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Para Sempre

Por que Deus permite
que as maes vao-se embora?
Mae ndo tem limite,

& tempo sem hora,
luz que ndo apaga
guando sopra o vento
e chuva desaba,
veludo escondido
na pele enrugada,
agua pura, ar puro,
puro pensamento.
Morrer acontece
com o que & breve e passa
sem deixar vestigio.
Mae, na sua gracga,

& eternidade.

Por que Deus se lembra
- mistério profundo -
de tira-la um dia?
Fosse eu Rei do Mundo,
baixava uma lei:
Méae ndo morre nuncé,
mae ficara sempre
junto de seu filho
e ele, velho embora,
sera pequenino
feito grao de miltho.

Carlos Drummond de Andrade



RESUMO

A quitosana € considerada ndo tdxica, nédo alergénica, biodegradavel,
biofuncional e biocompativel, além de favorecer a reconstituicéo fisiolégica da
pele, razéo pela qual é estudada para aplicag@o no tratamento de UGlceras. As
propriedades ja existentes da quitosana podem ser potencializadas pela adigao
do gel de Aloe vera. Esta € uma planta conhecida popularmente por babosa e
muito utilizada como curativo. Desta forma, este trabalho tem como objetivo
preparar e caracterizar membranas de quitosana com Aloe-vera para possivel
aplicagdo em Ulceras. Membranas de Quitosana, Quitosana/Aloe vera (90/10)
%, Quitosana/Aloe vera (70/30) % e Quitosana/Aloe vera (50/50) %, foram
preparadas pelo método de evaporagdo do solvente, neutralizadas e
caracterizadas por DRX, FTIR, MEV, EDS, Tensao superficial por medidas do
&ngulo de contato, Intumescimento e Citotoxicidade. No ensaio de DRX foi
observado que as membranas compostas apresentaram uma tendéncia ao
perfil de um material amorfo provocada pela adicéo da Aloe vera. No FTIR
observa-se que todos os componentes apresentam grupos funcionais
semelhantes. No MEV foi possivel comprovar a presenga de fases dos dois
componentes usados para obtencdo dos compostos. As membranas de
Quitosana com Aloe vera também apresentaram menor hidrofilicidade, porém
com maior capacidade de intumescimento, além da viabilidade celular.
Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que & possivel sintetizar
compostos de Quitosana com Aloe vera com propriedades adequadas para
utilizacdo como curativos, pois as membranas hidrofilicas irdo permitir maior
absorgéo de exsudado.

Palavras-chave: Quitosana; Aloe vera; biomaterial; membranas; curativos.



ABSTRACT

Chitosan is a non-toxic, non-allergenic, biodegradable, biofunctional and
biocompatible material which also aids in skin physiological reconstitution
processes. For this reason, its properties are intensively studied in order for
chitosan to be used in ulcer treatments. Chitosan’s properties are intensified
with the addition of Aloe Vera gel - Aloe Vera is a plant known for its healing
and soothing properties. This project’s -goal is to prepare and characterize
chitosan-Aloe Vera membranes meant to be used in uicer treatments. Chitosan-
Aloe Vera membranes (80/10%; 70/30%; 50/50%) as well as chitosan
membranes went through XRT, FTIR, SEM, EDX, Tensile stress and
Citotoxicity tests, and the solvent evaporation technique had been used in their
preparation. They had also been neutralized. It was noticed in the XRT test that
the addition of Aloe Vera led to the appearance of amorphous phases. The
FTIR results showed that both the chitosan and the Aloe Vera had similar
functional groups. With the aid of the SEM, both components’ phases could be
observed. The chitosan-Aloe Vera membranes were less hydrophilic, even
though they were capable of absorbing more water — and thus swelling. Based
on the results, it was concluded that it is possible to synthesize chitosan-Aloe
Vera membranes with good healing properties, given that the hydrophilic
membranes will enable a greater absorption of exudate.

Keywords: Chitosan; Aloe Vera; biomaterial; membranes
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1 INTRODUGAO

A quitosana é um polissacarideo obtido a partir da desacetilagdo da
quitina, por hidrdlise dos grupos acetamida. Em fungdo da variagdo da
concentragdo da base e das temperaturas usadas no processo de
desacetilagéo, & posSivei obter quitosana com diferentes graus de acetilagéo e
diferentes massas moleculares, sendo estes fatores extremamente importantes
no que diz respeito as suas propriedades funcionais (EMBUSCADO; HUBER,
2009).

As potenciais aplicagbes da quitosana estendem-se as areas das ciéncias
dos materiais, biotecnologia, terapia genética, farmacéutica, medicina, entre
outras (PRASHANTH; THARANATHAN, 2007, SENEL; MCCLURE, 2004).

Biomateriais de quitosana também tém sido considerados como acelerador
da reparagéo tecidual, capazes de aumentar a produgdo de matriz extracelular
através do aumento de produgdo de faiores de crescimento. Também
acelerariam. a infiltracéo de linfécitos polimorfonucleares nas fases iniciais de
cicatrizagdo tecidual, aumentando consideravelmente a osteopontina, uma
fosfoproteina capaz de aumentar a ligagdo celular na ferida em cicatrizacio
(UENO et al., 2001). Algumas das propriedades da quitosana podem ser
potencializadas quando associadas as propriedades da Aloe vera.

A Aloe-vera L. {Aloe barbadensis Miller), € uma planta suculenta peréne,
que desenvolve um tecido de armazenamento de agua no interior das folhas,
verdes e turgidas, para sobreviver em zonas éridas de pluviosidade baixa ou
irregular. As células do parénquima contém no seu interior uma substancia
mucilaginosa transparente (FEMENIA, et al., 1999). E natural do norte da Africa,
apresenta-se como uma espécie de cacto de cor verde, que possui inimeras
propriedades medicinais. Seus beneficios incluem: agao nutritiva - estimula a
formagéo das células e dos tecidos, pois possui 18 dos 23 aminoébidos
necessarios para o organismo humano; agao regeneradora - contribui para a
eliminacdo de células antigas e a formagéo de células novas,; agao hidratante -
Aloe Vera possui um gel que restaura tecidos danificados e hidrata a pele; agéo
digestiva - aloe Vera possui enzimas que facilitam a digestdo; acdo anti-
inflamatéria - Possui propriedades éme éuxiliam no tratamento de inflamagges,

queimaduras e infeccbes. A acdo anticancerigena ocorre porgue a pianta

[URCGIRIBLIOTRCAIRC
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também possui a capacidade de parar o crescimento do tumor, quando utilizada
como forma terapéutica complementar (MELO; IGLESIAS, 2013).

A glicoproteina 5.5 kDa que foi isolado de A. vera mostrou o aumento na
migrago celular e cicatrizacdo acelerada em uma monocamada dos
queratindcitos humanos. O efeito curativo da ferida e a melhora da proliferacéo
das células dessa frag&o glicoproteina foram confirmados em camundongos
sem pélo (CHOI, et al., 2001).

Com base no exposto esse trabalho tem como objetivo obter e caracterizar
membranas de quitosana com Aloe-vera para possivel aplicagdo em (lcera.

NoBrasiI, as Ulceras constituem um sério problema de saude publica, em
raz&o do grande numero de pessoas com alteragbes na integridade da pele,
embora sejam escassos 0s registros desses atendimentos. O elevado nimero
de péssoas com essas lesbes contribui para onerar o gasto publico. Além do
sofrimento das pessoas e a interferéncia na sua qualidade de vida.

Entre os diversos tipos de Ulceras, as mais freqllentemente encontradas
nos servigos de satde sédo as Ulceras venosas, as arteriais, as hipertensivas, as
Uceras por pressdo, as neurotrdficas e o pé diabético. As tUlceras séo
geralmente de longa evolugdo e de resposta terapéutica variavel. Dentre estas,
destacam-se as neurotroficas, comuns em algumas patologias que acometem o
sisten‘ia nervoso periférico, como a hanseniase, o alcoolismo e o diabefes
mellitus, considerados agravos de alta prevaléncia no Brasil.

Ulceras séo interrupgbes na solugdo de continuidade aguda ou crénica do
tecido cutdneo-mucoso ou alteragbes na estrutura anatdmica efou fungdo
fisiologica dos tecidos afetados (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Desta forma, o estudo da quitosana associada a Aloe vera podera oferecer
uma alternativa no tratamento de (iceras com a obtengio de curativos de baixo
custo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Obter e caracterizar membranas de quitosana com Aloe-vera para possivel
aplicacio em ulceras.

2.2 Objetivos Especificos

. Produzir membranas de quitosana sem e com Aloe vera;
] Estudar as caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas;
. Avaliar o grau de intumescimento das mesmas;

. Avaliar a citotoxicidade das membranas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biomaterial

Biomaterial € um material desenvolvido com o propésito de interagir com a
interface de sisternas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir
qualquer tecido, 0rgdo ou fungdo no corpo humano, produzido ou modificado
artificialmente. Deve apresentar caracteristicas e propriedades tais como
biocompatibilidade, biofuncionalidade e nao deve alterar o meio bioldgico nem
reagir com o sangue (HENCH, 1998).

Os biomateriais s8o utilizados desde as civilizagdes mais antigas.
Chineses e indianos ja usavam ceras, resinas e tecidos para reconstruir partes
perdidas ou defeitos do corpo. Ao longo dos séculos, avancos nos tipos de
materiais sintéticos, técnicas cirtrgicas e métodos de esterilizacdo vém
permitindo o uso de biomateriais em partes do corpo nao visualizadas até
entdo. De acordo com a origem, eles séo classificados em sintéticos e naturais.
Estes Gltimos podem ainda ser classificados como autégenos; homégenos e
heterégenos (SCHILLING et al., 2004; VESELY, 2003).

Atualmente os biomateriais tém vastas aplicagbes como biosensores,
implantes, liberagéo controlada de drogas, lentes intracculares, etc. A cada ano
séo desenvolvidos novos biomateriais com o intuito de oferecer outras opgbes
de fratamento para diversas enfermidades. Porém, devido a mudanga no
conceito de desenvolvimento de biomateriais, a maioria dos novos materiais &
voltada para regenerag¢éo tecidual. Eles também devem ser susceptiveis aos
processos de esterilizagdo, sem que o mesmo ndo altere as propriedades
fisico-quimicas do material (SAN ROMAN; REIS, 2004).

Dentre as diversas classes de biomateriais existentes, destaca-se a classe
dos bioreabsorviveis. A capacidade de reabsor¢do de um biomaterial esta
relacionada com a biocompatibilidade apresentada pelo mesmo. A
biocompatibilidade € a capacidade de o material apresentar resposta
apropriada, quando aplicado, ndo causando reac¢io inflamatéria crénica, reagéo
de corpo estranho ou mesmo foxicidade. Ela gira em torno da interagdo celular
com o biomaterial. Sendo o material ideal para executar a funcdo desejada,
aquele que eventualmente desaparece (reabson)e), sendo subsfituido por
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tecido natural. Deste modo, polimeros biodegradaveis sdo de grande interesse
para & comunidade da engenharia biomédica (SANTOS JUNIOR; WADA,
2007).

A evolugdo atual dos biomateriais depende dos avangos das diversas
areas, de maneira global da biotecnologia e da ciéncia doé materiais. O
desenvolvimento destes envolve também profissionais de diferentes areas da
ciéncia, poranto, a m'ultidiscipiinaridade e fundamental neste processo
(HENCH, 1998; RATNER et a!., 1996).

Um dos desafios no campo de biomateriais é que todos os dispositivos de
implantes substituem tecidos vivos cujas propriedades fisicas sdo resultado de
milhdes de anos de otimizacdc evolutiva, e que tém a capacidade de
crescimento, regeneracao e reparo. Assim, todos os biomateriais usados para
reparo ou restauragdo do corpo representam um ajuste de caracteristicas e de
propriedades. O sucesso ou fracasso relativo de um biomaterial reflete o
julgamento cientifico e de engenharia usados na avaliagdo deste ajuste. A
interagdo de muitos e complexos fatores fisicos, bioldgicos, clinicos e
tecnologicos devem ser considerados (OREFICE et al., 2008).

Biomateriais a base de quitosana s&o uma realidade na area da salde, e
sua aplicagdo vem sendo esiudada em varios campos, desde a industria
farmacéutica, até a engenharia tecidual (SPIN-NETO et al., 2008).

3.2 Quitosana

A quitosana é obtida a partir da desacetilag8o da quitina, cuja estrutura
primaria & idéntica a da quitina a ndo ser pelo fato que em quitosana
predominam as unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose. De fato, a
completa desacetilagdo da quitina raramente & realizada, pois sdo necessarias
muitas reagbes consecutivas, que também favorecem a sua progressiva
despolimerizagdo. Assim, o termo quitosana abrange o conjunto de copolimeros
gue contém ao menos 50-60% de uhidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose.
A guitina &€ um polissacarideo encontrado na natureza em grande escala, pois é
a segunda substéncia orgénica mais abundante na biosfera, sendo superada

apenas pela celulose, mas supera esta Ultima em termos de taxa de reposigéo,
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gue chega a ser duas vezes maior gue a da celulose. Quitina e celulose
possuem caracteristicas estruturais semelhantes e atuam como invélucros
protetores e materiais de suporte e defesa nos organismos em que ocorrem
(ABRAM; HIGUERA, 2004; ROBERTS, 1992).

Quitosana € um polimero formado por moléculas dos aglcares
glicosamina e acetilglicosamina. A glicosamina existe como metabdlito natural
nos animais vertebrados e esta presente de forma significativa na matriz
extracelular do tecido conjuntivo, componde © que denominamos de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos. Por ser um polimero natural, a quitosana
vem se destacando como polimero biodegradavel e bioabsorvivel, pois seus
produtos de degradacgéo s&o atdxicos, nao imunogénicos e no carcinogénicos
(URAGAMI; TOKURA, 2006; MUZZARELLI et al., 1997).

As estruturas moleculares da quitina e da quitosana estiao apresentadas
na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica da quitina e da quitosana

A CiaOH’

quitosana.

Fonte: MAJETI; KUMAR, 2000

A quitosana tem despertado o interesse de pesquisadores de varias areas,
principalmente a médica e a farmacéutica, que tem observado na quitosana um
biomaterial com grande potencial. E uma substancia que tem a capacidade de



20

formar interagbes quimicas com materiais hidrofébico e aniénico. Como
biomaterial, & aplicada em lentes de contato, membranas artificiais, tratamento
de lesGes de pele, cicatrizante, agente hemostatico, bactericida e fungicida
(DALLAN, 2005; BIAGINI et al., 1992; ROBERTS, 1992).

Essa versatilidade da quitosana permite sua conformacdo em formas téao
variadas quanto sua aplicabilidade como fibras, globulos, membranas, etc. Por
efa ndo ser hidrolisada pelas enzimas digestivas no homem e a sua estrutura
quimica ser similar a da celulose, ela pode ser usada como um novo tipo de
fibra dietética. Entretanto, por conter um par de elétrons livres no nitrogénio tem
capacidade de formar complexos com polimeros e metais (JING et al., 1997).

A quitosana € um polissacarideo que estimula o sistema imune a favorecer
0 processo cicatricial, € umectante e adere melhor a ferida que o acido
hialurénico e sua propriedade cicatrizante favorece a reconstituicdo fisioldgica
da pele e possui efeito analgésico. Isso ocorre devido & ativagio dos
macréfagos pelos oligbmeros de baixa massa molecular, que leva 0 mesmo a
liberar interleucina-1 e estimular a proliferacéo de fibroblastos que influenciara
na estrutura do colageno. As aplicagbes dos polissacarideos tém crescido
devido ao recente desenvolvimento de novas técnicas de aperfeicoamento e
pesquisas relacionadas a Engenharia de Tecidos, juntamente com a
necessidade de criagdo de materiais que apresentem um controle de atividade
bicloégica e biodegradabilidade especificas para cada aplicagdo requerida
(SENEL; McCLURE, 2004; DUMITRIU, 2002; BIAGINI et al., 1992).

Os efeitos beneficos do meio umido no ferimento incluem a prevencéo de
desidratacdo do tecido e morte celular, angiogénese acelerada, desbridamento
autolitico, pois ele retém as enzimas e agua que ajudam na fibrindlise, e
redugéo da dor, atribuida a protecdo que o meio Umido fornece as terminagdes
nervosas do ressecamento e exposi¢cao. Tais coberturas mantém as células
viaveis e permitem que elas liberem fatores de crescimento estimulando sua
proliferagéo‘(FiELD; KERSTEIN, 1994).

Acredita~-se que a eficacia da quitosana na cicatrizag8o possa ser atribuida
a estimulacdo de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) que auxiliam no processo de
reparagdo tecidual, melhorando, aparentemente, a qualidade das feridas
(UENO et al., 2001).
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3.3 Aloe vera

A Aloe vera é uma planta (Figura 2) que pertence a familia Liliaceae e é
conhecida popularmente como babosa, sendo de facil cultivo, desde que o solo
seja drenado e permeavel. Esta planta tem sido utilizada na medicina tradicional
na cura de diversos males, como as doengas de pele, desordens intestinais e
doengas virais. Apresenta acdo cicatrizante, anti-inflamatoria e protetora da
pele. A utilizagdo nas lesdes de pele é devida, fundamentaimente, ao seu poder
emoliente e suavizaste. Além das vitaminas C, E, do complexo B e &cido félico,
contém minerais, aminoacidos essenciais e polissacarideos que estimulam o
crescimento dos tecidos e a regeneragao celular. Esta planta € conhecida e
utilizada pelo homem ha mais de 5500 anos como planta medicinal,
conforme registro em papiros egipcios datados de 3.500 anos antes de Cristo.
QOutros registros de seu uso com fins medicinais e na cosmética sé&o
encontrados nas civilizagdes, arabe, grega, egipcia, romana, asiatica e africana.
Ha relatos que Alexandre, o Grande, teria tomado regides da Africa e a ilha de
Socotra, no oceano indico, por existirem grandes quantidades de Aloe vera
naqueles locais, que foram usadas para curar os ferimentos de seus soldados
(DOMINGUEZ et al., 2006; CASTRO; RAMOS, 2002; STEVENS, 1999).

Figura 2: Fotografia da planta da Aloe vera.

Fonte: http://www.jhoraveja.jex.com.br/nutricao+saude/aloe+vera+babosa+

A babosa, assim como outras plantas pertencentes a familia

das suculentas, € capaz de sobreviver em climas aridos e desérticos por ter


http://www.ihoraveia.iex.com.br/nutricao+saude/aloe+vera+babosa+
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desenvolvido uma engenhosa técnica de armazenamento de agua. Ela atua
como um reservatorio vivo do precioso liquido. Contudo, o liquido armazenado
por estas plantas € mais do que simples agua, mas de fato um gel composto de
gliconutrientes de cadeia longa, denominados polissacarideos. As propriedades
mais conhecidas desta planta sdo as cosméticas, seja na pele ou nos cabelos,
atuando como bactericida, cicatrizante e como um hidratante de alta
capacidade que ajuda a rejuvenescer tecidos lesionados por queimaduras. Ela
também cria um filme protetor que ajuda o organismo a reter mais agua e se
manter bem hidratado, mesmo sob o calor do Sol escaldante no deserto
(STEVENS, 1999).

Aloe Vera &€ um potente e natural anti-séptico, entregue pronto para utilizar
pela Natureza. Afinal, a composi¢do de seu gel é elaborada com uma eficaz
propriedade antiviral, bactericida e fungicida para a propria sobrevivéncia da
planta no deserto. Se assim nao fosse, qualquer arranhZo ou pequeno corte
deixaria o conteudo nutritivo da planta disponivel para que bactérias e invasores
diversos. Estima-se que esta planta possua mais de 200 substancias ativas,
sendo os polissacarideos responsaveis pela aparéncia viscosa do gel, podendo
chegar a 30% da quantidade de substancias com beneficios terapéuticos,
nutricionais e cosméticos. O gel de Aloe vera vem tendo comprovagdes
cientificas “in vivo” com relagio aos efeitos como acgéo anti-inflamatéria, agéo
imunoldgica, como cicatrizante, agao positiva sobre diabetes. Outros resultados
importantes vém sendo publicados e sdo alvos de estudos aprofundados como
atuagdes em casos de artrites, Ulceras, cancer, AIDS, etc. Sem duavida os
beneficios atribuidos a esta magnifica planta, € mérito do seu complexo sistema
bioquimico (PATROCINIO, 2010).

O gel de Aloe vera contém 1% de matéria seca, pH entre 4,3 e 44,
contendo 0,2 a 0,3 % de aglcares sollUveis de baixo peso molecular e 0,1 a
0,2% de polissacarideos. Este gel pode ser distinguido do exsudato amarelo e
amargo originado da casca, 0 qual possui agdo purgativa. O gel provém,
portanto, do tecido parenquimatoso da porgdo central das folhas (ROBBERS et
al., 1996; YARON, 1993).

A composigdo quimica da Aloe vera contem uma extensa quantidade de
nutrientes em suas folhas. Todavia, cada estrutura da Aloe apresenta

substancias especificas e em quantidades distintas (SILVA, 2004).
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Muitos dos beneficios de salde associados com Aloe vera tém sido
atribuidas aos polissacarideos contidos no gel das folhas. Estas atividades
biologicas incluem, dentre outras, promog¢ao da cicatrizagdo de feridas,
atividade antifingica, hipoglicémicos ou efeitos antidiabéticos,
imunomoduladores, antineoplasicos e propriedades gastroprotetora. Esses
efeitos sdo potencialmente comprovados quando na utilizagio da folha inteira
ou prepara¢des do gel, pois melhora a absorgdo intestinal, quando ingerida,
bem como aumenta a permeagéo cutanea. Além disso, importantes aplicacdes
farmacéuticas, na forma de p6é como excipiente na liberagao de farmacos
(HAMMAN, 2008)

Os cientistas que estudam a babosa no mundo inteiro, concluiram que a
razdo pela qual ela funciona téo eficazmente com grande alcance de seus
poderes curativos, € a mistura especifica de seus componentes, atuando
sinergicamente, e ndo seus componentes isoladamente. No tratamento da pele
tem acdo restauradora e protetora do tecido cutaneo, além de curar pequenas
afecgdes e irritagdes cutdneas (STEVENS, 1999).

3.4 Pele

A pele do homem corresponde a 15% do seu peso corporal, € um érgéo
que delimita e reveste o organismo, protegendo-o e interagindo com o meio
exterior. Ela apresenta alteragfes constantes, sendo dotada de grande
capacidade renovadora e de reparagao e é constituida basicamente de trés
camadas interdependentes como observado na Figura 3, a epiderme mais
externa, a derme intermediaria, e a hipoderme, mais profunda. A transigéo entre
a epiderme e a derme é denominada de jun¢do dermo epidérmica ou zona da
membrana basal (AZULAY; AZULAY, 2006).
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Figura 3: llustragdo mostrando as diferentes camadas da pele.

Fonte: ESTACAOQ, 2012.

A camada superior da pele € a epiderme, constituida por um epitélio
estratificado pavimentoso cuja espessura apresenta variagdes topogréaficas ao
longo do organismo (CANDI et al., 2005).

A epiderme é classificada basicamente em quatro camadas (Figura 4),
cada uma apresentando uma funcéo distinta (NORRIS, 2004).

Figura 4 — Esquema simplificado de uma secc¢éo transversal da epiderme
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A camada cdrmea atua como uma grande barreira & penetracao de
organismos externos e toxinas, além de prevenir a perda de 4gua; o estrato
granuloso é onde inicia-se o processo de cornificagdo, onde as células sofrem
apoptose diferenciando-se em cornedcitos; o estrato espinhoso é onde os
queratinécitos presentes sdo responsaveis pela produgdo dos filamentos de
queratina (queratinizagao) que interagem com os desmossomas, sintese de
agentes antioxidantes (glutationa redutase, peroxidase, catalase), citocinas,
quimiocinas, queratohialina, etc.; O estrato basal € a camada mais profunda
responsavel pela proliferagado celular, sendo essa camada resistente ao
processo apoptotico (RAMOS; SILVA, 2009).

A epiderme é o invdlucro do corpo, encarregada de proteger a pele do
meio externo. Ela ndo tem vasos sanguineos e possui multiplos tipos celulares
de diferentes origens embrionarias. Aproximadamente 80-85% da epiderme é
constituida de queratinécitos, 10-13% de melanocitos, 4% de células de
langerhans e 1% de células de Merckel (SILVA; CASTRO 2009; CAND!I et al.,
2005).

A manuten¢do do numero de celulas na epiderme depende do balango
entre proliferagdo celular e morte celular (diferenciagdo/apoptose) dos
queratincitos. Esse processo & governado pela comunicagdo paracrina e
autocrina via hormdnios, fatores de crescimento e citocinas ou por comunicagéao
intercelular via célula-célula e célula-matriz de adesdo, ou ainda pela
comunicagao intercelular na regido da "gap junction” (HAAS; HERLYN, 2005).

A epiderme tem a capacidade de auto-renovagao tanto sob condigbes
homeostaticas como em condicdes nocivas, devido a presenga de uma
populagao celular mitoticamente ativa na camada basal. Em condigdes normais,
a renovagéo epidérmica é balanceada pela descamag¢io da camada cornea na
superficie da pele, onde se verifica uma diferenciagdo celular progressiva,
através do processo de queratinizag&o e cornificagdo, a partir da camada basal
em direcdo a superficie (CANDI et al., 2005).

A camada basal € a mais profunda da epiderme, composta por uma Unica
fileira de queratindcitos justapostos de citoplasma basdfilo e nucleo grande e
oval, tendo uma participagao fundamental na formagao e manutengao da jungéo
dermo-epidérmica (AZULAY: AZULAY, 20086).
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A derme, camada da pele subjacente a epiderme, dela separada apenas
pela membrana basal, € a estrutura vascularizada da pele, que tem as fungdes
de suporte estrutural e funcional da pele. E flexivel e muito elastica. Seu tecido
conjuntivo esta arranjado em uma camada mais superficial, a derme papilar, e
em uma mais profunda, chamada derme reticular. E nessa camada que est&o
localizadas as fibras de elastina e colageno, que respondem, respectivamente,
pela elasticidade e firmeza da pele; as glandulas sebaceas e sudoriparas; os
vasos de menor calibre e as terminagdes nervosas que d3o a sensagio de tato,
frio e calor (AZULAY;AZULAY,2008).

A hipoderme corresponde a regido mais profunda da pele, e é formada por
tecido gorduroso. Tem importante papel na termoregulagdo, reserva de
nutrientes e protegdo contra traumas mecanicos. E formada por adipdcitos,
células grandes e arredondadas com citoplasma rico em triglicérides e &cidos
graxos, comprimindo o nicleo contra a membrana celular. E a camada mais
profunda da pele, composta basicamente por células adiposas. Ela protege o
organismo contra choques e ainda atua como isolante térmico. Nela estdo os
vasos de maior calibre (SILVA; CASTRO, 2009).

A pele &€ muito mais do que simplesmente uma barreira fisica passiva
entre 0 meio externo e interno, mas também uma extensdo do sistema
imunolégico. Quando esta & lesada, antes da selegdo e aplicagdo de um
curativo, € necessaria uma avaliagdo completa da ferida, do seu grau de
contaminagao, da maneira como esta ferida foi produzida, dos fatores locais e
sistémicos e da presenga de exsudato, como forma de agilizar o processo de
cicatrizagdo e proteger a ferida (RAUH, 2008).

3.5 Curativos

Os curativos sao uma forma de tratamento das feridas cutdneas. Esse
tratamento & dinamico e depende, a cada momento, da evolugdo das fases de
cicatrizagéo da ferida. Embora haja uma grande variedade de curativos, um s6
tipo de curativo ndo preenche os requisitos para ser aplicado em todos os tipos
de feridas cutdaneas (FRANCO; GONCALVES, 2008).
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O curativo compreende todo o processo de limpeza, desbridamento,
selegdo da cobertura efou tratamento topico do local. E também considerado
como um meio terapéutico que consiste na aplicagdo de uma cobertura sobre
uma ferida limpa. E um procedimento técnico realizado pela equipe de
enfermagem e/ou médica, e tem por finalidade a protecéo e a cicatrizacao das
feridas. O curativo ideal deve apresentar importantes aspectos como ventilagéo,
absorgéo liquida, prote¢do, aplicagdo de pressédo e método de barreira contra
contaminante, servir como barreira protetora contra microorganismos; promover
a diminuigdo da dor; evitar a perda excessiva de liquidos; e evitar traumas na
troca do mesmo (FRANCO; GONCALVES, 2008).

A ferida € uma interrupg¢éo na continuidade do tecido corpéreo. Esta pode
ser provocada por algumtrauma, ou ainda ser desencadeada por
uma afecgdo que acione as defesas do organismo. A cicatrizacio de feridas
consiste em uma perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e
moleculares que interagem para que ocorra a repavimentagdo e a
reconstituicdo do tecido. Tal evento € um processo dindmico que envolve
fenémenos bioquimicos e fisioldgicos que se comportem de forma harmoniosa
a fim de garantir a restauracao tissular (ORTONNE; CLEVY, 1994).

3.6 Ulceras

As tlceras sdo mais conhecidas na linguagem populares como feridas. As
mais frequentemente encontradas nos servigos de saude sdo as venosas, as
arteriais, as hipertensivas, por pressdo, as neurotréficas e o pé diabético. As
Ulceras sdo geralmente de longa evolugao e de resposta terapéutica variavel.
Dentre estas, destacam-se as neurotrédficas, comuns em algumas patologias
que acometem o sistema nervoso periférico, como a hanseniase, o alcoolismo e
o diabetes mellitus, considerados agravos de alta prevaléncia no Brasil. A
ulcera plantar, também conhecida como Mal Perfurante Plantar, (Glcera tréfica),
na hanseniase é a lesdo do nervo Tibial posterior, tendo como conseqiéncia a
perda da sensibilidade da regido plantar (SAMPAIQ; RIVITTI, 2008).

O mal perfurante plantar € um dos mais importantes e conhecidos
distarbios tréficos na hanseniase. Aparece mais frequentemente entre os 36 a
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40 anos e n&o aparece antes dos 15 anos, porém aos 80 anos, ja foi observado
(BECHELLI et al_, 1978).

As ulceras sao profundas, afuniladas, com bordos hiperceratésicos, fundo
liso ou granuloso e indolores. Elas podem atingir os ossos subjacentes
comprometendo-os, apresentando nos estudos radiolégicos ostedlise parcial
das extremidades distais e osteoperiostite (SAMPAIO; RIVITTI, 2008;
BECHELLI et al., 1978).

Deve-se levar em conta as causas nervosas que sdo determinantes para
caracterizar os disturbios tréficos, e advindo dessas, contaminagdes por varias
bactérias causando uma infecgdo secundaria, porém as mesmas Ssao
assépticas para o Mycobacterium leprae (BECHELLI et al., 1978).

A equipe multiprofissional, ao avaliar as ulceras, deve reconhecer as
diversas fases do processo de cicatrizagao (Figura 5), bem como identificar os
fatores de risco, que podem interferir nesse processo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2002).

Figura 5: Esquematizacéo do processo de cicatrizacao.
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As ulceragbes dos hansenianos parecem estar relacionadas ao grau |l de
incapacidade e a positividade da baciloscopia, detectados tanto pela
classificagao espectral quanto pela operacional. Tais achados servem de alerta
para pacientes, profissionais e gestores de saude para incentivar melhorias no
diagnostico precoce, avaliagdo, seguimento e servicos de prevengdo de
incapacidade dos pacientes com hanseniase, independente do tipo de atengéo
de servigo prestado a satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Dentre os diversos fatores que dificultam a cicatrizacio, destacam-se
alguns, como: quanto maior for o tempo de evolugio da Ulcera, bem como sua
extensdo e profundidade, maior sera o tempo necesséario a cicatrizagdo. A
pressdo continua sobre a area lesada por proeminéncias 6sseas, calosidades
e/ou imobilizagdo continua, conduz a interrupgdo do suprimento sanguineo,
impedindo que o fluxo de sangue chegue aos tecidos. Na infecgéo, a presenca
de corpos estranhos e tecidos desvitalizados ou necroticos prolonga a fase
inflamatéria do processo de cicatrizagdo, provocam a destruicdo do tecido,
inbem a angiogénese, retardam a sintese de colageno e impedem a
epitelizacdo. Esses devem ser removidos por processo mecanico ou autolitico,
para ocorrer a fase reparadora. O uso de agentes topicos inadequados pode
retardar a epitelizagdo e a granulagdo. A técnica de curativos pode ocasionar
trauma mecénico, provocado pela limpeza agressiva, coberturas secas aderidas
ao leito da ulcera e/ou inadequadas que interferem no processo da cicatrizag@o
retardando a cura. A idade é fator importante na cicatrizagdo. Nas criangas, a
cicatriza¢@o ocorre rapidamente, porém sao propensas a cicatrizes hipertréficas.
Entre os jovens a cicatrizagdo pode ser retardada (MINISTERIO DA SAUDE,
2002).

3.7 Hanseniase

A hanseniase é uma infecgdo causada pelo Mycobacterium leprae,
parasita intracelular obrigatério, com tropismo para o sistema nervoso periférico
e a pele. No Brasil é endémica, sendo descoberto por ano cerca de 40.000
novos casos, apesar da redugdo de sua prevaléncia apés a introdugdo da
poliquimioterapia (PQT-OMS), em 1990. Um diagnéstico preciso da forma
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clinica envolve cinco critérios: morfologia das lesées; aspectos evolutivos;
baciloscopia do esfregacgo; histopatologia e resposta imunolégica do paciente
(OPROMOLA, 2000).

A hanseniase € uma doenca de evolugdo lenta, manifestando-se de sinais
dermatologicos, com grande potencial de provocar incapacidades fisicas,
podendo inclusive evoluir para deformidades. O homem é considerado a Unica
fonte de infecgdo da hanseniase. O contagio da-se através de uma pessoa
doente, portadora do bacilo e virgem de tratamento. A principal via de
eliminagcdo dos bacilos e provavel porta de entrada do mesmo sdo as vias
aéreas superiores (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

A hanseniase é classificada em duas formas polares, estaveis — a
hanseniase tuberculdide (HT) e a hanseniase Virchowiana ou Lepromatosa (HV
ou HL). Entre estas duas formas existe um grupo denominado Bordeline ou
Dimorfa (HD). A hanseniase dimorfa subdivide-se em trés formas clinicas:
hanseniase dimorfa tuberculoide (HDT); hanseniase dimorfa dimorfa(HDD) e
hanseniase dimorfa virchowiana (HDV) (TALHARI, 1994).

No Brasil a incidéncia da doenga vem diminuindo, como pode ser

observado na Figura 6.

Figura 6: Coeficiente de detecgdo, geral e em menores de 15 anos de hanseniase, Brasil, 2003
a 2011.

o i =
+-




31

O Estado mais hiperendémico é Mato Grosso com 7,52/10mil como

observado na Figura 7. No sul e sudeste, dreas com prevaléncia menor que
1/10mil.

Figura 7: Coeficiente de prevaléncia de Hanseniase por municipios, Brasil - 2011
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O diagnéstico clinico e a diferenciacdo das formas da doenca séo
realizados através da historia clinica-epidemiolégica do paciente, exame
dermato neurolégico para identificar lesdes e alteragdes de sensibilidade, e/ou
comprometimento neural periférico. Os exames laboratoriais a serem
verificados sdo: exame baciloscépico de raspado dérmico, exame
histopatolégico, pesquisa do DNA bacteriano por PCR e pesquisa de anticorpos
anti- M. leprae. Apesar de novos métodos laboratoriais, a historia clinica-
epidemiolégica ainda € o principal método diagnoéstico na atencdo primaria
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001)

O teste manual de forga dos musculos dos membros superiores e
inferiores, mais freqientemente acometidos, € recomendado pelo programa de
controle da hanseniase e € um método utilizado para o diagndstico de lesdes
nervosas periféricas, embora sua confiabilidade esteja na dependéncia da
habilidade e conhecimento do examinador. Recomenda-se adotar o critério de
graduacdo da forga muscular de zero a cinco. Os resultados dos exames
devem ser analisados em seu conjunto. (MINISTERIO DA SAUDE, 2002; BELL-
KROTOSKI; BUFORD, 1997).
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4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Desenvolvimento e
Avaliagdo de Biomateriais (CERTBIO), na Universidade Federal de Campina
Grande-UFCG/UAEMa.

4.1 Materiais

. Quitosana (Sigma Aldrich), médio peso molecular e grau de
desacetilagao de 85%;

o Aloe-vera (Erva babosa) cultivo proprio;

. Agua destilada;

. Acido Acético PA (VETEC):

. Hidroxido de Sédio PA (VETEC).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparagdo das Membranas de Quitosana pura e Quitosana com Aloe-
vera

A solugao de quitosana foi preparada pela dissolugdo de 1 g de quitosana
em 100 mL de uma solugédo a 1% (v/v) de acido acético glacial sob agitag&o
magnética a 45 C por 2 h. Em seguida, a solugdo polimérica foi vertida em
placas de petri e acondicionadas em estufa a 37°C por 5 dias para evaporag&o
do acido e formagdo das membranas. Apds a secagem as mesmas foram
retiradas da estufa e neutralizadas com solugéo de hidroxido de sédio a 1 mol/L
por 1 h. Ao final desta etapa as membranas foram lavadas com agua destilada
para retirada do excesso de hidréxido de sodio. Depois da neutralizagéo, as
mesmas foram secadas por 24h a temperatura ambiente. A solugdo de
quitosana com diferentes proporgdes (10%, 30% e 50%) de Aloe-vera foi obtida
com a adicdo e homogeneizagdo da polpa de Aloe vera na solugdo de
quitosana. As etapas de obtencao, neutralizagdo e secagem das membranas de
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quitosana com Aloe vera seguiu 0 mesmo procedimento descrito para obtengéo
das membranas de quitosana.

4.3 Caracterizagao

Todas as membranas foram caracterizadas por Difragéo de raios-X (DRX),
Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Espectroscopia por Energia
Dispersiva de raios X (EDS), Tensdo Superficial por medidas do dngulo de
contato, Intumescimento e Teste de Citotoxicidade.

4.3.1 Difragao de raios X (DRX)

As analises de difragdo de raios-X foram conduzidas a temperatura
ambiente em aparelho XRD-6000 Shimadzu, utilizando radiagdo Ka do cobre
(1,5418 A), tensao de 40kV e corrente 30mA. As membranas foram examinadas

em um intervalo de 26 entre 5 e 30 graus a uma velocidade de 2°/min.

4.3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As analises utilizando a técnica de espectroscopia na regido de
infravermelho com transformada de Fourier foram realizadas em temperatura
ambiente e 0 equipamento utilizado foi um Spectrum 400 da Perkin Elmer. A
técnica FTIR teve como objetivo identificar as bandas caracteristicas dos
grupos funcionais presentes nas matérias primas utilizadas nesta pesquisa

utilizando a faixa de varredura de 4000 a 600 cm™.
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4.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para realizagéo das analises de microscopia eletrénica de varredura foram
retirados fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? de cada membrana. O
equipamento utilizado foi um Microscépio Eletrdnico de Varredura de bancada,
modelo TM-1000, marca Hitachi, com aumentos de 1500 x, profundidade de
foco de 1mm, resolugdo de 30nm, 15KV, baixo vacuo e pressio variada (1 a

270 Pa), sem recobrimento metalico, mesmo em amostras nao condutoras,

4.3.4 Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS)

As analises por Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X foram
realizadas no equipamento TM-1000, marca Hitachi, acoplado ao MEV. Um
detector instalado na camara de vacuo do MEV mede a energia associada aos
elétrons da amostra, como os elétrons de um determinado atomo possuem
energias distintas, onde € possivel determinar quais elementos quimicos estao
presentes na amostra.

4.3.5 Tensdo Superficial por Medidas do Angulo de Contato

Para realizag&o desta analise foi utifizado um goniémetro desenvolvido por
tecnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecanica da Universidade
Federal de Campina Grande — UFCG.

Por meio de medidas de angulo de contato (8) entre o substrato e agua foi

possivel avaliar a hidrofilicidade de todas as membranas.

4.3.6 Ensaio de Infumescimento

Este ensaio foi realizado em agua destilada. O material (em triplicata) foi
secado, inicialmente, e pesado em balanga digital. Em seguida foi imerso em

um recipiente com agua destilada, onde permaneceu por 24 h. Apds esse
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periodo as amostras forma pesadas na mesma balanga e o grau de
intumescimento foi calculado utilizando a Equagéo 1.

%1:[."%}100 M
i

Onde: mi = massa inicial @ mf = massa intumescida

4.3.7 Ensaio de Citotoxicidade

Com o objetivo de atender a norma 1SO 0993 que recomenda ensaios in
vitro de citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficardo em contato
com a pele, escolheu-se o teste de avaliagdo da viabilidade celular dos
macréfagos por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio].
Foram utilizados 5 fragmentos de cada amostra para cada animal. A técnica
utilizada foi a descrita por Mosmann, 1983. Todos os procedimentos com
animais foram conduzidos conforme normas do SBCAL (Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratorio) e que obtiveram parecer do Comité de
Etica local (parecer n°08/2009 CEP/FCF/CA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Difracédo de raios X (DRX)

Os difratogramas das membranas estudadas neste trabalho estdo
apresentados na Figura 8 e observam-se no mesmo, que a adigdo da babosa
proporcionou perfil das membranas mais amorfo quando comparado com a
membrana s6 com quitosana, que apresenta o difratograma caracteristico de
um material com perfil semi cristalino, j@ no difratograma da planta pode-se

notar um perfil de um material amorfo.

Figura 8: Difratograma de raios X das membranas de quitosana, de Aloe-vera e das membranas

de quitosana com diferentes propor¢des de Aloe-vera.
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Ao observar a Figura 8 pode-se afirmar que ndo houve alteragao no perfil
das membranas com quitosana e Aloe vera.

O difratograma da membrana de quitosana apresenta bandas tipicas de
material semicristalinos, com base larga em torno de 26 = 10° e 26 = 20°
(URAGAMI; TOKURA, 2006).
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Como pode ser observado, a adicdo de Aloe-vera que tem um perfil
amorfo, pode influenciar em propriedade, como tempo de degradagdo das
membranas, ja que, quanto menor a cristalinidade do material, menor
dificuldade tera para a dgua entrar nesses sitios, maior sera o intumescimento e
consequentemente a sua degradacgéo.

5.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

De acordo com a Figura 9, pode-se afirmar que, a adigcdo da babosa nas
membranas de quitosana, ndo apresentou alteragdo significativa, no entanto,
observa-se que ocorreu uma diminuicdo da banda em 2893 cm’, que é
atribuida ao estiramento assimétrico do grupo C-H, das membranas de
quitosana com babosa quando comparado apenas com o espectrograma da
babosa.

Figura 9: FTIR: Espectroscopia das Membranas de Aloe-vera e de quitosana sem e com Aloe-
vera.
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O espectro caracteristico da quitosana estd de acordo com Ponciano,
(2010) (Tabela 1), pois apresentam todas as absorcdes relativas a mesma.
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Tabela 1. Bandas de absorgao no FTIR dos pds das quitosanas com GD de 90%

Namero de onda Atribuigao
{em™)
3334 Deformacéao axial de O-H e N-H do grupo NH,
2928 e 2873 Deformagéao axial de C-H de grupos CHz e CHs
1652 Deformagéao axial de RHN-C= O (amida)
1586 Deformagao angular N-H do grupo NH> (amina)
1423 e 1319 Deformagéo angular de O-H e deformagao
angular de C-H do anel glicosidico
1377 Deformag¢ao angular do C-H de CH3;
1150,1062 e1020 Deformacéo axial do C-O-C da ligagéo éter

Fonte: Ponciano, 2010,

A semelhanga entre os espectros da Aloe-vera e da da quitosana, pode
estar relacionada a presenga do Acemannam no gel de Aloe-vera. O
Acemannam € o principal polimero presente no gel da planta, polimero esse de
organizagéo estrutural (em nivel molecular) muito semelhante a da quitosana
(Figura 10). Muitos dos efeitos benéficos a saude proporcionados pela Aloe-
vera sdo justificados devido a presen¢a desse polimero em sua constituigdo,
como por exemplo, propriedades imunomoduladoras, antimicrobianas e
cicatrizantes (TURNER et al, 2004; JETTANACHEAWCHANKIT,
SASITHANASATE, 2009).

Figura 10: a) Estrutura da quitosana, b} estrutura do Acemannam.

a b)
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Fonte: Adaptado de STAMFORD (2006), TURNER et al. (2004).
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5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na microscopia eletrénica por varredura o feixe de elétrons é rastreado
pela superficie da amostra e a imagem é produzida pela coleta dos elétrons
secundarios emitidos pela superficie excitada, por um cintilador. A imagem é
reproduzida em um tubo de raios catédicos sincronizado com o feixe rastreador.

Na Figura 11 sdo observadas as imagens da Microscopia Eletrénica de
Varredura das membranas obtidas nesta pesquisa, onde s&o observadas
diferengas morfolégicas significativas, principaimente, entre as membranas de
quitosana e Aloe vera puras. J& nas membranas compostas de quitosana e
Aloe vera séo identificadas caracteristicas morfolégicas intermediarias.

Figura 11: Microscopia Eletronica de Varredura das membranas de Aloe-vera de quitosana e de
quitosana com diferentes proporgdes de Aloe-vera. Aumento de 1500X.

Quitosana 100% Aloe vera

1090 Aloe vera 309% Aloe vera 50% Aloe vera

As variagdes encontradas na superficie das membranas ocorreram,
possivelmente, por causa da presenca do gel da planta, pois quanto maior foi o
percentual de Aloe vera, melhor ficou de visualizar as diferengas de fases
apresentadas pelos constituintes utilizados nesta pesquisa.



5.4 Espectroscopia por Energia Dispersiva de raios X (EDS)

Na Figura 12 observa-se o resultado de EDS das membranas de Aloe
vera e de quitosana sem e com Aloe vera. Na membrana de quitosana foram

encontrados elementos como carbono, oxigénio e nitrogénio.

Figura 12: Resultado de EDS com a composi¢do quimica das membranas de Aloe vera e de
quitosana sem e com diferentes proporgdes (10%, 30% e 50%) de Aloe vera.
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No resultado de EDS da membrana de Aloe-vera s&o observadas a
presenga dos elementos carbono e oxigénio, proprios da estrutura do
Acemannam e, observa-se, também, a presenca dos elementos célcio e
magnésio que, segundo Grindlay, Reynolds (1986), fazem parte de uma gama
de outros elementos presentes no gel de Aloe-vera, sendo o magnésio um dos
responsaveis pela melhora no quadro de queimaduras tratadas com gel de
Aloe-vera.

Nas membranas de quitosana com Aloe vera nao foi possivel identificar
0s componentes calcio e magnésio, isso ndo implica que nado exista esses
elementos nas amostras, mas que, a quantidade presente, pode nao ter sido
suficiente para que o equipamento o identificasse.
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5.5 Tensdo Superficial por Medidas do Angulo de Contato

Na Figura 13 observam-se os resultados das medidas de angulo de
contato para as membranas de quitosana pura e com Aloe vera.

Figura 13: Resultado de Tens&o Superficial por Medidas do Angulo de Contato das membranas
de quitosana sem e com diferentes proporcoes (10%, 30% e 50%) de Aloe vera.
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A presengca de Aloe vera nas proporgdes de 10%, 30% e 50% nas
membranas de quitosana diminuiram a hidrofilicidade das mesmas. No entanto,
essa diminuicdo nao foi relativamente consideravel, pois manteve todas as
membranas com um perfil de material hidrofilico, o que € justificado pelo ensaio
de intumescimento.

5.6 Ensaio de Intumescimento

O grau de intumescimento foi realizado para membranas de quitosana
com a finalidade de observar o efeito da adigdo de Aloe vera na quitosana
sobre essa propriedade.

De acordo com o observado na Figura 14, pode-se afirmar que a adigéo
da polpa de Aloe vera na quitosana possibilitou a aquisicdo de membranas com
maior grau de intumescimento. Pode-se verificar também, que o grau de
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intumescimento das membranas ndo foi diretamente proporcional a
molhabilidade das mesmas, observada no ensaio de angulo de contato, pois a
analise de angulo de contato é realizada no primeiro momento em que se
coloca a gota de agua sobre a superficie da membrana. Ja o intumescimento é
observado horas depois do material ser imerso em agua, permitindo um maior

tempo de absorgao e retengéo de liquido pelas membranas.

Figura 14: Resultado do Ensaio de Intumescimento das membranas de Aloe vera e de
quitosana sem e com diferentes proporgoes (10%, 30% e 50%) de Aloe vera.
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materiais poliméricos. No caso das membranas hidrofilicas permite estimar o
potencial de absorcdo de exsudado, em suas aplicagbes como curativos, bem
como o seu comportamento em sistemas de liberacao de farmacos.

Na quitosana, ha predominancia dos grupos amino caracterizados por
ligagdes covalentes (N-H), onde a eletronegatividade das ligacGes gera sitios de
alta polaridade, tornando, assim, favoravel o rearranjo das moléculas e agua em
torno desses sitios. Essa caracteristica estrutural, associada aos grupos
acetamido caracterizam um material com alto grau de afinidade e retengdo de
agua. Essa habilidade de absor¢do e retencdo de agua € um fator importante
para materiais implantaveis, pois ela permite a absor¢do de fluidos corporeos e
a transferéncia de nutrientes e metabdlitos (ASSIS et al., 2003; THEIN-HAN;
KITIYANANT, 2007).

| UFCG/RIBLINTRCA/RC ]
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5.7 Ensaic de Citotoxicidade

Com o objetivo de atender a norma ISO 0993 que recomenda ensaios in
vitro de citotoxicidade como testes iniciais para materiais que ficardo em contato
com a pele, escolheu-se o teste de avaliagdo da viabilidade celular dos
macrofagos por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazélio].
De uma forma geral, neste teste realizam-se ensaios quantitativos para avaliar
a interrup¢do da atividade mitocondrial pela quantificacdo da formagédo de
cristais de formazana, a partir da redugdo do tetrazélio MTT. Qu seja, avalia-se
a viabilidade celular partindo do principio que as células viaveis, uma vez em
contato com o MTT, metabolizam o tetrazélio de metiltiazol na mitocéndria,
utilizando enzimas ativas, havendo um acimulo de cristais de tetrazdlio ou
formazana, que pode ser detectado pela leitura da absorbancia em 540 nm,
com filtro de referéncia em 620 nm.

Para a concretizagdo desta etapa, fez-se necesséario a obtencéo das
células do exsudato peritoneal que foi realizada a partir do procedimento
descrito a seguir. Para obtengdo das células do exsudato peritoneal foram
utilizados 5 camundongos Swiss, previamente estimulados pela inoculagéc
intraperitoneal de 3,0 mL de tioglicolato de s6dio (Difco Lab. LTDA) a 3,0 %,
trés dias antes da coleta de células. Apds esse periodo, os animais foram
eutanasiados por inalagdo em camara de CO;. Os macréfaos do exsudato
peritoneal foram coletados para preparo da suspensao celular. O niomero de
células foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica de
Neubauer (Boeco, Germany) em uma diluigdo 1:100 do Liquido de Lazarus. As
células foram ajustadas a concentragdo de 5. 10° células em meio RPMI-1640-
C.

Em uma placa estéril de 96 pogos de fundo plano (Corning, Inc.) foram
distribuidos 100 pL por pogos das suspensdes de células do exsudato
peritoneal de camundongos, em seguida foi adicionado um disco,
confeccionado a partir das membranas de quitosana e quitosana/Aloe vera,
com diferentes concentragdes. Foram utilizados 5§ discos de cada composigao
de membrana para cada animal.
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Todas as membranas testadas apresentaram viabilidade celular acima
de 70 % e esta de acordo com a ISO 10993-5, como pode ser observado na
Figura 15.

Figura 15: Resultado do Ensaio de Viabilidade Celular de Aloe vera e de quitosana sem e com
diferentes proporgdes (10% e 50%) de Aloe vera.
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6 CONCLUSOES

A tecnica de DRX mostrou que a presenga de Aloe vera nas membranas de
quitosana tornou o material com um perfil mais amorfo.

A tecnica de espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) mostrou que a Aloe vera nas proporgbes de 10%, 30% e 50% néo
alteraram, significativamente, os grupos funcionais caracteristicos da quitosana,

ja que ambos os materiais apresentam grupos semelhantes

Na microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar fases da quitosana
e da Aloe vera em todos os compostos.

No ensaio de Tensdo Superficial observou-se que, com 0 aumento na
quantidade de a Aloe vera nas membranas de quitosana ocorreu diminuigio na
molhabilidade das mesmas, indicando uma menor hidrofilicidade. Ja no ensaio
de Intumescimento, o aumento na quantidade de a Aloe vera nas membranas
de quitosana proporcionou um aumento significativo no grau de
intumescimento.

O ensaio de MTT revelou que todas as membranas sao biocompativeis.

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que € possivel sintetizar
compostos de Quitosana com Aloe vera com propriedades adequadas para
utilizagdo como curativos, pois as membranas hidrofilicas irdo permitir maior

absor¢ao de exsudado.
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