldgicos™®. Podem ser de uso temporario ou definitivo, os quais visam tratar ou substituir,
parcial ou totalmente, qualquer tecido, 6rgéo ou funcéo do corpo™.

O uso de biomateriais ndo € recente e sua aplicacao na corre¢do dos mais diversos
tipos de problemas relacionados & satide humana remonta & antiguidade®. H& registro, por
exemplo, do uso de suturas de linho e ouro no Antigo Egito (2000 A.C.), de intestino de
gatos, na Europa, durante a Idade Média, de dentes artificiais feitos de conchas pelos Maias
(600 A.C.), de ferro pelos franceses (200 A.C.) e de ouro e madeira pelos romanos, chineses e
astecas. Substitutos dsseos feitos de madeira também foram encontrados no Antigo Egito e na
Europa, na ldade Média, tendo sido observada eficiente osseointegraco’?.

O mercado global de biomateriais tem apresentado expressiva expansao nas
ultimas décadas. Em 2008, houve movimentacdo de US$ 25.6 bilhdes, sendo 43% nos USA,
33% na Europa, 3% na Asia (Pacifico), 2% no Brasil e 19% no restante do mundo*®. Em
2012, este mercado atingiu US$ 44 bilhdes e, em 2017, previu-se 88,4 bilhGes de dblares com
taxa de crescimento de 22,1% ao ano™.

Biomateriais de origem natural representam uma classe importante, pois sao
amplamente pesquisados, principalmente, em virtude de serem de fontes renovaveis. Os
principais representantes sdo colageno, polissacarideos, seda, elastina, queratina, tecidos
naturais como o pericardio bovino, dentre outros. Polimeros sintéticos, cerdmicas, metais e
ligas metalicas s&o exemplos de biomateriais de origem sintética™™’.

Para que um material seja definido como biocompativel, ndo deve apresentar
respostas prejudiciais ao meio biologico. Portanto, deve ser atoxico, ndo desenvolver
mutagenicidade, alergenicidade nem carcinogenicidade®. Além disso, deve apresentar
também biofuncionalidade, oferecendo interacéo tecido-biomaterial de acordo com a situago
organo-especifica e com o local de aplicagdo™"**.

A resposta a um biomaterial no organismo € dependente do sitio de aplicagéo,
pois a biocompatibilidade ndo estd relacionada somente as caracteristicas do material
utilizado, mas também com o emprego destinado ao material fabricado?.

Os materiais bioabsorviveis podem ser lentamente decompostos pelo organismo e

gradualmente substituidos. Os materiais biotolerantes s&o aceitos pelo organismo, porém,
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normalmente, sdo isolados dos tecidos adjacentes pela formacdo de tecido fibroso. Como
exemplo de materiais biotolerantes podem ser citados alguns metais e polimeros sintéticos. Os
materiais bioativos ficam em contato direto com tecidos vivos pela presenca de ions no
biomaterial, que estabelecem unido entre os tecidos e o material implantado, estimulando o
crescimento celular. Exemplos de materiais bioativos séo hidroxiapatita, compostos de fosfato
de célcio e vidros bioativos* %,

Alguns autores classificam os biomateriais em quatro diferentes classes de acordo
com a sua composicao: metais, ceramicas, polimeros e compésitos*?*. A maioria dos metais
apresentam Otima resisténcia mecanica, boa capacidade de deformacédo, facilidade de
fabricacdo e baixo custo de producdo, além de possibilitarem esterilizacdo e serem bem
tolerados pelo organismo. Devido a essas caracteristicas, 0s metais sdo muito utilizados na
fabricacdo de proteses e elementos para estabilizacdo de fraturas dsseas, como por exemplo,
placas e parafusos®. O cobalto, crémio, aco inoxidavel e ligas de titanio apesar de serem os
biomateriais mais utilizados na area biomédica, ainda apresentam possibilidade de toxicidade
e corrosao®?.

As cerdmicas possuem grande diversidade de composicdo e aplicacOes
biomédicas. Sdo utilizadas na fabricacdo de termdmetros, fibras para endoscopia, proteses
ortopédicas, reconstrucdes odontoldgicas, entre outros. Nesta categoria também estéo inclusos
0s vidros e o0s vitro-ceramicas®?°,

Polimeros sdo macromoléculas com alta massa molar, formados por ligacbes de
unidades repetitivas menores ao longo da cadeia principal®®. Possuem pequena tenacidade &
temperatura, baixa condutividade térmica e elétrica e baixa densidade, além de um amplo
grupo com carater macromolecular. Os polimeros sdo classificados, de acordo com sua
origem, em naturais e sintéticos e sua principal caracteristica é a biodegradabilidade®*.

O primeiro grupo € oriundo de organismos vivos, porém podem ser modificados
quimicamente. S&o representados pela celulose, quitosana, colageno, entre outros. Além de
serem biocompativeis e biofuncionais, os polimeros naturais tambem apresentam capacidade
de desaparecer ap0s a inser¢do no organismo, classificando-o como biodegradavel**=.

Os polimeros sintéticos sdo obtidos a partir de reagdes de polimerizagdo, 0s mais
conhecidos em aplicagdes biomédicas sdo polimetilmetacrilato, polietileno e poliuretano®.
Estes biomateriais permitem a reprodutibilidade, ja que possuem composi¢do quimica bem
definida®.

Os polimeros podem ser utilizados para substitui¢cdo de tecidos moles ou rigidos,

pois apresentam diferentes ac6es conforme o tempo e a temperatura de exposi¢do. A variacao
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na organizagdo da sua estrutura molecular propicia a obtengéo de diversos comportamentos
para aplicacdes especificas®.

Compdsitos sdo biomateriais formados pela fusdo de dois ou mais materiais, uma
fase dispersa (componente modificador ou de reforgo) e uma fase continua (matriz). Estas
fases sdo separadas por interfaces que podem incorporar propriedades combinadas dos
constituintes individuais, tendo em vista a producdo de um biomaterial com propriedades
aperfeicoadas que possa corrigir possiveis restricdes dos seus componentes quando utilizados
separadamente >3,

Para a aplicagdo de um biomaterial em um tecido vivo é necessario que se saiba as
particularidades do material, a reacdo gerada quando em contato ao tecido hospedeiro e as
consequéncias do uso a curto e longo periodo. Por isto, a avaliacdo do biomaterial in vitro é
uma etapa fundamental antes da aplicacdo deste in vivo. A selecdo dos testes é feita sequndo

0s requisitos das normativas sobre o assunto, como por exemplo, a SO 10993-1%".

2.1. Técnicas de caracterizacao fisico-quimica de biomateriais

Uma das abordagens da caracterizacdo de biomateriais é a observacdo das
caracteristicas morfoldgicas e a visibilizagdo de estruturas da composi¢do microscopica, por
microscopia eletronica. Podem ser utilizadas a microscopia eletronica de transmissdo e a
microscopia eletronica de varredura (MEV). A MEV revela caracteristicas morfologicas pela
emissdo e interacdo de feixes de elétrons sobre o material. Os elétrons refletidos sdo
detectados em anteparo do equipamento, geram sinal transformado em imagem formada
ponto a ponto. Desta forma, sdo obtidas imagens da superficie do material, permitindo o
reconhecimento de elementos da composicéo ultra estrutural®®=?.

Outra maneira de caracterizar 0os materiais é estudar sua composicdo estrutural
molecular. Isto pode ser realizado, dentre outras técnicas, pela espectroscopia na regido do
infravermelho, que permite identificar grupos quimicos funcionais pela comparacdo dos
modos vibracionais das moléculas de uma substancia, relacionadas principalmente a um
determinado tipo de ligacdo ou grupo funcional do material em estudo, tendo como resultados
bandas do espectro que sdo especificas de cada substdncia. As bandas do espectro
infravermelho sdo representadas em numero de onda (v). De forma pratica, além de ser
possivel estudar a composi¢cdo quimica dos materiais, pode-se analisar as interacdes entre
materiais ou desses com tecidos bioldgicos***.

Diversos biomateriais sdo estudados e caracterizados por analises térmicas, com

submissdo de amostras a temperaturas controladas para verificagdo do comportamento e
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modificacdo estrutural. Destaca-se a analise termogravimétrica (TGA), cuja finalidade é
aferir, por meio de termobalanca, ocilacbes na massa do material quando submetida a
variagdo constante de temperatura, sob controle atmosférico. E empregada para verificar a

estabilidade e possiveis modificagdes estruturais a diferentes temperaturas*®#.

2.2. Quitosana

A quitosana (Figura 1) é um polissacarideo de cadeia linear, composto de
unidades de D-glicosamina (2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose) e N-acetil-D-glicosamina (2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose), unidas por ligagcbes beta (1-4), na qual ocorre
predominancia das unidades de D-glicosamina de pelo menos 50-60%. E adquirido pela
desacetilacdo parcial da quitina, considerada o segundo polimero mais abundante no meio-
ambiente, e possui diferentes aplicacdes na area quimica, farmacéutica, médica, entre outras.
Esse polimero pode variar de acordo com o grau de desacetilacdo, viscosidade, pKa, peso
molecular, dentro outros fatores*™.

A quitina (Figura 1) é um biopolimero, também formado por unidades
monoméricas de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina, sendo a primeira a mais
predominante, um dos fatores que a diferencia da quitosana*®*’. E encontrada, principalmente,
no exoesqueleto de crustaceos, como caranguejos, camardes e lagostas, na parede celular de

fungos e também em outros organismos vivos como algas, moluscos, dentre outros*®°.

(»f(\t)ll 0O _NHCOCH,
ey
HO— ~——0 "*‘///"\() i

NHCOCH; CH;OH n
QUITINA
CH,OH NH
o \/,/()\ HO~ _— /47\1\ .
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NH; CH,OH n
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FIGURA 1 - Representacdes das estruturas de quitina e quitosana,
sendo “n” o grau de polimerizagao.
Fonte: Batisti e Campana Filho®
A obtencdo da quitina é feita por meio do exoesqueleto de crustaceos é realizada
em cinco etapas®®: lavagem, desmineralizacdo por meio de uma solucdo A4cida,
desproteinizagdo com solucéo alcalina, desodorizacdo, despigmentacdo e secagem (Figura 2).

Sdo realizadas, entre etapas, lavagens para retirada dos reagentes utilizados.
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FIGURA 2 - Fluxograma representativo da producdo da quitina em
cinco etapas: lavagem, desmineralizacéo,
desproteinizacdo, desodorizacdo, despigmentacdo e
secagem. Fonte: Adaptado de Soares™.

A quitina apresenta alta biodegradabilidade e biocompatibilidade, possibilidade de
estimular a cicatrizacdo de tecidos e alguns autores citam a sua atividade antimicrobiana®®.
E considerada biodegradavel por ser metabolizada por determinadas enzimas presentes no
organismo, como a lisozima*’. Entdo, membranas compostas por quitosana podem ser
absorvidas pelo organismo durante a cicatrizacéo tecidual, desde que submetida previamente
a desacetilacdo adequada®®.

O efeito antimicrobiano da quitina e da quitosana vem sendo estudado contra
ampla gama de bactérias, leveduras e fungos. Este efeito pode ser influenciado pelo grau de
acetilacdo, distribuicdo de cargas ao longo da cadeia, o tipo de quitosana, massa molar e
pH57,58_

Rabea e seus colaboradores™, em 2003, apresentaram resultados favoraveis em
estudos da atividade antimicrobiana da quitosana, com inibicdo significativa do crescimento
de fungos, leveduras e bacteérias.

Assim como a quitina, a quitosana também € renovavel, de facil obtencéo e
relativamente barato, quando comparadas a outros biomateriais®®. Porém, a quitina possui
baixas opcles de aplica¢bes devido as fortes interacGes entre hidrogénios intramoleculares,
dificultando as modificagdes em sua estrutura quimica e tornando-a insoltvel na maioria dos
solventes testados. De maneira contraria, a quitosana é solivel em dilui¢cdes aquosas de acidos

inorganicos e organicos®.
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A quitosana, assim como outros derivados da quitina, tem despertado interesse
dos pesquisadores por apresentar diversas aplicacfes, sobretudo por poder ser moldado em
diferentes formas fisicas, como nanoparticulas, microesferas, membranas, géis, solucdes,
filmes, entre outros, além de permitir modificacées na estrutura quimica®>®,

A quitosana pode ser utilizada como base na producdo de biomateriais para
enxerto de pele, bioadesivos, suturas, bandagens, lentes de contato, agente cicatrizador,
purificacdo das aguas residuérias, prolongamento do tempo de prateleira dos alimentos, dentre
outras aplicacdes®>.0 método mais utilizado no processo industrial, com utilizagdo de reator
especifico, é a desacetilacdo por tratamento alcalino, utilizando-se frequentemente solucéo de
hidréxido de sodio (40-60%), seguido de aquecimento (50-130°C) por tempo variavel (0,5-
24h)**% E 0 método mais estavel, porém ndo se consegue quitosana totalmente desacetilada,
cujo grau de desacetilacdo é dependente da temperatura de reacdo, do tempo e da
concentracdo de hidroxido de soédio usada, do tamanho das particulas de quitina, entre outros

fatores.

2.3. Gelatina

A gelatina é composta por proteina de alta massa molar, solavel, classificada
como biopolimero bioabsorvivel, rica em prolina, glicina e 4-hidroxiprolina®. E composta por
grandes cadeias de aminoacidos unidos por ligacbes peptidicas, que podem variar em
composicdo e na sequéncia dos aminoécidos das cadeias®’. E adquirida por hidrélise
controlada (65 a 68°C) parcial via alcalina ou acida do colageno e, por isso, também ¢
chamada de colageno hidrolisado®.

Possui baixo custo de producdo, é produzida em grande quantidade, apresenta
capacidade de formar gel termorreversivel e filmes flexiveis, propiciando utilizacdo na
industria de farmacos, cosméticos e alimenticia® ™.

A transformacdo de colageno em gelatina abrange trés modificagdes: a ruptura de
numero limitado de peptideos, o desarranjo ou ruptura das ligacdes entre as cadeias laterais e
modificagdo na conformacgéo da cadeia, constituindo mudanca essencial para conversdo do
colageno em gelatina’*.

A preparagdo da gelatina a partir do colageno é realizada industrialmente e em
cinco etapas: lavagem, extracdo, purificacdo, concentracdo e secagem. O tipo do método
escolhido para o tratamento, acido ou alcalino, ira classificar a gelatina em tipo A ou B. A
gelatina tipo A é produzida pelo tratamento em meio acido, que acontece antes da

desnaturacdo térmica. A do tipo B é obtida pela utilizacdo do processamento alcalino "*". Os



9

tipos de gelatina também diferem entre si pela capacidade de combinar com hidrocoloides
carregados negativamente e pela sua viscosidade’® ",

Pele suina, 0ssos e couro bovino sdo as matérias-primas mais utilizadas para a
producéo de gelatina. O processo acido normalmente é utilizado para tratamento da pele suina

enquanto o método alcalino é utilizado para tratamento do couro bovino”"®.

3. PEQUI (Caryocar brasiliense Camb)

3.1. Caracterizacao boténica
O pequizeiro (Figura 3), pertence a familia Caryocaraceae, e se subdivide nos
géneros Caryocar L. e Anthodiscus G. Mey e em 25 espécies. Dez espécies pertencem ao

género Caryocar e sdo encontradas no territorio brasileiro. Especificamente no cerrado sdo

encontradas trés espécies: Caryocar brasiliense Camb, Caryocar coriaceum Wittm e
77,78

Caryocar cuneatum Wittm
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FIGURA 3 - Em A, pequizeiro em florescéncia. Observa-se as caracteristicas de
arvores do cerrado, com tronco e galhos tortuosos. Em B, flores do
pequi. Suas flores sdo hermafroditas, compostas por cinco pétalas
esbranquicadas, livres entre si, com numerosos estames. Fonte:
http://www.caliandradocerrado.com.br/

Apesar da maior parte da familia Caryocaraceae ser originaria da regido
amazonica, a espécie Caryocar brasiliense Camb é a mais incidente na regido central do
Brasil, sendo caracteristica da vegetacdo do cerrado®. Dentre as espécies nativas do cerrado,
em Goias, 0 pequizeiro predomina sobre as outras espécies, tanto em area de ocorréncia como
em frequéncia’®.

O fruto do pequizeiro, o pequi, tem sua nomenclatura originada do tupi “pyqui”,
na qual “py” significa casca ou pele e “qui” espinho, fazendo referéncia aos espinhos

encontrados no endocarpo do fruto. E popularmente conhecido como pequi, piqui, pequi,
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améndoa de espinho, améndoa do Brasil ou grdo de cavalo, conforme o local de sua
ocorréncia’®.

Caracteriza-se por ser uma dupra de conformacao depresso-globosa, possui cerca
de seis a sete centimetros de diametro, podendo ultrapassar dez centimetros e possui de um a
seis pirénios por frutos®,

E constituido por expocarpo ou epicarpo, mesocarpo e endocarpo. O epicarpo é a
parte externa do fruto de coloracdo esverdeada a levemente amarelada quando o fruto esta
maduro, possui aspecto coriaceo. A regido intermediaria € chamada de mesocarpo, possui
coloracdo amarelo claro e é dividida em duas regides, mesocarpo externo e mesocarpo
interno. O mesocarpo interno é a porgao comestivel do fruto que possui coloracdo amarelada,
podendo apresentar cor laranja, rosea ou esbranquicada, é pastosa e oleaginosa. O endocarpo
é recoberto com alta densidade de espinhos delgados, rigidos, de 2 a 5 mm de comprimento e
de coloracdo avermelhada, caracteristica do género, que protege a améndoa ou a semente, que

também é comestivel (Figura 4)%%",

FIGURA 4 - Fruto do pequizeiro, pequi (Caryocar brasiliense). Em A, corte
transversal permitindo a visualizagdo do mesocarpo externo (ME) e
mesocarpo interno (MI). Em B, corte transversal do endocarpo (EN) e
semente (SE). Fonte: http://www.caliandradocerrado.com.br/

3.2. Utilidades e aplicac6es do pequi (C. brasiliense) e seus derivados
O pequi possui forte potencial para a exploracdo sustentada, gerando renda para

comunidades locais. A polpa é, tradicionalmente, consumida cozida. A améndoa é utilizada
como ingrediente de doces, pagocas e farofas e é consumida também salgada, como
petisco’*®2. Ainda é explorado de forma artesanal e muito pouco industrializado, sendo a
extracdo do oleo dos frutos o principal modo de processamento. Em algumas regides tem se
destacado, também, a producdo de conserva e a fabricagéo do licor de pequi® para finalidades

culinarias. A extracdo de Oleos da polpa e da améndoa do fruto possui também grande
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importancia na industria cosmética, para producdo de saponédceos e cremes, bem como na
medicina popular®%*.

Popularmente, as folhas, cascas dos frutos e do pequizeiro sdo utilizados como
diureticos, em infusbes antifebris, no tratamento de edemas, resfriados, gripes e doencas
respiratérias em geral. Existem relatos do uso do éleo do pequi no tratamento de Ulceras

gastricas, queimaduras, reumatismo e dores musculares®>®.

3.3. Perfil nutricional e fitoquimico do pequi (C. brasiliense)

Alguns estudos foram realizados para avaliar e determinar a composicdo do pequi.
Os resultados revelaram variagdes em funcdo do clima, solo da regido, altitude e area de
cultivo™®’.

A polpa do fruto do pequizeiro é a parte mais utilizada do fruto, possui alto valor
energético, aproximadamente, 358 calorias a cada 100 gramas e é uma fonte importante de
fibra alimentar, lipidios e proteinas®. Encontra-se também vitaminas A, B1, B2, B3 e C**%.

Dentre os lipidios presentes na polpa, 61,35% sdo de acidos graxos insaturados e
37,97% sdo de acidos graxos saturados. Predominam os acidos oleico, palmitico, com
aproximadamente 55,87% e 35,17%, respectivamente, semelhantes aos teores encontrados na
améndoa. Encontram-se, também, no pequi, os acidos palmitoleico, esteriarico, linoleico e
outros acidos graxos em menores quantidades™.

A polpa do pequi e a améndoa também sdo fontes consideraveis de magnésio,
zinco, cobre, fosforo, célcio, ferro, manganés, potassio, sodio e fonte potencial de vitamina
C®9_ A elevada proporcdo de lipidios que compdem esse fruto e a alta incidéncia de radiacdo
solar favorecem a geracdo de radicais livres e a lipoperoxidagdo. Desta forma, o pequi
necessita de meios para interromper a degradacdo dos lipidios presentes no fruto. Compostos
secundarios presentes na planta, como os carotenoides, compostos fenolicos e vitamina E,
possuem propriedades antioxidantes que apresentam papel importante na prevengdo do
estresse oxidativo no pequizeiro o que evita a formacéo de radicais livres®*%. Entende-se que
estes compostos antioxidantes possuem importancia na prevencao e tratamento do estresse

oxidativo®*%.

3.4. Oleo de pequi (C. brasiliense): obten¢Zo e composic&o
A extracdo do oOleo pode ser feita de modo artesanal, com a utilizacdo de &gua

aguecida. Inicia-se com a retirada da casca dos frutos e coloca-se sob cozimento por cerca de

40 minutos. ApOs 0 cozimento, os frutos sdo resfriados e refrigerados para posterior
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maceragdo. O processo de maceracdo frequentemente é realizado nas horas do dia em que a
temperatura ndo é muito alta, para facilitar a coagulagdo da gordura. Em seguida, a gordura é
separada e levada a novo cozimento para retirada da dgua. Dessa forma, com o derretimento
da gordura, obtém-se o 6leo que é envasado em garrafas™.

A extracdo artesanal por maceracdo é realizada, normalmente, por pequenos
produtores e possui baixo rendimento. No entanto, em pequenos processos industriais, realiza-
se a extracdo por solventes como o0 hexano, o etanol e o isopropanol. O processo envolve a
maceracao inicial dos frutos e posterior contato com o solvente em equipamentos especificos,
sob agitacao®®’.

Mais recentemente, novas formas de extracdo tem sido pesquisadas, com o uso da
associacdo de solventes com fluidos supercitricos, enzimas e membranas com diversos tipos

de pré-tratamento como micro-ondas, ultrassom e pulsos elétricos®®.

3.5. Aplicacdes populares e experimentais do 6leo de pequi

Diversas comunidades do bioma cerrado brasileiro tém relatado o uso do 6leo de
pequi como tonificante, expectorante, no tratamento de bronquites, gripes, resfriados, Ulceras
gastricas, edemas e queimaduras’’.

Em estudos experimentais, os 0leos essenciais das améndoas apresentaram
atividade antifingica contra Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis em
testes in vitro'% por terem muitos compostos com propriedades antioxidantes®®.

Mais recentemente, em estudo sobre a a¢do antimicrobiana do 6leo de pequi em
preparacdo de sabonetes, utilizando-se de determinacdo da concentracdo inibitoria minima,
demonstrou-se atividade contra as bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Escherichia coli. Além disso, foi relatada atividade moderada para os fungos
Candida krusei, Candida albicans e Candida parapsilosis™.

Além da atividade antimicrobiana, outros trabalhos relataram acdo anti-
inflamatéria do O6leo de pequi. A aplicacdo tdépica de oleo da améndoa de
C. coriaceum foi capaz de reduzir a inflamacdo em edema agudo de orelha e
acelerou o reparo de feridas cutaneas de ratos de maneira dose-dependente®.

Batista e seus colaboradores®, utilizaram 6leo de pequi em feridas cutaneas em
ratos e concluiram que o processo inflamatorio foi atenuado e o cicatricial otimizado em

100

relacdo ao grupo controle. Diniz™" utilizou microemulsdes contendo 6leo de pequi em lesdes

na pata de camundongos e verificou atividade anti-inflamatéria satisfatoria. Outros
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pesquisadores relataram efeito positivo como anti-inflamatorio e gastroprotetor em lesdes
gastricas induzidas experimentalmente em ratos'®".

Em trabalho experimental com ratos, incorporou-se o Oleo de pequi em
membranas de colageno e gelatina. A presenca do Gleo atenuou o processo inflamatdrio,
recrutou maior quantidade de fibroblastos e consequentemente estimulou maior producédo de

coldgeno em relacéo as membranas sem 6leo de pequi'®.
4. TESTES IN VITRO

Testes in vitro sdo cruciais para o desenvolvimento e validacdo de novos
biomateriais, sobretudo por avaliarem estimulos potencialmente geradores de reacédo
bioldgica'®. Ressalte-se que esses testes ndo substituem os testes in vivo. Porém, estudos do
comportamento celular in vitro sdo essenciais para obtencdo do uso coerente e seguro na
pratica médica e fazem com que ocorra considerdvel diminuicdo do nimero de animais
utilizados em pesquisas, principalmente segundo rigorosa regulamentacdo de utilizacdo de
animais em laborat6rio™® 1%,

A partir dessa necessidade, foi criado um guia para avaliacdo de testes iniciais de
biocompatibilidade para a selecdo apropriada das avaliagdes iniciais para cada material e seu
tempo de contato, a Norma 1SO 10993*'. Para reduzir as necessidades de avaliagdes in vivo, o
Comité Europeu para padronizacdo (CEN) também recomenda a estandardizacdo da
utilizacdo de métodos in vitro'®.

Segundo a International Organization for Standardization (1SO)*’, os testes de
citotoxicidade in vitro devem ser os primeiros a avaliar a biocompatibilidade de qualquer
material para uso biomédico e verificar aqueles que sdo citotoxicos. Materiais citotoxicos
geralmente n&o requerem avaliaco in vivo'%®%’,

Ensaios in vitro sdo utilizados para selecdo inicial e para a avaliacdo da
biocompatibilidade do material. O teste de citotoxicidade avalia o efeito toxico do material
em nivel celular, tais como alteracdes da permeabilidade da membrana, inibi¢cdes enzimaticas
e até morte celular. A citotoxicidade representa fator adverso a resposta adequada do
hospedeiro, isto é, a ndo compatibilidade do material testado'®'%. Além da avaliacdo da
citotoxicidade, nos testes in vitro € possivel notar crescimento celular diretamente sobre os
biomateriais e avaliar caracteristicas e mecanismos de permeacéo e adesdo celular'®,

Além de serem reprodutiveis, 0s testes in vitro proporcionam maior facilidade de

execucdo quanto a avaliacdo clinica, sdo executados em menor tempo, séo sensiveis e de facil
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acesso financeiramente. Porém, deve-se analisar a fidelidade e representatividade do teste
diante das condicBes em que o biomaterial deve ser empregado’®*%°,

Normas e compéndios indicam testes in vitro em culturas celulares para a
avaliacdo de biocompatibildade. As culturas celulares em monocamadas ou bidimensionais
constituem método eficaz para avaliacdo da citotoxicidade de biomateriais'*.

A viabilidade celular pode ser analisada mediante aplicacdo de distintos métodos,
como a inibicdo da formacdo de coldnias celulares e principalmente pela incorporacdo de
corantes vitais™?. O corante vermelho neutro, por exemplo, é sol(ivel em agua, passa pela
membrana celular e acumula-se nos lisossomos. Quando o material a ser testado danifica as
membranas celulares resulta em decréscimo de captura e ligacdo desse corante e entdo, a
medida de intensidade de cor da cultura celular permite diferenciar células vivas e danificadas
de células mortas****.

A linhagem de fibroblasto de camundongo (L929) s&o as mais recomendadas para
utilizacdo em testes de citotoxicidade de biomateriais, pois é de facil cultivo e fornece
resultados que apresentam alta correlacdo com fibroblastos provenientes de tecidos

bioldgicos'®.

4.1. Cultura celular
Quando iniciaram o0s experimentos com cultivo celular, os meios de cultura eram

extraidos de linfa e coagulos de plasma, o que restringia os estudos, pois a composi¢cdo dos
meios era muito variavel. Esta limitacdo ocasionou o interesse em desenvolver meios de
cultura quimicamente definidos, os quais permitissem reconhecer 0os componentes dos meios
de cultura que eram imprescindiveis para a sobrevivéncia e o crescimento de cada tipo
celular'®.

O primeiro meio quimicamente estabelecido foi criado somente na década de
1950, composto por amino&cidos, vitaminas, carboidratos, fatores séricos e sais. Nesta epoca
pesquisadores acreditavam que o soro era fundamental para disponibilizar algum nutriente.
Mais tarde, descobriram que a fungdo do soro era fornecer fatores de crescimento e néo
apenas nutrientes™®>,

As linhagens celulares utilizadas em testes in vitro podem ser linhagens celulares
permanentes ou culturas primarias, como os fibroblastos da pele. Essas células séo obtidas de
determinadas linhagens e fornecidas por bancos celulares ou de tecidos™®**’.

Para a realizacdo de testes in vitro sdo necessarios trés componentes, o0 sistema

biologico, o contato da célula com o material e o resultado. O sistema bioldgico mais
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comumente utilizado é a cultura de células, que podem ser oriundas de linhagens permanentes
ou de cultura priméria™®.

As células L929 sdo linhagens de fibroblasto de camundongos. Sdo células
aderentes que frequentemente sdo utilizadas para avaliacdo da biocompatibilidade de
materiais™®. Possuem morfologia fibroblastoide e s&o encontradas majoritariamente em

tecidos conectivos danificados, sendo muito importante na regeneraco tecidual*?.

4.2. Avaliacao da citotoxicidade
Testes de citotoxicidade baseiam-se em colocar o material direta ou indiretamente

em contato com cultura de células de mamiferos e avaliar as modificacfes celulares por
diferentes procedimentos, como incorporacgéo de corantes ou inibi¢cdo da formacao de coldnias
celulares*?.,

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo classificados em trés categorias pela norma
ISO 10993-5: teste de contato indireto, de contato direto e de extrato do material em
diferentes diluices. Testes de contato direto e de extrato propiciam a avaliacdo quantitativa e
qualitativa da citotoxicidade de biomateriais e, quando em contato com o0s materiais,
possibilitam a avaliacdo da viabilidade celular®”*??. No teste de eluicéo, adiciona-se o extrato
do material em diferentes concentracdes nas culturas celulares. Posteriormente, é realizada
analise por meio da observacdo da inibicdo ou ndo do crescimento das células com o uso de
corantes vitais*?.

No teste de contato indireto, ou de difusdo, o material a ser testado é aplicado
sobre uma camada de &gar que reveste a camada de células. Se o material liberar substancias
toxicas, estas irdo difundir-se pela camada de &gar, atingir as células e, consequentemente,
causar rupturas celulares e formacédo de um halo. Este teste possibilita a avaliacdo qualitativa
da citotoxicidade®?.

Portanto, os testes de citotoxicidade tém como finalidade identificar se o material
ou dispositivo possui capacidade de gerar efeitos subletais ou letais no meio bioldgico em
nivel celular. E um teste padronizado pelas normas 1SO 10993-5, sensivel, rapido e de baixo
custo*?,

Os testes in vitro que avaliam a citotoxicidade das células estdo relacionados com
modificagdes que ocorre nas células, desde alteracOes leves, de determinadas fungdes
celulares, até a morte celular. A morte celular é evidenciada por alteracdes na morfologia

celular, como o arredondamento das células e aumento da vacuolizagdo do citoplasma,
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reducdo da adesdo celular, auséncia ou mudanga na atividade metabdlica, lise das células e
proliferacdo celular diminuida'®.

Os resultados dos testes de citotoxicidade séo extraidos do contato direto das
células com o biomaterial a ser testado. A viabilidade celular € demonstrada pela porcentagem
de células vivas do material testado em relacéo a porcentagem de células do controle positivo
de citotoxicidade*®**%,

Para a avaliagdo quantitativa da viabilidade celular, realiza-se métodos
colorimétricos com uso de corantes como 0 MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difenil-2-1L)-5-
difenil brometo de tetrazolio) e 0 MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-21IL)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2H-tetrazdlio)'”®. A avaliacdo quantitativa determina se ocorreu inibicdo do crescimento,
proliferacdo ou morte celular. Com reducdo da viabilidade celular em mais de 30%, ja se
conclui que existe um efeito citotéxico®’.

A avaliacdo qualitativa € realizada pela avaliagdo microscopica das células com
a utilizacdo de coloracGes citogénicas, na qual observam-se alteragdes na morfologia celular
como integridade de membrana, vacuolizacdo, entre outras alteraces morfoldgicas. Esta
avaliacdo, em ensaios in vitro, é definida, segundo as normas da ISO 10993 em cinco

categorias que estdo descritas no Quadro 1%

QUADRO 1 - Classificagdo morfoldgica qualitativa de células submetidas ao teste de citotoxicidade
de extratos, segundo a Norma ISO 10993

GRAU REATIVIDADE CONDICAO DAS CELULAS

0 Nula Granulos intracitoplasmaticos discretos; sem lise celular e sem
reducdo do crescimento celular

1 Leve Menos de 20% das células estdo arredondadas, sem fixagdo e
sem granulos intracitoplasmaticos; presenca de células
rompidas; ligeira inibicdo do crescimento é observado

2 Suave No maximo 50% das células estardo arredondadas ou
rompidas. N&o apresenta mais de 50% de inibicdo do
crescimento celular

3 Moderado Ate 70% das células estdo arredondadas ou lisadas; mais de
50% de inibicdo do crescimento é observado

4 Grave Destruicdo quase completa ou completa das camadas de
células
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A escolha do teste depende da natureza da amostra a ser testada, localidade em
que sera aplicado o material e do objetivo de uso'®. Os tempos de exposicdo dos materiais
testes podem ser curtos, de até quatro horas, ou de longo intervalo, com periodos de 24 horas
ou mais*"**. Segundo Hanks e colaboradores'®°, a citotoxicidade aguda pode ser constatada

no periodo de 24 horas.

4.2.1. Tipos de testes de citotoxicidade
a) Ensaio do MTT

O teste do MTT refere-se a um método laboratorial colorimétrico e quantitativo
desenvolvido para andlise da viabilidade celular, por meio da avaliacdo da atividade
mitocondrial. E utilizado para avaliar a citotoxicidade de medicamentos e materiais™".

O sal tetrazdlio amarelo ou MTT ¢é reduzido (Figura 5) na mitocdndria, pela
atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, transformando-se em cristais de formazan de
cor purpura. Esta reducdo acontece somente na mitocondria de células que estdo vivas e

metabolicamente ativas e ndo acontece em células mortas®3:%,

Dehidrogenases r’j
N,N | mitocondriais N—N’%‘*
oy —— ol
=N’ S N=N .
N T ‘-,..--b
| | p—CH,
- \ jEHE N=_(‘>7 3
'I:Ha CH,
MTT MTT reduzido
FIGURA 5 - Reducdo do MTT por enzimas mitocondriais.

Fonte:http://www.fcfar.unesp.br/Home/Pos-
graduacao/CienciasFarmaceuticas/juliana_pizarro-
completo.pdf

Assim sendo, a viabilidade celular pode ser estabelecida pela intensidade da
coloracédo atingida que € equivalente a quantidade de cristais de formazan produzidos, os
quais podem ser quantificados por espectrofotometria. Portanto, o teste ira avaliar a atividade
mitocondrial das células vivas e representa um parametro da sua atividade metabdlica®****,

O uso de solventes organicos, como dimetilsulfoxido (DMSO) ou isopropanol, é
necessario, pois os cristais de formazan nédo séo sollGveis em agua, o que impede as analises

espectrofotométricas diretas. Assim sendo, foi sintetizado um novo sal de tetrazolio, 0 MTS
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(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(-4-sulfophenyl)-2h-

tetrazolium), que demonstrou possuir importantes vantagens*®.

b) Ensaio do MTS
O teste de MTS ¢é fundamentado na analise quantitativa de células viaveis
depois da exposi¢do ao agente tdxico. O corante MTS também forma cristais de formazan
pela reducdo realizada pela enzima desidrogenase mitocondrial, porém esses cristais séo
solGveis em agua, ao contrario do corante MTT, e consequentemente ndo € necessaria
utilizacdo de solventes orgénicos. Porem o corante é utilizado juntamente com um agente
acoplador de elétrons, chamado fenazina metossulfato. A quantidade de MTS incorporada

nas células é diretamente proporcional ao niimero de células vivas na cultura'®®.

c) Método difusdo em &gar
Neste teste, 0 material a ser testado é colocado sobre uma camada de agar que
reveste uma camada de celulas, quando na presenca de substancias toxicas, estas irdo se
difundir pela camada fina de agar, proporcionando rompimento ou morte celular, observado

pelo halo formado, como representado pela figura 2.

FIGURA 5 - Avaliacdo macroscépica do controle negativo realizado
com papel de filtro, onde ndo ocorre a formacdo do
halo (seta em A). E controle positivo realizado com
latex, nota-se a presenca de halo com diametro de 13
mm (seta em B).

Fonte: Amaral'®

No entanto, o halo s6 pode ser notado quando ocorre morte celular, devido a
liberacdo do corante vermelho neutro absorvido pelas células o qual ir& apresentar aparéncia
transparente na regido'®*. O resultado é obtido pela medida do indice do halo demonstrado
pela area ndo corada pelo corante vital, representado pelo quadro 2°.
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QUADRO 2 - Graus de reatividade para agar e teste de difusdo de filtro e teste de contato direto em
avaliacBes de citotoxicidade, segundo as Normas 1SO 10993%’

GRAU REATIVIDADE DESCRICAO DA ZONA DE REATIVIDADE

0 Nula Nenhuma zona detectavel ao redor ou sob o espécime

1 Leve Algumas células mal formadas ou degeneradas sob espécime
2 Suave Zona suave limitada a area sob espécime

3 Moderada Ampliacdo do tamanho da amostra até 1,0 cm

4 Grave Se estende mais de 1,0 cm além do espécime

d) Teste do vermelho neutro

O vermelho neutro (3-amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine hydrocloride) é
um corante gque atravessa a membrana plasmatica em pH fisioldgico e concentra-se no interior
de lisossomos das células vivas, e fixa-se devido a ligacdes eletrostaticas nos sitios aniénicos
da matriz lisossomal™***%,

A cultura de células de mamiferos € posta em contato com os extratos a serem
testado em microplacas de 96 pocos e a avaliacdo da citototoxicidade pode ser feita com a
utilizacdo do método de incorporacdo do corante vermelho neutro. Este teste € um teste de
baixo custo, eficaz, quantitativo e determina se a substdncia testada é potencialmente
toxica'?.

Quando a célula foi danificada pelo material testado, ocorre o decréscimo de
captura e ligacdo do vermelho neutro e é possivel diferenciar células vivas de células mortas
pela intensidade de coloragdo final por meio da espectrofotometria™®.

Os valores obtidos com a espectrofotometria permite-se o célculo da média da
porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle de células, o que determina a
concentracdo do material que induz 50% de lise ou morte celular e como consequéncia a
inibicdo de incorporagdo do vermelho neutro. O calculo do IC50 permite a graduagdo do
efeito citotéxico (concentracdo do produto que inibe 50% do crescimento celular)®’.

e) Teste do azul de Trypan
O teste de azul de Trypan é utilizado para determinar a viabilidade celular, € um
teste rapido e de facil execucdo. Este teste demonstra o numero de células viaveis com a
utilizacdo do uso do corante azul de Trypan e da cAmara de Neubauer, ja que as células ndo
viaveis sdo permedveis a este corante devido a presenga de poros na membrana que possibilita

a penetracdo do corante e assim, essas células apresentam coloracdo azul apés o tratamento™*®.
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A viabilidade celular é avaliada com auxilio de microscépio Optico e a
porcentagem de viabilidade celular calculada conforme equagéo abaixo (2):

numero de células nio coradas (2)

% viabilidade = x 100

numero total de células

Os testes de citotoxicidade podem apresentar resultados positivos e negativos.
Resultados positivos demonstram que a substancia testada apresenta uma ou mais substancias

que podem causar morte celular. J& o resultado negativo é indicativo de auséncia de

toxicidade na substancia testada®®’.
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CAPITULO 2 - OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA
MEMBRANA DE QUITOSANA, GELATINA E OLEO DE PEQUI

RESUMO

Para o desenvolvimento de materiais biocompativeis que possam ser utilizados na area
biomédica é necessario que se conhega particularidades e caracteristicas destes materiais.
Estas avaliacBes sdo realizadas por meio da caracterizagdo fisico-qupimica do produto
isolado, assim como do produto final. O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento e a
caracterizacdo fisico-quimica de um biomaterial, na forma de membrana, composto por
quitosana, gelatina e diferentes proporgdes do 6leo de pequi, que possibilitasse a producao de
uma membrana resistente e homogénea para auxiliar na regeneracao tecidual. Empregou-se as
técnicas de microscopia eletrbnica de varredura, analises térmicas e espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho, as quais permitiram observar que a associacdo foi
efetiva sem interacdo entre os componentes utilizados, possibilitando a producdo de
membrana com potencial para utilizacdo em feridas.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense Camb, espectroscopia de infravermelho, microscopia
eletrbnica

PRODUCTION AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF A
CHITOSAN-GELATINE-PEQUI OIL-BASED MEMBRANE

ABSTRACT

For the development of biocompatible materials that can be used in the biomedical area it is
necessary to know the characteristics and characteristics of these materials. These evaluations
are carried out by means of technical analyzes for the characterization of the isolated product
as well as the final product. The objective of this study was the development and physical-
chemical characterization of a biomaterial, in the form of membrane, composed of chitosan,
gelatine and different proportions of pequi oil, that allowed the production of a resistant and
homogeneous membrane to aid in tissue regeneration . Scanning electron microscopy, thermal
analysis and absorption spectroscopy techniques were used, which allowed to observe that the
association was effective without interaction between the elements used, allowing the
production of membrane with potential for use in wounds.

Keywords: Caryocar brasiliense Camb, electron microscopy, infrared spectroscopy
1. INTRODUCAO

Biomateriais sdo substancias elaboradas para substituirem parcial ou totalmente,

tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo, de forma econdmica e aceitavel fisiologicamente. Podem
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ser substancias ou associa¢Ges de substancias naturais e/ou sintéticas, que irdo estar em
contato direto com os tecidos vivos® 2.

Um material é classificado como biocompativel quando este ndo é tdxico, ndo
desenvolve mutagenicidade, alergenicidade, nem carcinogenicidade®. A resposta deste
material no organismo ira depender, além de suas propriedades e caracteristicas, do local de
aplicacéo”.

A quitosana é um polissacarideo adquirido pela desacetilacdo parcial da quitina, a
qual é encontrada, principalmente, no exoesqueleto de crustaceos, parede celular de fungos e
em outros organismos como algas e moluscos>°. E composta de unidades de D-glicosamina e
N-acetil-D-glicosamina”®. Vem despertando interesse por se tratar de um composto
biodegradavel e biocompativel®. Além de permitir variacdes na sua forma fisica e na estrutura
quimica, possibilita diversas aplicagcdes praticas como, por exemplo, no tratamento de aguas e
efluentes, na regeneracdo tecidual, na producéo de membranas artificiais, locdes e cremes™®.

A gelatina € um polimero bioreabsorvivel com alta massa molar, composta por
cadeias de aminoacidos**. E obtida por meio da hidrélise do colageno®. Apresenta capacidade
de formar filmes flexiveis e geéis termorreversiveis, viabilizando a sua utilizacdo na industria
de farmacos™® .

O pequi € fruto do pequizeiro pertencente a familia Caryocaraceae.
Comunidadades do cerrado brasileiro tem relatado o uso de cascas, folhas e frutos do pequi na
medicina popular. O 6leo do pequi tem sido utilizado, por populares, no tratamento de
doencas respiratérias, Ulceras géstricas, edemas e queimaduras™. O 6leo do pequi apresenta
acdo anti-inflamatoria. A aplicacdo topica desse extrato foi capaz de reduzir a inflamacéo de
edema agudo de orelha em ratos'®. H& relatos de aceleracdo da cicatrizacdo de feridas
cutaneas, devido a atenuacdo do processo inflamatério e otimizagdo da cicatrizagao® " %8,

As caracteristicas fisico-quimicas afetam o comportamento in vivo dos
biomateriais, sendo determinadas mediante testes variados. A microscopia eletronica de
varredura (MEV) permite a caracterizagdo dos materiais de acordo com sua organizagdo
morfolégica e estrutural, por meio da emissdo e interacdo de feixes de elétrons®™. A
espectroscopia de infravermelho permite compreender a composi¢do quimica dos materiais e
presumir possiveis interacdes com outros materiais ou mesmo com o tecido bioldgico por
meio da comparagdo dos modos vibracionais das moléculas de uma substancia®® #. A
termogravimetria (TGA) € utilizada para verificar estabilidade e possiveis modificacdes
estruturais em diferentes temperaturas, esta técnica analisa a alteracdo da massa do material

quando sujeito a uma variagdo constante de temperatura™® %,
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N&o ha na literatura cientifica atual relatos sobre o emprego da associacdo ente
quitosana, gelatina e 6leo de pequi. Dessa forma, a associacdo na forma de membrana
demonstra-se interessante devido as propriedades dos componentes quando utilizados
separadamente para a obtencdo de membranas que podem ser empregadas na reparacdo
tecidual. Para tanto, sdo necessarias anélises técnicas para a caracterizacdo e determinacdo da
possivel aplicabilidade dos compostos em estudo na regeneracdo tecidual de feridas dado as
caracteristicas cicatrizante e antiinflamatdrias dos componentes utilizados.

Portanto, o objetivo desse estudo foi desenvolver membrana composta por
quitosana, gelatina e 6leo de pequi e avaliar suas propriedades fisico-quimicas visando
aplicacdo como biomaterial.

2. MATERIAL E METODOS

A quitosana foi obtida a partir da quitina de gladios de lulas do género Loligo sp,
cedidas por Miami Comércio e Exportacdo e Pescados Ltda. (Cananéia-SP). A manipulacéo e
preparo do material foram realizados no Grupo de Bioguimica e Biomateriais do Instituto de
Quimica de Sao Carlos — USP. Inicialmente os gladios de lula foram lavados com &agua
corrente para a remogdo de residuos e submetidos em estufa a 40°C para a secagem completa
do material, por trés horas, e posterior a trituragdo. Em seguida, foi realizada a
desproteinizacdo-desmineralizacdo, por meio de tratamento alcalino com uma solucdo de
NaOH 0,3 mol L™, obtendo-se a p-quitina. Na etapa final, foi feita a desacetilagdo com NaOH
40%°%. A quitosana foi submetida & solucdo de acido acético 1% para a obtencdo de gel de
quitosana a 2%.

Para a obtencdo do gel, foi utilizada gelatina suina do tipo A (SIGMA®),
solubilizada em agua, sob agitacdo constante por trinta minutos e temperatura de 60°C,
resultando em solucdo a 2%. Em seguida, a solucdo de gelatina foi resfriada a 5°C para a
gelificagdo. Os procedimentos foram realizados segundo instrugdes do fabricante.

O dleo da polpa de pequi (Caryocar brasiliense) foi obtido junto a Cooperativa
dos Agricultores Familiares e Agroextrativista Grande Sertdo, em Minas Gerais, cuja extragdo
foi realizada de forma artesanal em recipiente de aluminio. A polpa do fruto foi submetida a
cozimento em &gua, com separacdo do 6leo sobrenadante. Em seguida, o 0leo foi seco em
pelo método de evaporacao e, apds a retirada da agua por decantacdo, por meio da utilizacao
de papel de filtro?*.

As membranas foram desenvolvidas a partir de emulsdes obtidas da mistura

quitosana-gelatina, na propor¢éo 2:1 com a adi¢éo lenta de solu¢do com ou sem 6leo de pequi,
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descritas no quadro 1, para cada 50 g da mistura sob agitacdo a 2000 rpm, durante uma hora e
em banho de ultrassom (40kHz).

QUADRO 1 - Composi¢des das solucbes preparadas sem e com 6leo de pequi com suas
respectivas membranas

MEMBRANA COMPOSICAO

MQG 1,0 mL etanol + 3,0 mL &c. acético

MQGOP1 1,0 mL de bleo de pequi + 1,0 mL de etanol + 2,0 mL de &c. acético
MQGOP2 2,0 mL de 6leo de pequi + 1,0 mL de etanol + 1,0 mL de ac. acético
MQGOP3 3,0 mL de 6leo de pequi + 1,0 mL de etanol + 1,0 mL de ac. acético

As preparacOes foram desaeradas e estocadas sob refrigeracéo. Para obtencdo do
formato das membranas, utilizou-se cinco gramas de cada preparacdo que foram despejadas
em moldes de teflon® de 1,5 x 11,0 x 0,2 cm. Todos os materiais foram neutralizados em
vapor de amonia durante 24 horas e em seguida foram deixadas sob fluxo de ar por dez dias.

As membranas obtidas foram caracterizadas pelas técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura, termogravimetria e espectroscopia de absorcéo no infravermelho.

Com a microscopia eletrénica de varredura é possivel obter fotomicrografias, por
meio do equipamento LEO 440 (LEO Electron Microscopy Ltda) com detector Oxford
(Oxford Instruments Inc.), a partir de amostras da membrana controle e membranas com as
diferentes concentracdes do 6leo de pequi, nas dimensbes de 0,5 x 0,5 cm, recobertas,
previamente, por uma camada de ouro para observar-se a morfologia das membranas.

As curvas termogravimétricas foram obtidas pela utilizacdo de amostras de
aproximadamente 10 mg, em atmosfera de ar sintético com variacdo de temperatura de 25 a
800°C e razdo de aguecimento de 10°C min® em um equipamento TGA Q50 (TA
Instruments).

Os espectros do oOleo de pequi, gel de quitosana e gel de gelatina foram obtidos
individualmente, preparados em pastilha de silicio. O dleo foi gotejado sobre as pastilhas e o0s
géis de quitosana e gelatina foram dispostos formando uma camada delgada e seca sobre as
pastilhas. Também foram feitos filmes das preparacfes da quitosana, gelatina e éleo de pequi

nas diferentes concentracdes, ap6s diluicdo em solugédo de acido acético pH 3,5, na propor¢édo
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de 1:3. A anélise foi feita em um intervalo entre 400 a 4000 cm*, com 32 scans e resolucdo
de 4 cm™ utilizando-se um espectrofotdmetro de FT-IR Shimadzu IR Affinity — 1.

As membranas a serem submetidas aos experimentos foram acondicionadas em
embalagens de papel grau cirdrgico especifico e em seguida foram esterilizadas em 6xido de
etileno (ETO), por seis horas a 55°C e 60% de umidade. O mesmo foi realizado com as
amostras de controle negativo (papel filtro) e controle positivo (fragmentos de luvas de latex).
As amostras foram mantidas armazenadas em papel grau cirargico lacrado até o inicio do

experimento.

3. RESULTADOS
O aspecto macroscépico e coloracdo das membranas podem ser observados na

Figura 1.

™~

FIGURA 1 - Fotografia digital das membranas obtidas. Em A, MQG (membrana de quitosana e
gelatina), de aspecto homogéneo e transparente. Em B, C e D, membranas MQGOP1
(membrana de quitosa na, gelatina e 1,0 mL de dleo de pequi), MQGOP2 (membrana
de quitosana, gelatina e 2 mL de 6leo de pequi), MQGOP3 (membrana de quitosana,
gelatina e 3 mL de oleo de pequi), respectivamente, com oOleo de pequi em
concentragdes crescentes. As trés membranas apresentaram aspecto homogéneo e
coloragdo amarelada, com intensidade proporcional a concentragdo de 6leo de pequi.

Quanto ao aspecto macroscopico, observou-se que as membranas controle,
compostas por gel de quitosana e gel de gelatina, apresentaram-se transparentes e delgadas.
As membranas contendo O6leo de pequi apresentaram-se delgadas e amareladas, com
intensidade proporcional & concentracdo do 6leo.

As fotomicrografias por MEV para as membranas estdo na Figura 2. E possivel
observar que a membrana controle, sem a presenca do 6leo de pequi, ficou com aspeco e
filme homogéneo e liso. No entanto, as membranas com a presenca do Oleo de pequi
apresentam vesivulas com tamanhos variados e contornos ndo defindos bem como filamentos

com aparéncia de cristal. O aumento na proporc¢do do 6leo reduziu o tamanho das vesiculas e
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aumentou sua uniformidade. A presenca de filamentos com aspecto de cristal também foi
proporcional & concentragdo do 6leo de pequi.

FIGURA 2 - Fotomicrografias das membranas obtidas. Em A e B, MQG, 200X e 1000X. Observa-se
aspecto liso e homogéneo. Em C e D, MQGOP1, 200X e 1000X. Observa-se a presencga

de estruturas vesiculares e filamento com aspecto de cristal. Em E e F, MQGOP2, 200X
e 1000X. Observa-se a presenca de estruturas vesiculares e 0 aumento da quantidade de
filamentos com aspecto de cristal. Em G e H, MQGOP3, 200X e 1000X. Houve maior
aumento da quantidade de filamentos com aspecto de cristal, entre as estruturas

vesiculares.

Para o 6leo de pequi (Figura 3), o espectro mostrou bandas na regido de 3000 a
2780 cm, referentes & ligacdo C-H de alcanos; a banda em 1743 cm™, referente ao
estiramento do grupo carbonila (C=0), caracteristico dos ésteres; e as bandas em 1238, 1163 e
1116 cm™ referentes as vibracdes da ligagdo C—O da ligagdo éster no triacilglicerol. A
deformacdo angular da ligacdo C-H simétrica e assimeétrica estdo presentes nas bandas em
1464 e 721 cm™, respectivamente?.

O espectro de absor¢édo da gelatina (Figura 3) mostra uma banda intensa em 1653
cm* que corresponde a amida I devido a deformagédo axial da ligacdo C=0. A amida II esta
presente na banda em 1552 cm™ referente ao estiramento da ligagdo C—N e & deformacéo
angular N-H. A banda em 1240 cm™ refere-se & amida Ill devido ao estiramento C-N e a

deformacdo N-H. A banda na regi&o de 3320 cm™ é referente & amida A.
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FIGURA 3 — Em A o espectro na regido do infravermelho para éleo de pequi, gelatina e quitosana. Em
B Espectro na regido do infravermelho para as membranas MQG (membrana de
quitosana e gelatina), MQGOP1 (membrana de quitosana, gelatina e 1 mL de 6leo de
pequi), MQGOP2 (membrana de quitosana, gelatina e 2 mL de 6leo de pequi) e
MQGOP3 (membrana de quitosana, gelatina e 3 mL de 6leo de pequi).

Para a quitosana, seu espectro (Figura 3) mostra uma banda larga e intensa na
regido entre 3720-2990 cm™, referente ao estiramento O—H a qual se sobrepde a banda da
ligacdo N—H. Em 1651 cm™, banda correspondente & amida | atribuida & vibracio da ligac&o
C-O das unidades acetiladas; em 1581 cm™, refere-se & amida Il; e em 1323 cm™
correspondente ao estiramento do grupo —CO-N—. A banda entre 850 e 1200 cm™ relaciona-
se com 0s anéis piranosidicos®.

Para os filmes das emulsdes contendo quitosana, gelatina e Gleo de pequi,
observam-se nos espectros no infravermelho (Figura 3) as bandas caracteristicas de cada
material, sem deslocamentos, indicando que ndo ocorreu interacdo entre eles. O teor crescente
do 6leo de pequi nas emulsBes estd evidenciado por meio das bandas na regido de 3000 a
2780 cm*, referente & ligagdo C-H de alcanos, juntamente com a banda em 1745 cm™,

referente ao estiramento C=0, caracteristico dos ésteres.

4. DISCUSSAO
A obtencdo do biomaterial composto por quitosana, gelatina e 6leo de pequi foi
realizada a contento, obtendo-se diferentes concentracbes do 6leo em relagdo a mistura de
quitosana e gelatina. As membranas apresentaram-se delgadas, com certa flexibilidade, com
potencial para serem adaptadas sobre feridas, caso sua aplicagéo préatica seja viavel.
As diferentes concentragdes de 6leo foram obtidas conforme o limite de mistura
dos componentes que ndo tornasse a membrana fragil e fragmentada, uma vez que néo

existem relatos de obtencéo anterior da utilizacdo destes materiais associados.
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Biomaterial semelhante, utilizando colageno, gelatina e 6leo de pequi foi obtida
por Rabbers?’, que descreveu que diferentes concentracdes do 6leo em relacéo ao colageno e
gelatina dependeram das caracteristicas macroscopicas finais de fragilidade e fragmentacéo.
Apesar de serem componentes com composi¢do quimica diversa e complexa, a mistura e
associacédo séo efetivas, observando-se o produto final desejado, considerando-se a aplicagéo
pratica em feridas para o material®.

A espectroscopia na regido do infravermelho da quitosana, gelatina e 6leo de
pequi isolados, revelou bandas correspondentes as ligacdes e estiramentos caracteristicos da
sua composicdo quimica. A partir destas informacdes, a comparagdo com a espectroscopia
realizada para o biomaterial contendo os trés componentes, demonstrou que a quitosana, a
gelatina e o 6leo de pequi mantiveram os mesmos espectros, correspondentes as ligacdes e
estiramentos caracteristicos, demonstrando que ndo houve interacdo e consequentemente
alteracdes moleculares.

Este achado torna-se importante para comprovar que a mistura destes materiais
ndo modifica caracteristicas fisico-quimicas e ndo proporciona reacdo quimica resultando no
surgimento de outros compostos. Resultados semelhantes, utilizando colageno, gelatina e 6leo
de pequi foram observados por Rabbers?, afirmando ndo haver interacdo entre 0s
componentes e manuten¢do da estrutura em hélice tripla do colageno.

A morfologia revelada por microscopia eletronica de varredura foi importante
para observar que o 6leo de pequi na mistura com quitosana e gelatina permanece confinado
na forma de vesiculas indicando que ndo houve interacdo com 0s outros componentes. A
formacdo de vesiculas nas membranas pode aumentar a interacdo das células com as
membranas, devido o aumento da superficie de contato®. Além disso, o aumento das
concentracdes do o6leo proporcionou e intensificou o aparecimento de filamentos,
provavelmente derivados da precipitacdo da quitosana. As vesiculas também foram
observadas na mistura com colageno e gelatina?’ e podem ser explicados pela insolubilidade

do 6leo em relacéo a quitosana e gelatina.

5. CONCLUSAO
Conclui-se que é possivel a obtencdo de membrana a partir da quitosana, gelatina e
oleo de pequi e que ndo ha reacdo quimica entre os componentes utilizados. A presenca do
6leo de pequi promove alteragbes macroscopicas de coloracdo, tornando as membranas

amareladas, em intensidade diretamente proporcional a concentracdo do dleo.
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Microscopicamente, a presenca do 6leo promove o aparecimento de vesiculas no material, em

concentragdes diretamente proporcionais & sua concentracao.
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CAPITULO 3 - CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA
MEMBRANA DE QUITOSANA, GELATINA E OLEO DE PEQUI

RESUMO

Os biomateriais estdo sendo muito estudados devido sua utilizacdo na busca de melhor
qualidade de vida. A avaliacdo da biocompatibilidade in vitro, por meio do contato dos
materiais com células e seus efeitos em microrganismos sao fundamentais para compreender
as respostas organicas aos biomateriais. O objetivo deste trabalho é a avaliacdo da
biocompatibilidade e da atividade antimicrobiana de um biomaterial obtido em forma de
membrana, composto por quitosana, gelatina e diferentes propor¢des de 6leo de pequi. Para
avaliacdo da biocompatibilidade das membranas foi realizado o teste de citotoxicidade com a
utilizacdo do MTT e para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizado o teste de
difusdo em disco. Os testes permitiram observar que as membranas foram tdxicas para as
celulas em 48 horas e ndo houve atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: biomateriais, Caryocar brasiliense Camb, MTT

CYTOTOXICITY AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF A CHITOSAN-
GELATINE-PEQUI OIL-BASED MEMBRANE

ABSTRACT

Biomaterials are being studied extensively because of their use in the search for a better
quality of life. For the use of biomaterials in the biomedical area it is necessary to pre-
evaluate the material and its response when in contact with living tissue. Mouse fibroblasts
are the cells indicated in most cases to evaluate the cytotoxicity of the materials. The
objective of this work is the evaluation of the biocompatibility and antimicrobial activity of a
biomaterial obtained in membrane form, composed of chitosan, gelatine and different
proportions of pequi oil. To evaluate the biocompatibility of the membranes, the cytotoxicity
test was performed using MTT and the disc diffusion test was used to evaluate the
antimicrobial activity. The tests allowed to observe that the membranes were toxic to the cells
in 48 hours and there was no antimicrobial activity.

Keywords: biomaterials, Caryocar brasilense Camb, MTT

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos os biomateriais vém sendo muito utilizados na producéo de
dispositivos médicos para utilizagdo na area biomédica, como materiais para suturas, placas,
valvulas cardiacas, lentes, dispositivos para liberacdo de farmacos, dentre muitos outros.

Biomateriais sdo materiais que agem em contato direto com o sistema biologico,

sem causar respostas prejudiciais ao organismo. S8o planejados para substituirem parte ou
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funcdo do corpo de maneira segura, podem ser de uso provisorio ou permanente. Apresentam
aplicacBes preventivas, diagndsticas ou terapéuticas™?.

Biomateriais de origem natural sdo amplamente pesquisados por serem de fontes
renovaveis, sdo representados, principalmente, pela queratina, colageno e polissacarideos. Ja
0s biomateriais de origem sintética mais utilizados sdo as cerdmicas, 0s metais e 0s polimeros
sintéticos®*.

As caracteristicas particulares, as reacdes geradas quando em contato com tecido
vivo e as consequéncias a curto e longo prazo destes materiais sdo importantes para a
aplicagdo no organismo. Testes fundamentados em normativas, como a ISO 10993, sdo
cruciais para a avaliagdo do biomaterial in vitro antes da sua utilizac&o in vivo®.

Os testes de citotoxicidade avaliam o efeito toxico que o material pode causar em
nivel celular, desde alteracdes de membranas até a morte celular®. Estes testes avaliam a
viabilidade celular, principalmente, por meio da incorporacéo de corantes vitais'.

Os fibroblastos de camundongos (L929) sdo as células mais indicadas para testes
de citotoxicidade de biomateriais, por serem de facil cultivo e permitir resultados com alta
correlagdo  bioldgica®. Apresentam morfologia fibroblastoide e sdo encontradas
predominantemente em tecidos conectivos danificados apresentando grande importancia na
regeneracao tecidual®.

O método colorimétrico mais utilizado é o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difenil-
2-il)-5-difenil brometo de tetrazolio), método quantitativo que avalia a atividade mitocondrial
através da reducdo do sal tetrazolio amarelo pela acdo da enzima desidrogenase mitocondrial.
Esta reducdo acontece somente na mitocondria de células que estdo metabolicamente
ativas'®™.

A viabilidade celular é obtida pela intensidade da coloracdo atingida, que é
proporcional a quantidade de cristais de formazan produzidos que sdo quantificados por
espectrofotometria’®**.

A producéo de biomateriais a base de quitosana tem sido foco dos estudos, pois
vem apresentando diferentes formas de aplicacbes em diversas formas fisicas e por
possibilitar modificagcbes na sua estrutura quimica'®®3. Pode ser empregada na obtencéo de
biomateriais para utilizagdo como agente cicatrizador, bandagens, suturas, lentes de contatos,
bioativos dentre outras aplicacdes*?.

A quitosana é um polissacarideo natural proveniente da desacetilagdo parcial da
quitina, encontrada principalmente no exoesqueleto de crustaceos. Apresenta cadeia linear

14,15 E

composta de unidade de D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina um polimero
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biocompativel e biodegradavel, podendo ser metabolizadas por enzimas presentes no
organismo como a lisozima™®. Apresenta possibilidade de estimular a cicatrizacio de tecidos e
alguns autores citam sua atividade antimicrobiana®’%.

O efeito antimicrobiano tem sido estudado por pesquisadores contra bactérias,
fungos e leveduras, os quais tém relatado que este efeito é dependente de diferentes
condigdes, como o tipo de quitosana utilizada, o grau de polimerizagéo e outras caracteristicas
fisico-quimicas®®?°.

A gelatina € muito usada na industria de cosmeticos, alimentos e farmacos devido
as suas propriedades de formar filmes flexiveis e géis estaveis e termorreversiveis através da

2122 E obtida por hidrdlise

retencdo de agua. E também pelo baixo custo de producgdo
controlada parcial do colageno, por via 4cida ou alcalina®.

O uso do Oleo de pequi tem sido muito relatado pela populacdo do cerrado
brasileiro para tratamento de doencas respiratorias, Ulceras gastricas e em lesdes de pele,
como queimaduras®*, o que vem despertando interesse de pesquisadores.

Por apresentar compostos com propriedades antioxidadntes® tem-se despertado o
interesse em estudos experimentais utilizando 6leo de pequi para testar atividades antifingicas
e antimicrobianas, apresentando-se resultados positivos?®?%'.

Existem pesquisas que relatam também a acéo anti-inflamatéria do 6leo de pequi

em aplicagBes topicas de maneira dose-dependente®®?®

27,30

, € também processo cicatricial
intensificado quando comparado ao grupo controle

Visto que a quitosana é um biopolimero com grande potencial de uso na producéao
de biomateriais e que o 6leo de pequi apresenta caracteristicas anti-inflamatorias e
antimicrobianas, o presente trabalho tem como objetivo a avaliagcdo de citotoxicidade e da

atividade antimicrobiana de membranas de quitosana, gelatina e 6leo de pequi.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios de cultura celular foram realizados no Laboratorio de Citocinas, no
Instituto de Patologia Tropical e Saude Pablica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias.

Foram utilizadas linhagens celulares de fibroblastos de camundongos (L929),
adquiridas do Banco de celulas do Rio de Janeiro. O meio de cultura utilizado para o cultivo
celular foi o meio RPMI (Sigma-R6504) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cripion - FB 0010S®), L-glutamina (Gibco 100x®), Hepes (Sigma H0763®), 2-
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Mercaptoetanol (Sigma M6250®), estreptomicina (Sigma P7794®) e penicilina (Sigma
S9137®).

Os fibroblastos sdo células que aderem a superficie de placas e frascos de cultura
e crescem em monocamadas. As células permaneceram armazenadas em reservatorio de
nitrogénio liquido, congeladas a -70°C em meio com DMSO 5% (Mallinckrodt®). Para o
experimento, as células foram retiradas do nitrogénio liquido e levadas rapidamente ao banho-
maria a 37°C para descongelar sob agitacgéo.

No fluxo laminar, preparado adequadamente para o uso, a amostra foi colocada
em tubo tipo Falcon estéril e, em seguida, acrescentou-se 0 meio RPMI completo gota a gota
sob agitagdo. O frasco foi centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos, a 10 °C, formando na
parte inferior do frasco um pelete de células e na parte superior o meio de cultura sem células,
0 sobrenadante.

Em seguida foi desprezado o meio sobrenadante, vertendo rapidamente o tubo no
descarte e feito a ressuspensdo celular em 1 mL do meio até que a amostra ficasse
homogénea. Na placa de seis pocos estéril foi adicionado 3 mL de meio RPMI completo e
adicionado a suspensdo celular. As células foram mantidas em incubadora (Sanyo® Modelo
COM - 5M) a 37°C e em atmosfera de 5% de CO, até atingirem a confluéncia desejada para o
experimento (80-90%).

Com a confluéncia desejada, as células foram desaderidas da placa de cultura com
0 auxilio de uma pipeta e com a utilizacdo do proprio meio de cultura da placa que foi
aspirado e pipetado em movimentos circulares até a desaderéncia de todas as células. A
solucgéo foi transferida para um tubo de propietileno de 15 mL e entdo centrifugada por 10
minutos, a 1500 rpm e 10°C, formando na parte inferior do frasco um pelete de células e na
parte superior o sobrenadante.

O meio sobrenadante foi descartado, vertendo rapidamente o tubo no descarte. Ao
pelete foi adicionado 1 mL de novo meio de cultura RPMI completo e realizada a
ressuspensdo celular até manter a homogeneidade da amostra. Em seguida, foi realizada a
contagem celular por meio da Camara de Neubauer, determinando o volume da suspensdo
celular a ser utilizado no experimento.

A contagem das células viaveis foi realizada com o uso do corante azul de trypan,
0 qual cora células mortas. Em um recipiente adicionou-se 90 uL do corante e dez uL da
suspensdo celular homogeneizada, obtendo-se uma solucdo de 1/10. Ap6s homogeneizagado
desta amostra retirou-se uma aliquota de 10 pL, que foi cuidadosamente adicionada entre a

laminula e a cAmara de Neubauer, preenchendo-a completamente para realizagdo da contagem
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com auxilio de microscopio. A contagem foi feita nos quatro quadrantes e o valor obtido foi
dividido por quatro, obtendo-se a média dos quadrantes. O nimero de células contadas foi
multiplicado pelo fator de correcdo da camara (1x10%), e pelo fator de diluicéo (10), obtendo-
se a quantidade de células/mL.

Foram semeadas 1x10* células por poco da placa de 96 pocos a ser utilizada no
experimento. Apds 24 horas das células serem semeadas, as membranas foram divididas em
grupos conforme demonstrado pelo quadro 1, e adicionadas aos po¢os, sendo a placa incubada

em estufa a 37°C e em atmosfera umidificada contendo 5% de COs.

QUADRO 1 - Grupos do experimento realizado em cultura celular

GRUPO AMOSTRA
1 Controle de células
2 Membrana de quitosana - MQG
3 Membrana de quitosana + 1,0 mL de 6leo de pequi - MQGOP1
4 Membrana de quitosana + 2,0 mL de 6leo de pequi - MQGOP2
5 Membrana de quitosana + 3,0 mL de 6leo de pequi - MQGOP3

Cada grupo do experimento, representados pelo quadro 1, foi representado por
duas placas, uma placa para avaliacdo em 24 horas e a outra para avaliacdo em 48 horas, com
suas respectivas amostras. Em ambas as placas todos os tipos de amostras foram preparadas
em duplicata e os testes foram realizados em trés repeticdes. Todas as operacdes envolvidas
no manuseio das células e de seus meios foram realizadas em condicGes de assepsia, com
material estéril e em cdmara de fluxo laminar.

A avaliagdo quantitativa da citotoxicidade foi feita por meio de testes de
viabilidade celular com a utilizagdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolina). Apds as 24 horas e 48 horas do tratamento, foi realizada a observacao das placas
no microscopio invertido e em seguida foi adicionados em cada pogo 10 pL. de MTT. As
placas foram mantidas na incubadora por trés horas, em seguida foi adicionado em cada pogo

SDS 10% (docedil sulfato de sddio) para a solubiliza¢do dos cristais formados.
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Apo6s 24 horas da adigdo do SDS, as placas foram removidas da incubadora e o
contetdo dos pocos foram transferidos, com utilizagdo de pipetas, para nova placa para a
quantificacdo da densidade Optica em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 560
nm, pois a presenca das membranas nos pocos iria interferir nos valores obtidos pela
espectrofotometria.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana e antifingica das membranas
produzidas foi realizado teste de difusdo em disco em culturas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e Candida.

Inicialmente foram preparados todos 0s meios necessarios para o cultivo,
replicacdo, expansdo e demais solugdes utilizadas no teste. Foram entdo distribuidos nos
respectivos recipientes na quantidade necessaria.

Os meios de replicacdo, especificos para cada micro-organismo, foram preparados
respeitando-se a quantidade especificada de acordo com as instru¢cbes dos respectivos
fabricantes. Os meios utilizados foram manitol para a replicacdo de S. aureus (ATTC 25923),
Mac Conkey para E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC 27853), e meio Cled para
replicacdo de P. mirabilis (nwp 0133).

O meio de Agar Mueller Hinton foi utilizado para os testes de difusdo em &gar,
por apresentar boa reprodutibilidade nos testes e por suportar o crescimento da maioria dos
micro-organismos. O meio liquido BHI (brain heart infusion) foi utilizado para o cultivo dos
micro-organismos apds o descongelamento, sendo o meio distribuido (5 mL) em tubos de
ensaio 15x100mm.

O descongelamento das cepas foi realizado de forma rapida, em seguida, com o
auxilio de uma alca flambada, foi realizada a homogeneizacdo da amostra e retirado uma
porcdo do contetdo do tubo de polipropileno, utilizados em microcentrifugas. Com essa
amostra, foi feita a replicacdo no meio apropriado, ja armazenado em placa de Petri estéril,
conforme o tipo da cepa utilizada. A semeadura foi feita por meio de estrias no Agar, por
esgotamento. As placas semeadas foram entdo armazenadas em estufa, a 37°C, por 24 horas,
em aerobiose. A replicacdo da Candida foi realizada diretamente no meio nutriente.

Apbs decorrido tempo estabelecido para crescimento as cepas foram isoladas em
agar nutriente e incubadas sob as mesmas condicGes supracitadas.

Transcorridas as 24 horas, cada amostra de micro-organismos foi suspensa em
solucdo de NaCl 0,9% estéril, até uma concentracdo de 0,5 na escala MacFarland, e entdo os
indculos foram distribuidos uniformemente sobre a superficie das placas com agar Muller

Hinton com auxilio de swab esterelizado. Os discos das membranas foram dispostos na
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superficie do &gar. Em seguida as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 36°C por
24 horas. Apos este periodo, as zonas de inibigcdo de crescimento em torno dos discos foram

medidas para avaliacdo da inibicdo de crescimento. Todo o teste foi realizado em triplicata.

3. RESULTADOS

Os resultados do teste demonstram que em 24 horas as membranas de quitosana e
gelatina (MQG) e quitosana, gelatina e 6leo de pequi em diferentes concentracdes (MQGOP1,
MQGOP2 e MQGOP3) ndo diferiram do controle negativo, apresentando-se, portanto, ndo
citotoxica. No entanto, em 48 horas de contato, as membranas de quitosana e gelatina e
quitosana, gelatina e 6leo de pequi apresentaram-se citotdxicas, com diferenca significativa
com o grupo controle. Entre as membranas de quitosana e gelatina e quitosana, gelatina e 6leo

de pequi em diferentes concentracdes nao houve diferenca significativa.
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FIGURA 1 - Gréfico representativo da viabilidade celular das células L929 em diferentes grupos e
em dois momentos (24 e 48 horas). Sendo MQG a membrana de quitosana e gelatina,
MGOP1 Membrana de quitosana + 1,0 mL de 6leo de pequi, MQPO2 Membrana de
quitosana + 2,0 mL de 6leo de pequi e MQGOP3 Membrana de quitosana + 3,0 mL de
6leo de pequi

Viabilidade celular

Como demonstrado na figura 2, no teste de difusdo em disco realizado com
culturas bacterianas de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis e cultura fangica de
Candida, ndo foi observado a formagcdo de halo, portanto ndo houve acdo

bactericida/bacteriostatica nem fungicida/fungiostatica para as espécies utilizadas.



Figura 2 — Placa de Petri com cultura
bacteriana de S. aureus
representando o teste de
difuséfo em disco em
triplicata. Pode-se observar a
ndo formacéo de halo

4. DISCUSSAO

Os testes de citotoxicidade demonstraram que as membranas contendo ou néo
6leo de pequi ndo foram tdxicas aos fibroblastos nas primeiras 24 horas, mas sim em 48
horas. Portanto, parece haver citotoxicidade dependente do tempo de exposi¢do. No entanto,
ndo houve diferenga da viabilidade celular entre membranas contendo 6leo e membranas sem
6leo. Dessa forma, é possivel inferir que a toxicidade nao é proveniente do 6leo de pequi, mas
sim de um dos componentes restantes, seja a quitosana ou a gelatina.

As avaliacOes de citotoxicidade da quitosana, em diferentes formatos, estruturas e
formas de obtengdo demonstram grande variedade de resultados de citotoxicidade. Huang et
al.®! avaliaram a influéncia do peso molecular e do grau de desacetilacio da quitosana,
verificando que ha influéncia dos dois pardmetros na toxicidade de fibroblastos. Na avaliacdo
de quitosana nanoestruturada, Zaky * verificaram citotoxicidade das particulas, atribuindo a
influéncia da concentracdo e peso molecular da quitosana. Estes fatores interferem no
potencial zeta e tamanho das particulas e consequentemente na interagdo com a membrana
celular.

Outros autores verificaram a citotoxicidade da quitosana e quitosana associado a
outro material, obtendo resultados promissores quanto a biocompatibilidade. Fernandes et
al.*® avaliaram a quitosana com grau de desacetilacdo de 80% e quitosana com colageno,

verificando que ndo ha citotoxicidade dos materiais separados ou associados. Marangon®*
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verificou que o gel de quitosana de alto peso molecular e gel de quitosana associada a gelatina
ndo foram citotdxicos. Além disso, a autora verificou a associacdo da quitosana, gelatina e
0leo de copaiba e do 6leo separadamente. Apesar do 6leo apresentar-se citotoxico, quando
associado com a quitosana e gelatina, apresentou viabilidade celular de 78%.

No presente trabalho, ndo foi possivel realizar os testes de citotoxicidade com a
quitosana, a gelatina e o 6leo de pequi de forma separada padronizando-se no mesmo tipo de
teste. A utilizacdo do gel de quitosana somente seria possivel com pH proximo de 5, o que
poderia interferir nos resultados, uma vez que a quitosana na forma de membrana apresenta
pH mais alto. O trabalho executado por Marangon** verificou a atividade da quitosana,
gelatina e 6leo de copaiba na forma de emulséo, diferentemente da proposta deste trabalho, no
qual obteve-se biomaterial sélido no formato de membrana, de quitosana, gelatina e éleo de
pequi.

Além disso, os autores citados, que trabalharam com a quitosana ou quitosana,
gelatina e associacdo com outro material ou Oleo, realizaram os testes de citotoxicidade
indireto, no qual os materiais sdo colocados em contato com meio de cultura celular e utiliza-
se 0 extrato deste meio para em contato com as células. Neste trabalho, optou-se por avaliar as
membranas de quitosana, gelatina e 6leo de pequi pelo teste de citotoxicidade direto,
inserindo a membrana em contato com as células, o que pode explicar, em parte a elevada
citotoxicidade, divergindo dos resultados de outros pesquisadores.

Os testes de atividade antimicrobiana das membranas de quitosana e gelatina e
quitosana, gelatina e 6leo de pequi demonstraram ndo haver a¢do contra 0s micro-organismos
utilizados. Foster e Butt* utilizaram filmes de quitosana em testes de atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e S. epidermidis e obtiveram
resultado semelhante, concluindo ndo haver efeito inibitério. No entanto, quando testaram as
solucdes de quitosana utilizadas para a preparacao dos filmes, obtiveram inibicdo acima de
98%. Os autores atribuiram a atividade bactericida, principalmente, a acidez das solucdes de
quitosana, com pH 5. Além disso, 0s mesmos autores ressaltam que atribuir atividade
antimicrobiana a todos os dispositivos confeccionados a partir de quitosana é um equivoco,
pois diversos fatores, formatos e estruturacdes que influenciam diretamente nesta atividade.

Quanto a atividade antimicrobiana da quitosana, foram propostos trés modelos,
sendo o0 mais aceitavel a interagdo entre moléculas de quitosana carregadas positivamente e
membranas de células carregadas negativamente. Neste modelo, a interacdo é mediada pelas
forcas eletrostaticas entre os grupos protonados de NH*? e os residuos negativos, ao competir

com Ca?* para sitios eletronegativos na superficie da membrana do micro-organismo. Esta
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interacdo eletrostatica promove mudancas nas propriedades da permeabilidade da parede da
membrana, provocando desequilibrios osméticos internos e consequentemente inibem o
crescimento de micro-organismos e causam hidrolise dos peptideoglicanos na parede de
microorganismos, levando ao extravazamento de eletrélitos intracelulares, tais como ions de
potéssio, proteinas, acidos nucleicos e glicose. Além disso, a utilizagdo de derivados da
quitosana sol(iveis em 4gua aumentam a atividade antimicrobiana®=®,

Neste trabalho, a composicdo em membrana de quitosana e gelatina e quitosana,
gelatina e 6leo de pequi, ndo houve solubilizacdo do material, confinando a quitosana a
estrutura composta pelos outros materiais, explicando, pelo menos em parte, néo ter havido
acdo antimicrobiana. De forma semelhante, o 6leo de pequi, citado na literatura como
bactericida e fungicida, manteve-se confinado na estrutura da membrana e ndo interagiu com
0s micro-organismos®*’. Este fato ndo ocorre quando a quitosana entra em contato com
fluidos orgénicos, uma vez que a acdo da lisozima cliva as moléculas de quitosana, tornando-a
soluvel e permitindo contato com micro-organismos.

Portanto, apesar do resultado negativo quanto a atividade antimicrobiana da
membrana de quitosana, gelatina e 6leo de pequi, novas avaliacdes devem ser realizadas,
considerando a solubilizagdo da membrana ou a clivagem da quitosana em lisozima,
permitindo a liberacdo das moléculas de quitosana, gelatina e 6leo de pequi para simular as

condig¢des do organismo animal.

5. CONCLUSAO

As membranas de quitosana, gelatina e 6leo de pequi séo citotdxicas para cultura
celular de fibroblastos em 48 horas de contato direto e ndo apresentam atividade
antimicrobiana.
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CAPITULO 4- CONSIDERAGOES FINAIS

Diante das condi¢bes em que este trabalho foi realizado foi possivel obter um
material com aspecto de membrana a partir da juncdo da quitosana, 6leo de pequi e gelatina,
cujas caracteristicas demonstram ser aplicaveis em tecidos vivos. No entanto, os resultados
dos testes de citotoxicidade e atividade antimicrobiana néo foram satisfatorios, demonstrando,
aparentemente, que o material possa ndo apresentar biocompatibilidade quando in vivo.

Em face destes resultados, € necessario considerar que os testes selecionados,
particularmente o de citotoxicidade de contato direto, é realizado com o material sélido em
contato com as células e pode gerar informagdes muito diversas das observadas em testes de
contato indireto, conforme discutiu-se nos artigos gerados a partir deste trabalho. Alem disso,
este trabalho encontrou indicios da citotoxicidade da quitosana, observada por outros autores
em algumas formulagfes da quitosana, fato este que deve ser melhor investigado. De forma
semelhante, os testes de atividade antimicrobiana podem ter revelado resultados diversos ao
gue aconteceriam in vivo. O material s6lido em contato com os microrganismos néao liberou
substancias, o que ndo ocorreria com a clivagem da quitosana pela lisozima, quando em
contato com fluidos organicos.

Para ambos os testes, ndo se deve considerar que foram equivocadamente
selecionados para a caracterizagdo das membranas, uma vez que sdo recomendados na
literatura cientifica e nas normas de caracterizacdo in vitro de biomateriais. Soma-se a isto, 0
enfrentamento da dificuldade técnica em poder realizar os mesmos testes com 0s
componentes em separado, bem como ap6s o contato com enzimas que permitiriam sua
degradacéo.

Portanto, se considera que houve contribui¢fes pela obtencdo e caracterizacdo do
material assim como na verificacdo inicial da bicompatibilidade in vitro, levantando
questionamentos sobre o consenso geral de biocompatibilidade da quitosana e os efeitos do
oleo de pequi. Foram percebidas lacunas das técnicas utilizadas, que ndo respondem aos
guestionamentos iniciais da biocompatibilidade mas que se somardo ao conhecimento sobre
as diferencas entre a utilizagdo das diversas técnicas e diferencas da experimentacao in vitro e
in vivo.

De forma geral, as respostas que ndo foram obtidas com este trabalho direcionam
para novos estudos e técnicas que permitam a avalia¢do da citotoxicidade por outros métodos,

como o de contato indireto com cada material isoladamente e em conjunto, bem como pela
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avaliacdo da atividade antimicrobiana seguindo os mesmos parametros. Para este segundo
teste, também ¢é interessante realizar a degradacdo enzimética das membranas quando em
contato com a cultura de microrganismos, na tentativa de simular da melhor forma a interface
com organismos Vivos.

Os projetos futuros pretendem, portanto, estudar melhor a biocompatibilidade in
vitro das membranas confeccionadas e compreender os efeitos quando em contato com

fibroblastos e microrganismos.



