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RESUMO

O desenvolvimento de biomateriais poliméricos biodegraddveis com enfoque na medicina
regenerativa para o tratamento de feridas, lesdes da pele ou liberagdo controlada de farmaco
tem demonstrado potencial promissor devido as caracteristicas especificas desses polimeros.
Com base nisso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da reticulacdo com genipina em
membranas de quitosana/coldgeno para potencial uso como biomaterial. Para isso, o coldgeno
foi extraido da membrana da casca do ovo e as membranas densas de quitosana e
quitosana/coldgeno foram confeccionadas pelo método de evaporacdo do solvente. Adotou-se
duas vias de reticulagdo por imersdo em solucdo de genipina: a primeira utilizando uma
solucdo alcodlica de genipina a 0,25% (G1) e a segunda com o extrato alcodlico da polpa do
Jenipapo (G2). Para neutralizacdo das membranas foi utilizada uma solucdo de hidréxido de
amoénio a 1% v/v. Todas as membranas foram submetidas a andlises quimica, fisica e
bioldgica por meio de técnicas como a Espectroscopia na Regidao do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Optica (MO), Termogravimetria (TGA),
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Ensaios mecanicos de tragdo, Molhabilidade,
Intumescimento, Biodegradacdo e Citotoxicidade. Na extragdo do coldgeno, a metodologia
adotada proporcionou um rendimento compativel com o descrito na literatura. As membranas
confeccionadas apresentaram uma textura adequada e alteracdio da coloracdo apds a
reticulacdo. Na andlise do FTIR foi possivel constatar que ocorreu interacdo entre os
materiais. Na microscopia 6ptica notou-se diferencas na homogeneidade, transparéncia e
textura entre as membranas de quitosana, quitosana/coligeno e membranas reticuladas,
verificando que a reticulacdo alterou parametros como espessura, rugosidade e ondulagao.
Através da TGA e DSC, pode-se constatar que a reticulacdo com G2 aumentou a resisténcia a
temperatura das membranas de quitosana/coldgeno. No ensaio de tragcdo, verificou-se que a
reticulacdo com genipina, assim como a presenga de coligeno nas membranas
proporcionaram alteracdes em parametros como resisténcia a tensdo e taxa de deformacao.
Todas as membranas apresentaram caracteristicas hidrofilicas, na qual a reticulacio com
genipina favoreceu o aumento do Grau de Intumescimento. Durante os ensaios de
biodegradacdo foi possivel observar que a presenca do coldgeno reduziu a velocidade de
degradacdo do biomaterial, enquanto a reticulagdo com genipina acelerou. Por outro lado, o
coldgeno, assim como a reticulacio, aumentaram a biocompatibilidade das membranas.
Baseando-se nisso, pode-se concluir que a reticulagdo com o extrato alcodlico do jenipapo foi
mais eficiente que a reticulacdo com genipina a 0,25%, pois conferiu melhores propriedades
as membranas para potencial utilizacdo como biomateriais na medicina regenerativa, além de
ser uma alternativa com custo bastante inferior ao da utiliza¢do de genipina pura.

Palavras-chave: Quitosana. Colageno. Genipina. Reticulacdo. Biomaterial.



ABSTRACT

The development of biodegradable polymeric biomaterials with a focus on regenerative
medicine for the treatment of wounds, skin lesions or controlled drug release has shown
promising potential due to its specific characteristics. Based on this, the objective of this work
is to evaluate the effects of Genipin-crosslinked Chitosan/Collagen membranes and their
potential use as biomaterials. To that end, the collagen was extracted from the eggshell
membrane and the dense membranes of chitosan and chitosan/collagen were produced by the
solvent evaporation method. Two types of crosslinking by immersion in genipin solution were
adopted: first in 0.25% Genipin Alcoholic Solution (G1), then Alcoholic Extract of the
Jenipapo Pulp (G2). A 1% (v/v) solution of Ammonium Hydroxide was used to neutralize the
membranes. All membranes were submitted to chemical, physical and biological analysis by
techniques such as Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Optical Microscopy
(OM), Thermogravimetry (TGA), Differential Scanning Calorimetry (DSC), mechanical tests
of traction, wettability, swelling, biodegradation and cytotoxicity tests. During the extraction
process of collagen, the methodology adopted yielded a result as recorded in the literature.
The membranes presented a suitable texture and color alteration after the crosslinking process.
In the FTIR analysis it was possible to identify the interaction occurred between the materials.
Optical microscopy pointed differences in homogeneity, transparency and texture between
chitosan, chitosan/collagen membranes and reticulated membranes, showing that the
crosslinking process was responsible for altering the thickness, roughness and ripple
parameters. Through TGA and DSC, it can be affirmed that G2 crosslinking increased the
thermal resistance of chitosan/collagen membranes. The tension test revealed that the
Genipin-crosslinking presented alterations in some parameters, such as tensile strength and
strain rate. All membranes showed hydrophilic characteristics, and the Genipin-crosslinking
process helped the swelling degree to increase. During the biodegradation tests it was possible
to observe that the presence of collagen reduced the rate of degradation of the biomaterial,
while the Genipin-crosslinking accelerated it. On the other hand, both collagen and
crosslinking increased the biocompatibility of membranes. Based on this, it can be concluded
that the crosslinking in Alcoholic Extract of the Jenipapo Pulp was more efficient, since it
conferred better properties to the membranes, as well as a much lower cost alternative to the
Genipin-crosslinking membranes production.

Keywords: Chitosan. Collagen. Genipin. Crosslinking. Biomaterial.
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1 INTRODUCAO

A Biotecnologia ¢ uma darea multidisciplinar que visa o desenvolvimento de produtos
ou processos bioldgicos com a ajuda da ci€ncia e da tecnologia, podendo ser definida como
qualquer aplicacdo tecnoldgica que utilize sistemas bioldgicos, organismos vivos, ou seus
derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para utilizagdo especifica
(CONVENCAO DA BIODIVERSIDADE, 1992). Dessa forma, o estudo dos biomateriais
(dispositivos que entram em contato com sistemas biolégicos) surge como uma das inimeras
ramificacOes dessa ciéncia, apresentando potencial promissor devido as suas indimeras
contribuicdes para a evolucdo da medicina, sendo que os biomateriais poliméricos estdo
dentre os mais empregados devido as suas vantagens no que diz respeito a maleabilidade,
custo, propriedades mecanicas, biocompatibilidade e biodegradabilidade (PIRES, 2015;
LANDUCI, 2016).

Entre as diversas aplica¢des dos biopolimeros, a medicina regenerativa vem ganhando
enfoque especial nas pesquisas, principalmente quanto ao tratamento de feridas e a liberacdo
controlada de farmacos, visando desenvolver materiais alternativos com baixa toxicidade e
que apresentem efici€éncia no reparo de tecidos. Sendo assim, a quitosana e o coldgeno surgem
como polimeros promissores, pois sdo capazes de interagir favoravelmente com as células
(CESCONETO, 2009; RATNER et al., 2013; MOGOSANU, 2014; BUENO et al, 2015;
PIRES, 2015).

Nesse sentido, a quitosana tem sido utilizada para a produ¢do de -curativos
direcionados ao tratamento de ferimentos da pele, contribuindo com o processo de
cicatrizagdo. Entretanto, algumas propriedades desse polimero ndo sdo adequadas o suficiente
para competir com alguns polimeros ja disponiveis no mercado, sugerindo a busca por
alternativas que contornem este problema, como a utilizacdo da quitosana juntamente com o
colageno, unidos por meio de ligacdes de entrecruzamento (reticulagdo) (LARANIJEIRA,
2009; OLIVEIRA, 2012; MACEDO, 2014).

Quando se aborda a reticulagdo, estudos demonstraram potencial para utilizacdo da
genipina - biomolécula extraida do Jenipapo (Genipa americana L.), como agente reticulante,
devido a sua biocompatibilidade quando comparada a outros agentes de entrecruzamento,
como o glutaraldeido. Além disso, a reticulagdo com genpina fortalece a estrutura do

biomaterial por meio da formacdo de ligagdes covalentes intermoleculares permanentes,
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adicionando ou adequando propriedades que sdo de interesse para a engenharia de tecidos
(CHIONO, 2008; MANSNUR, 2008; BATISTA, 2015).

Entretanto, do ponto de vista financeiro, a genipina (98%) é comercializada entre
valores que variam de 420,00 R$ por 50mg a 2.984,00 R$ por 125 mg, devido ao custo
demasiadamente elevado para a extracdo e purificacdo dessa biomolécula. Sendo assim, a sua
utilizagdo como agente reticulante, embora apresente um potencial promissor no que diz
respeito a producdo de biomateriais com propriedades desejadas para utilizagdo na medicina
regenerativa, o valor excessivo para a obten¢do dessa biomolécula acarretaria em um custo
elevado dos biomateriais cuja rota de reticulacdo fosse proporcionada pela genipina. Diante
do exposto, este trabalho propds a utilizacdo de uma rota alternativa de reticulagdo para

obtencdo de biomateriais de baixo custo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da reticulacdo com genipina em membranas de quitosana/coldgeno

para potencial aplicacdo como biomaterial

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair coldgeno a partir da membrana da casca do ovo;

e Produzir membranas densas a base de quitosana e quitosana/coldgeno;

e Promover a reticulacdo das membranas com genipina nas diferentes solucoes;

e Realizar ensaios de caracterizacdo quimica, fisica e bioldgica para constatacdo dos

efeitos da reticulagdo;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A BIOTECNOLOGIA E SUA APLICACAO COM BIOMATERIAIS

A palavra "biotecnologia” foi literalmente inventada na esfera financeira, em Wall
Street, para expressar um conjunto de técnicas e ferramentas que podem ser usadas para
fabricar produtos de ponta e experimentos cientificos avancados em dreas ligadas as industrias
farmaceéutica, quimica e do agronegécio (FONSECA et al., 2009 apud FONSECA, 2010).
Ademais, em um sentido mais amplo, a biotecnologia pode ser descrita como um conjunto de
tecnologias que utilizam sistemas bioldgicos, organismos vivos ou seus derivados para a
producdo ou modificacdo de produtos e processos para uso especifico, possuindo um
potencial de aplicacido moderna com grande impacto para o futuro, que vai desde a
protedmica, gendmica, farmacogendmica, biomateriais, bioengenharia, engenharia genética,
alimentos geneticamente modificados até a biologia sintética (CONVENCAO DA
BIODIVERSIDADE, 1992; KRATTIGER, 2002; SANTANA et al., 2012).

A utilizacdo e o estudo dos biomateriais apresentam ultimamente um forte
crescimento, devido a sua contribui¢do para a evolucdo da medicina e na melhoria de vida dos
que necessitam dessa tecnologia. Com mais de 60 anos de existéncia, os biomateriais podem
ser definidos como dispositivos que entram em contato com sistemas biolégicos (incluindo
fluidos biolégicos), com aplicagdes diagndsticas, vacinais, cirirgicas ou terapéuticas, podendo
ser constituidos de compostos de origem sintética ou natural, assim como de materiais
naturais quimicamente modificados, tanto na forma de sélidos quanto de géis, pastas ou
mesmo liquidos, ndo sendo necessariamente fabricados (PIRES, 2015; LANDUCI, 2016).

Os biomateriais abrangem classes distintas de materiais, na qual podem ser de origem
ceramica, metdlica, polimérica ou compdsita e sdo classificados de acordo com a
compatibilidade que apresentam com os tecidos adjacentes: I) Biotolerantes, quando ha a
formacdo de uma camada de tecido fibroso que os isola dos tecidos adjacentes; II) bioinertes,
quando provocam uma resposta bioldgica sutil, podendo induzir a formacdo de uma capsula
de tecido fibroso; III) bioreabsorviveis, quando € degradado pelo préprio organismo e
substituido pelo tecido; e IV) bioativos, que ligam-se quimicamente ao tecido, possibilitando
o crescimento do tecido sobre sua superficie (GOIA, 2008 & RATNER, 1996 apud
BOMFIM, 2014).
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Bonfim, (2014) acrescenta ainda, que além das classificagcdes supracitadas, os
biomateriais devem apresentar caracteristicas fundamentais como: I) biocompatibilidade,
pois nao deve provocar reagdes alérgicas ou inflamatérias muito intensas; 1I)
biofuncionalidade, relacionado a capacidade de um dispositivo desempenhar a funcdo para a
qual foi projetado e III) bioatividade, caracteristica que permite a formacgao de tecidos sobre a
superficie do biomaterial.

A industria responsdvel pela producdo dos biomateriais é segmentada com base em
dois critérios, o primeiro referente a composi¢do do material (ceramico, metdlico, polimérico
ou compdsito) e o segundo relacionado a sua aplicacdo, se de uso ortopédico, cardiovascular,
odontoldgico, oftalmolégico, cirurgia pldstica, engenharia tecidual, tratamento de lesoes,
desordens neuroldgicas e do sistema nervoso central, além de incluir também dispositivos
com outras aplicagdes, como gastrointestinais e urindrias, ou como sistemas de liberagcdo de
drogas e para cirurgia baridtrica. Apesar de atualmente os biomateriais metalicos dominarem
o mercado mundial, espera-se no futuro préximo o crescimento acentuado do mercado de
biomateriais poliméricos, em decorréncia de caracteristicas mais apropriadas quanto a
flexibilidade, elasticidade, inércia biol6gica, biocompatibilidade e longevidade (PIRES,

2015).

3.2 BIOMATERIAIS POLIMERICOS

Os biomateriais poliméricos estdo dentre os mais empregados no dmbito médico. As
principais vantagens dos biomateriais poliméricos em comparacio com oS materiais
ceramicos ou metdlicos incluem a facilidade de fabricagdo para produzir formas variadas
(particulas, filmes ou membranas, fios, dentre outros), o processamento secundirio, custo
razodvel e disponibilidade em encontrar materiais com propriedades mecénicas e fisicas
desejadas para aplicagdes especificas (HEATH, 2013 & WONG, 2007 apud PIRES, 2015).

Os polimeros sdo macromoléculas compostas por unidades de repeti¢do (mondmeros),
moléculas com massa molecular baixa, ligadas entre si, predominantemente, por ligacdes
covalentes e podem ser classificados em funcdo da sua fusibilidade, estrutura molecular,
aplicagdo, grupos funcionais constituintes, origem, entre outros (PITT et al., 2011; PIRES,

2015).
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Ainda segundo Pitt e colaboradores, (2011), a fusibilidade dos polimeros esta
relacionado com as caracteristicas termoplasticas - quando o polimero pode ser moldado em
mais de um ciclo térmico, pois sdo constituidos por macromoléculas lineares ou ramificadas,
agrupadas entre si por meio de ligacdes ndo permanentes e termorrigidas — que podem ser
moldados e, depois da primeira moldagem, sdo submetidos ao processo de “cura”,
responsavel pela formagdo de ligacOes cruzadas permanentes entre as macromoléculas do
polimero. Quanto a estrutura molecular dos polimeros, podem ser classificados lineares,
ramificados ou liga¢cdes cruzadas (que pode ser promovida pela reticulacio).

A classificacdo baseada na aplicacdo estd relacionada a sua forma de utilizacdo, se
como commodities, polimeros engenheirados, alta performance ou especiais, que permitem o
seu emprego como proteses faciais, tubos traqueais, partes para os rins e figado, componentes
para o coracdo, odontologia a articulagdes do quadril e joelhos, fios de sutura, adesivos
médicos, selantes para revestimentos, entre outros. J4 com relacdo a sua origem e grupos
funcionais, os polimeros podem ser sintéticos — obtidos a partir de reacdes de polimerizagao,
destacando-se as poliolefinas, poliéteres, poliésteres, poliamidas, entre outros, ou naturais —
obtidos por meio de organismos vivos, sendo denominados de biopolimeros, como a celulose,
o amido, quitina, quitosana, coldgeno, proteinas, péptidos, DNA e RNA (PITT et al., 2011;
LANDUCI, 2016).

Para utilizagdo dos materiais poliméricos, diversos critérios devem ser considerados,
como as formas que as cadeias podem assumir a disposi¢do das unidades monoméricas, a
presenca ou nio de dtomos funcionais, a rigidez estrutural, a polaridade da cadeia, massa
molar do polimero e entre outros, pois essas caracteristicas podem influenciar no seu
comportamento, assim como no seu potencial para diferentes finalidades. Nesse sentido, as
aplicacdes dos biopolimeros na medicina regenerativa, por exemplo, incluem diversas opcoes,
entre elas o tratamento de feridas e a liberacdo controlada de farmacos, acdo que estd
relacionada diretamente as caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade,
semelhangca com a matriz extracelular e por induzir e estimular o processo de cicatrizacio de
feridas (RATNER et al., 2013; MOGOSANU, 2014; BUENO et al., 2015).

De acordo com Cesconeto (2009), intimeras pesquisas vém sendo realizadas visando
desenvolver materiais alternativos de baixa toxicidade associado a atividade bactericida e
elevada eficiéncia no reparo de tecidos a partir de materiais alternativos como, por exemplo, o
PVA, borracha de silicone, poli (L-acido lactico) e polimeros naturais tais como quitosana,

alginato de s6dio, gelatina e o coldgeno - proteina que pode oferecer uma vantagem adicional
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quando utilizado como matéria-prima de um biomaterial, uma vez que podem ser capazes de
interagir favoravelmente com as células através de dominios especificos de reconhecimento

presentes na estrutura celular (PIRES, 2015).

3.3 OS BIOMATERIAIS E A ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos € uma area multidisciplinar, que visa desenvolver materiais
substitutos para os tecidos vivos, que possam restaurar e manter ou melhorar a funcdo de
tecidos danificados, destacando-se por permitir o fornecimento de drgdos e/ou tecidos,
oferecendo a possibilidade de reparacdo, desenvolvimento de procedimentos cirtirgicos mais
eficientes, e melhorar significativamente a qualidade de vida (HUTMANCHER, 2000).

Um grande nimero de biopolimeros tem sido estudado como materiais para a
engenharia de tecidos. Entre eles estdo alguns polimeros sintéticos e os polimeros naturais
como o alginato, a gelatina, o coldgeno, o amido, a quitosana, entre outros. Os polimeros
naturais sdo de particular interesse, dado que, sendo componentes naturias de seres vivos,
apresentam semelhanca quimica e bioldgica aos tecidos naturais (KIM et all., 2008 apud
FERNANDES 2009).

Feridas na pele resultantes de queimaduras e doengas congénitas ou adquiridas s@o
bastante perigosas para os pacientes, particularmente em casos em que a drea atingida é
extensa, uma vez que o ferimento estd sujeito a invasdo de bactérias e a perda de fluidos
corporeos. Nessas condigdes, o recobrimento rapido e efetivo da ferida € essencial para o
tratamento da enfermidade. A terapia convencional para este tipo de problema tem sido o
transplante de pele. Contudo, devido a dificuldade ou até mesmo impossibilidade em casos
em que a area da ferida é muito grande, inexisténcia de doadores, a rejeicio do material
implantado, ao tempo necessdrio para a total cicatrizacdo e aos riscos envolvidos, tem-se
buscado alternativas para a protecao e cicatrizagdo de tais ferimentos com materiais que sejam
flexiveis, atoxicos e capazes de aderir adequadamente a drea afetada, diminuindo a perda de
fluidos e eletrdlitos, protegendo contra a proliferacio de micrébios e promovendo a
cicatrizagdo da ferida (WISE, 1996 apud REZENDE et al., 2005).

Nesse sentido, as membranas de quitosana, por exemplo, elaboradas de forma pura ou

misturadas com outros polimeros vém sendo utilizadas com sucesso na producao de curativos
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para tratamento de queimadura, como pele artificial, por promover uma cicatrizacdo rapida do

tecido (MACEDO, 2014).

3.4 QUITOSANA

A quitosana é um biopolimero insolivel em dgua e meio basico e solivel em solugdes
dcidas. Esse polimero € obtido a partir da desacetilacdo da quitina, principal constituinte dos
micélios dos fungos e do exoesqueleto de insetos e crusticeos, sendo o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose. Apresenta propriedades
interessantes para aplicacdo em engenharia de tecido, tais como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, acelera a recuperacdo de lesdes, reduz o nivel do colesterol sanguineo,
estimula os efeitos do sistema imunolégico, além de possuir um comportamento bactericida e
fungicida, bem como os resultados de sua degradacdo em organismos vivos que produz as
glicosaminas, substancias ndo téxicas (CESCONETO, 2009; OLIVEIRA et al., 2012;
BATISTA, 2015).

A quitosana € um polimero composto por cadeias de N-acetil-D-glucosamina e D-
glucosamina ligadas por meio de ligacdes f — (1-4) dispostas randomicamente (Figura 1).
Além disso, a distribui¢do dos grupos amina ao longo da cadeia determinam muitas de suas

propriedades (MUZZARELLLI, 1977; KUMAR, et al., 2004 apud BATISTA, 2015).

Figura 1 - Estrutura Quimica da Quitosana.
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(Fonte: BATISTA, 2015).
Segundo Batista (2015), a quitosana se distingue dos outros polissacarideos em razao
da presenca do nitrogénio em sua estrutura molecular, que pode se protonado em condi¢des
acidas, portanto, a quitosana é um polimero catidnico ou um policition capaz de formar

complexos polieletroliticos e sais soliveis em dgua.



21

Entretanto, algumas das propriedades desse polimero ndo sdo adequadas o suficiente
para que seja capaz de competir com alguns polimeros sintéticos ja disponiveis no mercado,
desta forma a utilizacdo da quitosana em conjunto com outros polimeros, como o coldgeno,
ligados através de ligacdes de entrecruzamento (reticulacdo) pode ser uma alternativa para

obtencdo das propriedades desejadas (LARANIJEIRA, 2009; OLIVEIRA, 2012).

3.5 COLAGENO

O termo coldgeno ¢ utilizado para denominar uma familia de pelo menos 27 isoformas
de proteinas que podem ser encontradas em tecidos conjuntivos ao longo do corpo de vérias
espécies, como nos 0ssos, tenddes, cartilagem, veias, pele, dentes e musculos. Esse polimero
constitui cerca de 30% de toda a matéria-prima organica do corpo dos animais e 60% das
proteinas totais do corpo (PRESTES, 2012).

Sendo constituido por trés cadeias polipeptidicas unidas por pontes de hidrogénio e
enroladas uma em torno da outra em um arranjo helicoidal na sua por¢ao central e nas
extremidades aminica e carboxilica permanecendo na forma globular, o coldgeno do tipo I é o
mais abundante e o principal componente da matriz extracelular, sendo um substrato natural
para as células, orientando e estimulando a formagdo tecidual. Estas caracteristicas,
juntamente com a biocompatibilidade e estabilidade do coldgeno, o tornam atrativo para a
confec¢do de biomateriais de diferentes formas e aplicagdes, como membranas e esponjas
para revestimento de queimaduras, géis para hemostasia e suporte para o crescimento de
células (OLIVEIRA, 2010; PRESTES, 2012; PIRES, 2015).

Nesse sentido, a utilizacdo do coldgeno em conjunto com a quitosana, baseando-se em
sua boa compatibilidade, pode conferir propriedades desejadas ao biomaterial para utilizagdo
na drea médica, como aumento da resisténcia a tracdo, a¢do antimicrobiana, adaptacdo da
hidrofilicidade do material, promocao da recuperacdo tecidual através da aceleracdo do
processo de cicatrizagdo, além de serem biocompativeis e biodegradaveis, propriedades que
tornam esses polimeros promissores para a preparacdo de biomateriais (OLIVEIRA, 2010;

SALAZAR, 2015).
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3.6 LIGACOES DE ENTRECRUZAMENTO

3.6.1 O Potencial uso dos agentes reticulantes

Os metabdlitos secundérios sdo compostos organicos produzidos pela célula vegetal
como derivacdo do metabolismo primdrio. Nao possuem funcdo vital para a planta, mas
garantem a sua sobrevivéncia, reproducdo e dispersao por possuirem a capacidade de protecdo
contra raios UV, atracdo de polinizadores e dispersores de sementes, acdo contra herbivoros,
comunicacdo entre plantas, entre outras (OOTANI et al., 2013; WINK, 2013). Embora os
metabdlitos secundérios encontrem-se presentes em concentragcdes bem menores nas plantas a
maioria deles tais como alcaldides, terpendides, antocianinas, esterdides, flavondides,
quinonas e ligninas possuem algumas aplicacdes comerciais como firmacos, corantes,
aromas, agentes reticulantes, inseticidas etc. Esses compostos apresentam uma ampla
diversidade em estruturas e tamanhos sendo encontrados e distribuidos por todo o reino
vegetal (COLLIN, 2001; VERPOORTE et al, 2002).

Diversas moléculas ja estdo sendo estudadas com relagdo ao seu potencial em agir
como agente reticulante, dentre elas podem-se citar o cloreto de célcio, sulfato de manganés
cloreto de aluminio (PACHECO, 2016) e o glutaraldeido (MANSNUR, 2008). No entanto, a
reticulacdo quimica com o objetivo de obter derivados para aplicacdes farmacéuticas ou
biomédicas tem como limitacdo o uso de reticulantes quimicos que sdo, em sua grande
maioria, téxicos. Como uma solucio para esse problema, ha se intensificado os estudos para a
descoberta de agentes de entrecruzamento menos citotéxicos e mais biocompativeis. Surgindo

entdo, como uma biomolécula promissora, a genipina (CHIONO, 2008).

3.6.2 A genipina

A genipina, aglicona do geniposideo, de formula molecular C;H;40s (Figura 2), € um
composto organico, heteropoliclico alifitico e monoterpénico, pertencente a classe dos
iridéides como um lipidio de prenol (WISHART et al, 2017) e pode ser encontrada tanto nos
frutos da Gardenia jasminoides (WINOTAPUN et al., 2013), nas folhas e caules da Tocoyena
formosa (COELHO et al., 2006), nos caules da Randia spinosa (HAMERSKI et al., 2003), na
Castilleja tenuiflora (CARRILLO-OCAMPO et al., 2013), Bellardia trixago (VENDITTI et
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al., 2013), Eucommia ulmoides (LEE et al., 2014), Lampaya medicinalis (MORALES et al.,
2014), como também no endocarpo (RENHE et al., 2009) e no mesocarpo do jenipapo
(Genipa americana L.) (RAMOSDE-LA-PENA et al., 2014).

Figura 2 - Estrutura da Genipina.

wCH,OH OH

Fonte: (BUTLER, 2003).

Entre suas fungdes bioldgicas, como metabdlito secundério, a genipina pode atuar
como fonte de nutriente, armazenamento e fonte de energia, além de agir como um
estabilizador de membrana. Ademais, ha registros de algumas propriedades que interessam a
varios setores da industria como: efeito anti-inflamatério (WISHART et al, 2017), acdo
analgésica, anti-oxidativa, atividades fibroliticas (MUZZARELLI, 2009), antidepressivo (CAI
et al., 2015), anticarcinogénico (FENG et al, 2011; WANG et al.,, 2012), surfactante,
emulsionante (WISHART et al, 2017), corante natural azul (BENTES et al.,, 2014),
colorimetro de aminoacidos (LEE et al., 2003), constituinte de stents cardiacos, veiculo para

liberacdo de drogas e reticulante quimico, por se tratar de um composto biocompativel,

biodegraddvel e com baixa citotoxidade (MUZZARELLI, 2009; MUZZARELLI, 2015).

3.6.3 A reticulaciao

A reticulacio das cadeias poliméricas da quitosana, processo também denominado de
reacdo de entrecruzamento, é um tipo de modificacdo quimica que visa unir suas cadeias
poliméricas, ou ligar suas cadeias as de outros polimeros gerando redes poliméricas hibridas.
Esse procedimento ocorre por meio da reacdo entre sitios reativos especificos presentes nas
unidades estruturais da quitosana (grupos amino e hidroxila) e alguns reagentes reticulantes.

Essas reacoes visam principalmente modificar determinadas propriedades do biopolimero tais
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como estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor, efici€éncia em
quelacdo, entre outras (GONSALVES et al., 2011; SAMPAIO et al., 2012; COSTA, 2015;
FIAMINGO, 2016).

O processo de reticulagdo sofre influéncia tanto de algumas caracteristicas fisico-
quimicas da quitosana utilizada quanto das condi¢des reacionais adotadas. Dessa forma, GD,
massa relativa, temperatura e tempo reacional elevados, em geral, favorecem as reacdes e
consequentemente promovem o aumento do grau de reticulacdo. As reticulacdes também
sofrem influéncia do tipo e da concentracdo do agente de entrecruzamento envolvido no
processo. Com a elevagdo do grau de reticulacdo, reduz-se a porosidade do material obtido, a
permeabilidade a dgua e a difusdo de possiveis substancias aprisionadas nas redes poliméricas
formadas (GONSALVES et al., 2011; SAMPAIO et al., 2012; COSTA, 2015; FIAMINGO,
2016).

De acordo com Moura (2014), o processo de reticulacdo pode ocorrer de duas formas:
I) Reticulagdo fisica, idnica ou reversivel, que se da através de interagdes de cardter
reversivel, como ligacdes idnicas ou interacdes secunddrias; e II) Reticulagdo quimica,
covalente ou irreversivel, quando ocorre a formacao de uma rede polimérica, ou seja, quando
ocorre reagdo entre uma unidade estrutural de um polimero e outra unidade estrutural do
mesmo, ou de outro polimero. Dessa forma, a Reticulagdo quimica se sobressai em relagao a
reticulacdo fisica, uma vez que ao contrdrio da reticulacdo reversivel, a reticulagdao
irreversivel melhora as propriedades mecanicas e reduz a sua dispersao do local, além de
outras propriedades como a gelificacdo, tamanho de poros, velocidade de degradacdo e
dissolucdo serem mais faceis de controlar.

A reticulacdo com genipina € influenciada pelo pH do meio reacional, sendo que, de
modo geral, em pHs proximos da neutralidade, a genipina reage com materiais que contém
grupos amina, como a quitosana e alguns outros polimeros, acontecendo duas reagdes
principais: na primeira (Figura 3a), acontece um ataque nucleofilico, substituindo o grupo
éster da genipina por uma ligacio do tipo amida secunddria; na segunda (Figura 3b), acontece
novamente um ataque nucleofilico, desta vez no atomo de carbono C3, havendo a formagado
de um grupo aldeido intermedidrio, seguido da abertura do anel diidropirano, resultando em
um novo ataque ao grupo aldeido pela amina formada no primeiro passo da reacdo (BUTLER,
2003; FIAMINGO, 2016).

Dessa forma, é possivel controlar a extensdo da reticulagdo ajustando a concentracao

do agente reticulante e do tempo reacional, assim como o tipo de reticulacdo para formacao de
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segmentos curtos ou longos, a partir do controle do pH das solu¢des poliméricas durante a
reticulacdo (FIAMINGO, 2016).

Figura 3 - Liga¢des de Entrecruzamento envolvendo a Genipina.
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Fonte: (BUTLER, 2003).

Em outras palavras, a reticulagdo da quitosana com genipina (Figura 4) fortalece a
estrutura do biomaterial por meio da formagdo de ligacdes covalentes intermoleculares
permanentes, adicionando ou melhorando propriedades que sdo de interesse para a darea
médica, como a estabilidade térmica, taxa de degradacdo, propriedades mecanicas,
hidrofilicidade e porosidade, permitindo, por exemplo, a liberacdo controlada de farmacos
(BATISTA, 2015).

Figura 4 - Representacdo quimica da quitosana reticulada por genipina.
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4 METODOLOGIA

Todo o experimento foi conduzido no Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste (CERTBIO), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG),

na cidade de Campina Grande — Paraiba.

4.1 EXTRACAO DE COLAGENO

4.1.1 Materiais

e Membranas da casca do ovo de galinha;
e Hidroxido de Sédio P.A. (NaOH) — Vetec;
e Acido litico L —(+) — Lético 85% P.A. (C3HO3) - NEON;

) Agua destilada;

4.1.2 Métodos

Para a obtencdo do coldgeno realizou-se uma adaptacdo da metodologia abordada por
Carvalho (2017), utilizando o ovo de galinha como matéria prima.

As cascas de ovo, previamente refrigeradas, foram colocadas em dgua destilada e as
membranas foram retiradas manualmente (Figura 5a). Depois de retiradas, foram lavadas com
agua destilada para remog¢do dos possiveis residuos presentes. Posteriormente, as membranas
foram adicionadas em uma solucido 1,0 mol/L de Hidréxido de Sédio na proporcao de 1:50
(m/v) e deixada em repouso, a temperatura ambiente, por 72 horas, obtendo-se entdo uma
solugdo viscosa (Figura 5b). Essa solucdo foi neutralizada com 4cido lético, lavada com dgua
destilada, havendo a formacdo de aglomerados de coldgeno (Figura 5c), congelada em um
ultra freezer a -86 °C por 24 horas, liofilizada por 48 horas, triturada (Figura 5d) e peneirada
em uma peneira de 325 mesh. Por fim, realizou-se um ensaio de Espectroscopia na Regiao do
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) para comprovacido da efetividade da

extracao do coldgeno e calculou-se o rendimento através da Equacdo 1.
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Rrc =Z=x100 Eg. 1
M,

Onde,

M, = Massa do colageno

M, = Massa da membrana da casca do ovo
Figura 5 - a) Membrana extraida da casca do ovo, b) Solucéo viscosa — Membrana do ovo

solubilizada em hidréxido de sédio, ¢) Aglomerados de coldgeno e d) Coldgeno em p6

(Fonte: Autor).
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4.2 PREPARACAO DAS MEMBRANAS DE QUITOSANA/COLAGENO

Foram produzidos dois tipos de membranas: Membranas de Quitosana a 2% (m/v) e
Membranas de Quitosana a 2% (m/v) com 5% de Coldgeno (m/m), baseando-se na

metodologia descrita por TOMAZ (2017), com alguns ajustes e modificacdes.

4.2.1 Materiais

o Agua destilada;

e Acido Acético Glacial 99,8% P.A. (CH;CO,H) - NEON;

e Quitosana, GD = 83%, PM > 300 kDa, TI < 1% - CERTBIO;
e Hidr6xido de Amonio 28 —30% P.A — NEON;

e C(Colageno — Autor;

4.2.2 Métodos

Para a produ¢do das membranas de quitosana (MQ), preparou-se, uma solucdo com
dcido acético a 1%, adicionando 1mL de CH3;CO,H a cada 99mL de dgua destilada. Em
seguida, inseriu-se 2% de quitosana de alto peso molecular na solu¢do (m/v) e deixou sob
agitacdo constante (346 rpm), por 2 horas, a uma temperatura de 40 °C. Posteriormente,
retirou-se as bolhas da solucdo através de um ultrassom da marca Unique (modelo USC —
1400A) e verteu-se 10 mL em placas de petri com didmetro de 6¢cm, colocando-as na estufa a
37 °C por um periodo de 48 horas, para evaporacdo do solvente. Logo apds, as membranas
foram neutralizadas com uma solu¢do de hidréxido de amoénio a 4% por meio da evaporacao
da solu¢d@o neutralizante, a temperatura ambiente, sob a superficie das membranas durante 48
horas. Por fim, foram lavadas com &agua destilada e colocadas novamente na estufa por 8
horas a 40 °C.

As membranas de quitosana/coligeno (MQC) foram produzidas de maneira
semelhante a anterior, acrescentando 5% de coldgeno em relacdo a massa de quitosana (m/m)

antes da agitagdo.
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4.3 RETICULACAO

4.3.1 Materiais

e Genipina 98% - CHALLENGE BIOPRODUCTS CO., LTD.;
e Alcool isopropilico;

e Jenipapo verde, obtido no mercado central da cidade de Jodo Pessoa — PB.

4.3.2 Métodos

4.3.2.1 Preparacdo das solucdes reticulantes

Foram preparadas duas solugdes reticulantes, na primeira, pesou-se 0,25g de genipina
(98%) e diluiu em 100mL de dlcool isopropilico, obtendo uma solucdo alcodlica de genipina
na concentra¢do 0,25% (m/v), denominada de G1. A segunda solu¢do (G2), por sua vez, foi
obtida armazenando o jenipapo verde em um ultra freezer a -86°C por 7 dias, para formagao
de cristais de gelo intracelular e proporcionar o rompimento das células. Em seguida, retirou-
se a polpa (mesocarpo) do jenipapo (Figura 6a) e triturou. Logo apds, acondicionou-se a polpa
em 4lcool isopropilico na proporcdo de 1:2,5 (m/v) e deixou em repouso por 24 horas a
temperatura ambiente. Por fim, filtrou-se a vicuo a solucdo e armazenou o filtrado (Figura
6b), realizando em seguida uma Espectroscopia na Regido do Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR) para identificacdo das ligagdes presentes na solucdo.

Figura 6 - a) Camadas do Jenipapo e b) Extrato alcodlico do Jenipapo.

Fonte: Autor.



30

4.3.2.2 Reagdes de entrecruzamento

As membranas produzidas foram submetidas a 3 condicdes: I) sem reticulagdo ou
controle (G0), com o intuito de possuir um controle negativo para validacdo dos efeitos da
reticulacdo com genipina; II) reticulacio com genipina pura 0,25% (G1), na qual as
membranas foram submersas na solu¢do por um periodo de 6 horas (Figura 7a) a temperatura
ambiente e com exposi¢do a luz, em seguida, foram lavadas com dgua destilada e
armazenadas em um exaustor para secagem a temperatura ambiente (24 horas); e III)
reticulacdo com extrato alcodlico do jenipapo (G2), cujo procedimento foi semelhante ao
anterior, alterando apenas a solucao reticulante (Figura 7b).

Figura 7 - Reticulacdo das membranas. a) Reticulagdo com genipina pura 0,25% (G1); b) Reticulacio

com o extrato alcodlico do jenipapo (G2).

Fonte: Autor.
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4.4 CARACTERIZAGOES

As membranas a base de quitosana (MQ) e quitosana/colageno (MQC), nas condicdes
GO, G1 e G2, foram caracterizadas por Espectroscopia na Regido do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR); Microscopia ()ptica (MO); Termogravimetria (TGA);
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC); Tracdo; Molhabilidade; Intumescimento;

Biodegradacdo; e Citotoxicidade. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.4.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi realizado com o intuito de determinar a presenca dos grupos funcionais nas
amostras, utilizando o equipamento Spectrum 400 Perkin Elmer FTIR/FTNIR Spectrometer a

temperatura ambiente, com faixa de varredura que foi de 4000 a 600 cm.

4.4.2 Microscopia ()ptica MO)

A microscopia Optica foi realizada para analisar a superficie da amostra em relagcdo a
sua topografia e morfologia, utilizando o Microscépio Hirox KH-1300 com aumento de 120x,
através do método de iluminagdo por transmissao de luz visivel. Para andlise dos parametros,

utilizou-se o software Gwyddion.

4.4.3 Termogravimetria (TGA)

A TGA foi efetuada para avaliar o percentual de perda de massa das amostras e,
consequentemente, a estabilidade térmica das membranas. Para isso, utilizou o PYRIS 1 TGA
da Perkin Elmer a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, aumentando a temperatura de 30 a
600 °C em meio atmosférico (71% de nitrogénio € 29% de oxigénio) com fluxo de 20

mL/min.
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4.4.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial foi realizada em um DSCQ20 da TA
Instruments com uma temperatura que variou de 30 a 400 °C, sob taxa de aquecimento de 10
°C/min e atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, com o objetivo de avaliar as
transicoes de fases e observar se houveram mudancas nas propriedades das membranas

proporcionadas pela reticulacao.

4.4.5 Tracao

Este ensaio teve como objetivo avaliar a resisténcia ao alongamento e a0 rompimento
quando submetidos a tracdo das membranas (MQ e MQC) nas diferentes condicdes de
reticulacdo (GO, G1 e G2). O ensaio foi realizado em uma INSTRON, modelo 3366 com
célula de carga de 500N e uso de extensdmetro mecanico a temperatura ambiente e
velocidade de deslocamento do travessdo de 5 mm/min, seguindo a norma ASTM D882-91

(ASTM,1991).

4.4.6 Molhabilidade

Essa caracterizac@o foi realizada com o intuito de analisar o grau de hidrofobicidade
das amostras através do gotejamento com dgua destilada nas membranas. Para isso, observou-
se a tensdo superficial entre a membrana e a gota através de um gonidmetro desenvolvido por
técnicos da Unidade Académica de Engenharia Mecéinica da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG) e verificou o angulo de contato no programa Angle Calculator 1.0,

para determinar se o material € hidrofilico ou hidrofébico.
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4.4.7 Intumescimento

O grau de intumescimento (GI) foi determinado com o objetivo de verificar o
comportamento das amostras em meio liquido semelhante ao do organismo. Dessa forma, as
membranas foram secas em estufa a 40 °C por 24 horas e pesadas em balanca analitica.
Posteriormente, foram imersas em SmL de solu¢cdo tampao fosfato (PBS) e armazenadas em
estufa bacterioldgica a 37 °C, sendo retiradas, reduzindo o excesso de solucdo com o auxilio
de papel filtro, e pesadas em balanca analitica nos tempos de 30 minutos, 2, 4, 6 e 24 horas.
Por fim, o GI foi calculado de acordo com a Equagdo 2 para cada amostra no tempo t.

M —M;

GI = =% X100 Eq. (2)

M;

Onde,
M, = Peso da amostra no tempo t

M, = Peso inicial da amostra

4.4.8 Biodegradacao

A biodegradacdo foi realizada com o objetivo de verificar a degradacdo das
membranas em meios bioldgicos e foi baseada nas normas ASTM F1635-04 Standard Test
Method for in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and
Fabricated Forms for Surgical Implants (2009) e a ASTM F2103-01 Standard Guide for
Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials Intended for Use in
Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products Applications (2007).

As amostras foram armazenadas em estufa a 40 °C por 24 horas, pesadas em balanca
analitica e divididas em dois grupos: no primeiro, as membranas foram imersas em uma
solu¢do tampao fosfato (PBS); no segundo, as membranas foram imersas em uma solucio de
lisozima/PBS com concentragdao de 1mg/mL. Ambos os grupos foram incubados em estufa
microbiologica a uma temperatura de 37 °C por 7 dias. Ao fim da incubagdo, lavou-se varias
vezes as membranas com dgua destilada, secou-as por 24 horas em estufa a 40 °C e pesou em

balanca analitica. Para obtencdo dos resultados, utilizou-se a Equacao 3.
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B=2"" x 100 Eq. (3)

Mj
Onde,
M = Peso final

M, = Peso inicial

4.4.9 Citotoxicidade

A avaliacdo da viabilidade celular dos fibroblastos (Citotoxicidade) in vitro foi
realizada com o intuito de observar os efeitos biol6gicos adversos agudos provenientes do
biomaterial e foi realizado pelo teste de avaliacdo da viabilidade celular de fibroblastos por
MTT [brometo de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio] de acordo com a ISO 10993-
5:2009 através do método direto de contato entre o substrato do material e as células (1.929).

A leitura da densidade Otica foi determinada em um leitor de microplacas da
PerkinElmer, modelo Victor3, a 540 nm com filtro de referéncia de 620 nm. Calculou-se a
viabilidade celular em porcentagem por meio do Teste de Grubbs para Outliers, seguido do
célculo da média e desvio padrio corrigido pelo Graph Pad Prism 6.

De acordo com a classificacdo de materiais da norma ISO 10993-5:2009, a viabilidade

celular determina a citotoxicidade do material, conforme demonstrado na Equacao 4.

{%VIAB — U(VIAB.) = 70% , Nio citotdxica Ea. (4
04VIAB — U(VIAB.) < 70% ,Citotéxica q- (4)

Onde,

3VIAE = Viabilidade Celular (%)

U(VIAB.) = Calculo da Incerteza ou Desvio padriao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COLAGENO

A metodologia adotada para extracdo do coldgeno proporcionou um rendimento de
4,21% em relacdo a matéria prima utilizada, conforme observa-se na Tabela 1, um valor
satisfatério e intermedidrio quando comparada as afirmativas de Ornellas (2001, apud
ALCANTARA, 2012) e Leach (1982, apud OLIVEIRA, et al. 2009), em que as
concentragdes de colidgeno na membrana da casca do ovo foram de 3% e 10%,
respectivamente. O que sugere que hd uma variabilidade na concentracdo de coldgeno na
membrana da casca do ovo que estd diretamente relacionando a sua proveniéncia. Por outro
lado, o resultado também se manteve satisfatério quando comparado as metodologias e

rendimentos na extragdo do coldgeno de peixes descritos por Oliveira et al (2017).

Tabela 1 - Rendimento na extragao do Coldgeno a partir da membrana da casca do ovo.

Membrana da casca do Ovo (g) 9,5
Colageno Extraido (g) 0,4
Rendimento (%) 4,21

Fonte: Autor

A técnica de Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR), confirmou que a molécula extraida, realmente, se tratava do coldgeno como pode-se
observar no Gréfico 1, comparando os comprimentos de onda obtidos (Tabela 2) com os ja

disponiveis na literatura (Tabela 3).
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Grifico 1 - FTIR do coldgeno puro extraido da membrana da casca do ovo

—— Colageno

Absorbancia (u.a)

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm™)

Fonte: Autor.

Tabela 2 - Bandas de absorcao nos espectros do FTIR do coldgeno extraido da membrana da
casca do ovo

Comprimento de onda (cm'l) Molécula associada
1239 Amida III: v C-N
1450 v(C-H) do anel pirrolidico
1539 (amida II: 8 N-H +v C-N +v C-C)
1626 (amida I: v(C=0))
2963 v(C-H)
3201 O-H / v(N-H)

(Fonte: Autor)

Tabela 3: Bandas caracteristicas no FTIR para o coldgeno puro

Comprimento de onda (cm'l) Molécula associada
1226 - 1292 Amida III: v C-N
1450 v(C-H) do anel pirrolidico
1540 (amida II: 8 N-H + v C-N +v C-C)
1600-1760 (amida I: v(C=0))

2800-3000 v(C-H)
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3400-3200/3600-3150 O-H / v(N-H)
(Fonte: GIL, 2013)

5.2 MEMBRANAS QUITOSANA/COLAGENO

As MQ (Figura 9) apresentaram uma maior homogeneidade na sua estrutura, quando
comparadas as MQC (Figura 10). Entretanto, as membranas diminuiram, em média, 11,79
mm apds a neutralizacdo em atmosfera de hidréxido de amonia a 4% (Figura 11), retornando
ao seu tamanho original quando absorvem umidade. Essa diminui¢do estd associada
diretamente a insolubilidade da quitosana em meio alcalino, pois, ao entrarem em contato com
este meio, as moléculas tendem a se contrairem. Contudo, nao foram observadas alteracdes na

espessura das membranas, conforme observado na Tabela 4.

Figura 8 - Membranas de Quitosana (MQ) apds evaporacao do solvente e antes

da neutralizacdo com hidréxido de amdnia

Fonte: Autor.
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Figura 9 - Membranas de Quitosana/Coldgeno (MQC) apds evaporacdo do
solvente e antes da neutralizacdo com hidr6xido de amodnia

Fonte: Autor.

Figural0 - (a) Membranas de Quitosana e (b) Quitosana/Coldgeno
apos a neutralizagdo com hidréxido de amonia

Fonte: Autor.

Tabela 4 - Dimensdes das Membranas de Quitosana e Quitosana/coldgeno

Diametro das membranas Diametro das membranas Espessura
apos evaporacao do apos neutralizacio com (mm)
solvente (mm) hidréxido de amonia (mm)
MQ 60 48,21 +/- 0,5 0,067 = 0,0094
MQC 60 48,21 +/- 0,5 0,099 + 0,019

(Fonte: Autor)
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5.3 RETICULACAO

O Extrato alcodlico do jenipapo (G2) foi submetido a um FTIR (Figura 12), cujas
ligacdes correspondentes as bandas foram identificadas e comparadas as bandas
caracteristicas da genipina pura (Tabela 5). No espectro da solucdo G2 identificou-se
grupamento hidroxila (O-H) por volta de 3350 cm™; entre 2750 e 3000 e em 1640 cm™ uma
conformacdo vibracional de estiramento do grupo C=C; nas bandas entre 1200 e 1500 cm
observou-se vibracdes que podem ser atribuidas a ligagdes como CH,, CH3, NH e a presenca
de um anel heterociclico; em meio as bandas que compreendem de 1050 a 1200 cm’l, notou-
se a presenca de vibragdes que correspondem ao CO, caracteristico de dlcoois e fendis; por
fim, nas bandas em torno de 815 e 950 cm™, um dobramento e uma deformacdo angular fora
do plano relacionado a um anel aromético e RCH=CH?2 (alqueno), respectivamente (PAIVA
et al., 2010)

Dessa forma, observa-se que no FTIR da solucio G2 encontram-se bandas
caracteristicas da genipina, embora estejam em menor intensidade quando comparado a
genipina comercial. Essa menor intensidade ocorreu devido a realizacdo do ensaio no extrato
ndo desidratado, como também a presencga de outras substancias que também sdo soliveis em
alcool. Contudo, pode-se afirmar que a genipina encontra-se diluida e misturada a outras
substancias presentes no fruto do jenipapo.

Griéfico 2 - FTIR do Extrato Alcodlico do Jenipapo (G2).

. . 950
—— Extrato Alcodlico Jenipapo

815
3350 1200 - 1050

2970

1500-1200

Absorbancia (u.a)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda cm™

Fonte: Autor.
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Tabela S - Grupos caracteristicos da genipina por FTIR.

Material Bandas (cm™) Funcao Grupos Associados
Ge 1000 — 1060 Alcool primdrio -OH: %
-C-OH
Ge 1050 — 1150 Eter ciclico C-O:v
Ge 1200 — 1270 Ester C-O:v
C-0-C
Ge 1170 — 1300 Eter C-O:v
C-0-C
Ge 1300 — 1530 Anel Heterociclico 6 OH/ 6 CH2:(v)
Alcodis e /N-H: 6
Alcanos
Ge 1400 — 1450 Esteres (fons C-H/ OH/C=0: v
carboxilatos)
Ge 1406 Alceno C=Cv
Ge 1600 — 1700 Alceno C=Cv
Ge 1750 — 1700 Ester C=0v
Ge 2750 — 3000 Alceno C=Cv

(Fonte: BISPO, 2009)

As membranas (MQ e MQC) utilizadas como controle negativo na condi¢do GO foram
denominadas de MQ1 e MQCI e ndo apresentaram nenhuma modificacdo aparente (Figura
13). MQ2 e MQC2, por sua vez, foram as membranas submetidas as condicdes Gl e
demonstraram uma leve alteragdo na sua colora¢do para um tom mais amarelado (Figura 14).
Ja as MQ3 e MQC3 foram reticuladas na condi¢do G2, apresentando, ao fim da reticulacéo,
uma colorag@o esverdeada (Figura 15). Essas alteracdes nas membranas aconteceram por que
a genipina reage com algumas proteinas na presenca de luz e oxigénio, mudando a sua

coloragao.

Figura 11 - Membranas submetidas a condi¢do GO.

(Fonte: Autor).



Figura 12 - Membranas submetidas a condi¢do G1.

(Fonte: Autor).

Figura 13 - Membranas submetidas a condi¢ao G2.

(Fonte: Autor).
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5.4 CARACTERIZACOES DAS MEMBRANAS

5.4.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier

As membranas de quitosana (MQ1) e quitosana/coligeno (MQC1) sem reticulacdao
apresentaram vibragdes caracteristicas na regido do infravermelho a membranas de quitosana
(Griéfico 3), conforme descrito por Tomaz (2017) e Cardoso et al., (2012), sendo que na
MQC1 houve um aumento na intensidade das vibracdes de ligagdes que estdo presentes tanto
na quitosana quanto no coldgeno, indicando que houve a incorporacio do coldgeno a estrutura
da quitosana. De acordo com Tabela 6, a banda I, com comprimento de onda entre 3361 a
3280 cm™, corresponde as vibracdes de estiramento dos grupos OH e NH; a banda II, 2876
cm’, ¢ atribuida 2 vibracdo de estiramento do grupo CH; a III, 1649 cm™, corresponde ao
modo de vibracdo por estiramento da ligacdo C=0 ou a deformacdo axial C=0 da amida
primdria, j4 no comprimento de onda equivalente 2 1580 cm™, é atribuida a deformagdo da
ligacio —NH da amina; na regido IV, 1378 cm™, estd relacionada a deformacdo angular
simétrica do grupo -CH3; na banda V, 1150 cm’l, 890 cm™” e 1064 cm’ estdo atribuidas a
vibragdes de estiramento do grupo C-O-C, caracteristica da estrutura sacaridica da quitosana
(DI MARTINO et al., 2017).

Grafico 3 - FTIR das Membranas MQ1 e MQC1

\Y%

Absorbancia (u.a)
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(Fonte: Autor).
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Tabela 6 - Bandas de absor¢do nos espectros do FTIR das membranas MQ1, MQC1

Niimero indicado no Espectro

. Comprimento de Atribuicao
do infravermelho
onda (cm'l)
I 3361 — 3280 OH/NH: v
1I 2876 CH:v
1649 C=0:v
I
1580 NH
IV 1378 CH;
Vv 1150, 890 e 1064 C-O-C:v

(Fonte: Autor)

Ainda de acordo com Tomaz (2017), a presenca das bandas C=0 e N-H, bem como a
banda de absorcdo em 1378 cm’ que é caracteristica da deformacdo angular simétrica do
grupo —CH3, em conjunto, indica a presenca de grupos acetamidos, pois a quitosana nao esta
100% desacetilada, conforme descrito no tépico 4.2.1 deste trabalho.

Ao observar-se a Figura 17, pode-se afirmar que a solu¢do G1 e G2 proporcionaram a
reticulacdo das membranas de quitosana, sendo que a reticulagdio com G2 foi mais
perceptivel, provavelmente devido a diferenca de concentragdo do agente reticulante
(genipina) na solu¢do, uma vez que houve um aumento na intensidade de absor¢@o na banda
III e IV, associado ao ataque nucleofilico, havendo a substitui¢do do grupo éster da genipina
por uma ligacdo do tipo amida secunddria da quitosana, em seguida, no aparecimento da
banda V, indicando a introducdo de um grupamento amina no anel diidropirano da genipina,
conforme descrito no topico 3.6.3 deste trabalho (BUTLER, 2003; PAIVA et al., 2010;
WADE JR., 2011;).

No FTIR das Membranas de Quitosana/colageno (MQC1, MQC2 e MQC3), conforme
apresentado na Gréfico 4, também indica que houve a reticulacdo na MQC3, uma vez que
foram observados os mesmos eventos descritos anteriormente nas bandas III, IV e V,
entretanto, na MQC?2, a reticulagdo nao foi perceptivel através da analise da Espectroscopia na
Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier, pois houve uma diminui¢do na

intensidade de algumas vibragdes, resultado que estd associado a baixa concentracdo de
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genipina na solu¢do G1, contudo, a reticulacdo pode ser comprovada através da andlise dos
demais resultados.

Grifico 4 - FTIR das Membranas MQ1, MQ2 e MQ3.
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T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm™)

(Fonte: Autor).

Grafico 5 - FTIR das Membranas MQC1, MQC2 e MQC3.
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(Fonte: Autor).
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5.4.2 Microscopia Optica

Através da microscopia Optica pode-se observar que as membranas MQ1, MQ2 e
MQ3, apresentaram uma textura homogénea, lisa e com transparéncia adequada, conforme
exposto por Frango (2014) e Macédo (et al., 2014). MQCI1, MQC2 e MQC3, por sua vez,
apresentaram textura semelhante, porém, houve a formagdao de pequenos aglomerados de
coldgeno ao longo da membrana, associados a baixa solubilizagdo do coldgeno no meio,
tornando as membranas heterogéneas e rugosa.

Nas membranas de quitosana, a andlise microscopica revelou uma maior
homogeneidade na superficie da MQI1 (Gréafico 6a), quando comparada a MQ2 e MQ3
(Griéficos 7a e 8a), além disso, é possivel evidenciar que a condicdo de reticulagdo G2
proporcionou maior eficiéncia na compactacdo das membranas, resultado que pode ser
observado através da andlise de variacdo da Rugosidade (Ra) e Ondulacdo (Wa) (Graficos 6b,

7b e 8b) (Tabela 8).

Griafico 6 - (a) Topografia e (b) Morfologia da MQ1
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(Fonte: Autor).



Griafico 7 - (a) Topografia e (b) Morfologia da MQ2
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Griéfico 8 - (a) Topografia e (b) Morfologia da MQ3
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As membranas de quitosana/coldgeno apresentaram resultados semelhantes as
membranas de quitosana, pois MQC1 (Gréfico 9a) também apresentou maior homogeneidade
quando comparada a MQC2 e MQC3 (Figuras 23a e 24a, respectivamente) e a condi¢do de
reticulacdo G2 foi mais eficiente na compactacdo das mesmas (Figura 9b, 10b e 11b) (Tabela
8). Entretanto, € possivel observar que a MQC3 foi a mais suscetivel a essa modificacdo na
espessura quando comparada as outras membranas (MQ2, MQ3 e MQC?2), indicando que a

presenca do coldgeno na estrutura influenciou diretamente no processo de reticulagao.

Grafico 9 - (a) Topografia e (b) Morfologia da MQC1
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(Fonte: Autor).



Grafico 10 - (a) Topografia e (b) Morfologia da MQC?2.
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Griafico 11 - (a) Topografia e (b) Morfologia da MQC3.
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(Fonte: Autor).
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Conforme observado na Tabela 8, ocorreu modificacdo na estrutura das membranas

(diminui¢ao nanométrica da espessura), modificagao essa que estd relacionada ao processo de

reticulag@o, pois quanto maior a concentracdo do agente reticulante menor foi a expansdo do

polimero reticulado (HARRIS, 2009; BISPO, 2009).

Tabela 7 - Parametros Morfol6gicos das Membranas.

Membranas  Rugosidade Pico da Ondulacao Ondulacao
média - Ra Rugosidade - Rp média— Wa maxima- Wy
(nm) (nm) (nm) (nm)
MQ1 80,16 227,09 49,97 171,68
MQ2 71,31 168,51 37,72 191,54
MQ3 19,29 78,71 34,56 167,90
MQC1 110,24 274,69 35,32 151,61
MQC2 63,20 140,89 30,63 104,17
MQC3 30,97 115,86 22,82 80,90

(Fonte: Autor)
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5.4.3 Termogravimetria

Com base nas curvas termogravimétricas das membranas de quitosana (Grafico 12),
observa-se que a MQ1 apresentou 2 etapas de perda de massa (P.M), enquanto as membranas
reticuladas (MQ2 e MQ3) apresentaram 3 etapas. A primeira etapa estd relacionada a
volatizacdo do solvente e desidratacdo das membranas. Na segunda etapa ocorre a
desacetilacdo e despolimeriza¢do dos compostos, em outras palavras, ocorre a degradac¢ao do
material. A terceira etapa, por sua vez, estd relacionada a perda de cinzas resultante da
degradacao dos compostos (TOMAZ, 2017; CARVALHO, 2017)

A etapa I teve inicio aos 30 °C e encerrou em 231,36, 229,14 e 222,07 °C com perdas
de massa de 14,10, 15,95 e 15,97% para MQ1, MQ2 e MQ3, respectivamente. A etapa Il em
MQ1, MQ2 e MQ3 iniciou-se em 250, 260 e 230 °C e terminou em 600, 518,79 e 509,65 com
perdas de massa de 45,95, 41,34 e 40,70, na devida ordem. A etapa III comecou em 519 e
510 °C e encerrou em 600 °C com perda de massa de 4,6 e 6,02 para MQ2 e MQ3,
respectivamente. Ao fim dessas etapas observou-se uma massa residual de 39,57, 37,65 e
37,12% em MQ1, MQ2 e MQ3, simultaneamente (Tabela 9).

A partir dessas observacdes € possivel perceber que a reticulacio (Gl e G2)
proporcionou uma reducdo na temperatura de transi¢do da Etapa I para a II e a introdugdo de
uma terceira etapa no processo de degradacdo das membranas de quitosana, indicando que a
reticulacdo influenciou na estabilidade térmica do material, diminuindo a sua resisténcia a
temperatura, resultado que poderd ser confirmado através da Calorimetria Exploratéria
Diferencial.

Griafico 12 - Curva termogravimétrica da MQ1, MQ2 e MQ3
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(Fonte: Autor).
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Tabela 8 - Dados termogravimétricos da MQ1, MQ2 e MQ3.

MQ1 MQ2 MQ3
T (°C) 30 -231,36 30— 229,14 30 — 222,07
Etapal
P.M (%) 14,1 15,95 15,97
T (°C) 250 — 600 260 - 518,79 230 — 509,65
Etapa II
P.M (%) 45,95 41,34 40,79
T (°C) - 519 - 600 510 - 600
Etapa II1
P.M (%) - 4,6 6,02
Massa Residual (%) 39,57 37,65 37,12

(Fonte: Autor)

As curvas termogravimétricas das membranas de quitosana/coldgeno (Grafico 13), por
sua vez, apresentaram 3 etapas na perda de massa em MQC1 e apenas duas etapas em MQC2
e MQC3. De modo que a etapa I teve inicio em 30 °C e fim 215,33, 256,24 e 224,66 °C com
perdas de massa de 17,45, 19,35 17,79% em MQCI1, MQC2 e MQC3, na devida ordem. A
etapa II com ponto de partida em 220, 260 e 225 °C e término em 523,69 °C para MQC1, com
perda de massa na faixa de 40,92%, e 600 °C para MQC2 e MQC3, com perda de massa de
40,44 e 43,47%, simultaneamente. A etapa III iniciou-se em 524 °C e encerrou-se em 600 °C
com perda de massa de 4,61%, na MQC1. Apresentando, ao fim das etapas, massa residual de
36,22, 39,80 e 38,62% (Tabela 9).

Dessa forma, ao contrdrio das membranas de quitosana, a reticulacdo nas membranas
de quitosana/Coldgeno proporcionou um aumento na temperatura de transi¢do da Etapa I para
a Etapa II e a remocdo da etapa 3 do range de temperatura utilizado, indicando que a
reticulacdo também influenciou na estabilidade térmica desse material, aumentando a sua
resisténcia a temperatura, resultado a ser confirmado através da Calorimetria Exploratéria

Diferencial.
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Griafico 13 - Curva termogravimétrica da MQC1, MQC2 e MQC3.

— MQC2
00 —— MQC3
80
9
< 704
(4
[2}
S
S 60+
50
40 4
30 T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

(Fonte: Autor).

Tabela 9 - Dados termogravimétricos da MQC1, MQC2 e MQC3.

MQC1 MQC2 MQC3
T (°C) 30 -215,33 30 — 256,24 30 — 224,66
Etapal
P.M (%) 17,45 19,35 17,79
T (°C) 220 — 523,69 260 - 600 225 - 600
Etapa II
P.M (%) 40,92 40,44 43,47
T (°C) 524 - 600 - -
Etapa III
P.M (%) 4,61 - -
Massa Residual (%) 36,22 39,8 38,62

(Fonte: Autor)

Os resultados obtidos neste ensaio condizem com os descritos na literatura, pois o
processo de reticulagdo é diretamente proporcional a estabilidade térmica da amostra, ou seja,
quando a reticulagcdo € baixa, a tendéncia € diminuir a estabilidade térmica, porém, quando a
reticulacdo € aumentada até certo ponto, essa estabilidade também tende a aumentar,
influenciando na temperatura de decomposi¢do do material, pois a reticulacdo gera ligacoes

de entrecruzamento entre as moléculas (FIDELIS et al., 2013; TOMAZ, 2017).
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5.4.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas do DSC para as membranas de quitosana (MQI, MQ2 e MQ3)
apresentaram dois picos, um endotérmico e outro exotérmico, como observa-se no Gréfico 14.
O primeiro pico, endotérmico, ocorreu na temperatura de 122,78 °C para MQI, 119,57 °C
para MQ2 e 109,94 °C para MQ3 (Tabela 10), mostrando-se compativel com o resultado
obtido pela termogravimetria, comprovando que a reticulacio com Gl e G2 diminuiu a
estabilidade térmica da membrana de quitosana, sendo que a solu¢do G2 proporcionou uma
reducdo mais considerdvel quando comparada a G1. Os picos exotérmicos foram observados
nas temperaturas de 300,63, 299,26 e 289 °C para MQI1, MQ2 e MQ3 (Tabela 10),
respectivamente, reconfirmando a diminuicdo na resisténcia térmica das membranas de

quitosana ocasionada pela reticulacao.

Grafico 14 - Curva de DSC das Membranas de Quitosana
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(Fonte: Autor).



Tabela 10 - Dados referentes ao termograma das Membranas de Quitosana
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Membranas Pico Endotérmico (°C) Pico Exotérmico (°C)
MQ1 122,78 300,63
MQ2 119,57 299,26
MQ3 109,94 289,53

(Fonte: Autor)

Nas membranas de quitosana/coligeno (MQC1, MQC2 e MQC3) as curvas do DSC

temperatura, sendo que, mais uma vez, a solu¢do G2 supera o resultado obtido por G1.

Griéfico 15 - Curva de DSC das Membranas de Quitosana/Colageno.
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(Fonte: Autor).

também apresentaram dois picos, um endotérmico e outro exotérmico (Grafico 15). Os picos
endotérmicos e exotérmicos foram observados nas temperaturas de 99,37 e 300,56 para
MQCI1, 109,27 e 301,98 para MQC2 e, 131,13 e 292,57 para MQC3 (Tabela 11). Resultado
que também se mostra compativel com o obtido pela termogravimetria, indicando que a
reticulacdo nas membranas de quitosana/coldgeno, ao contrario das membranas de quitosana,

aumentou a estabilidade térmica do material e, consequentemente, a sua resisténcia a
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Tabela 11 - Dados referentes ao termograma das Membranas de Quitosana/Coldgeno

Membranas Pico Endotérmico (°C) Pico Exotérmico (°C)
MQC1 99,37 300,56
MQC2 109,27 301,98
MQC3 131,13 292,57

(Fonte: Autor)

De acordo com Silva (2016), a selecio de métodos de esterilizacdo para materiais
destinados a drea médica deve levar em consideracdo aspectos fisicos e quimicos do material,
uma vez que os dispositivos médicos costumam ser sensiveis a altas temperaturas
apresentadas pela esterilizacdo por vapor de autoclave, tornando a técnica raramente
empregada para esterilizagdo de filmes poliméricos utilizados na producdo de bandagens
adesivas. No entanto, A MQC3, como ja foi mencionado, apresentou um pico endotérmico de
131,13 °C, caracteristica que aumenta as possibilidades de esterilizacdo desse material para
meios que utilizam alta temperatura, como a autoclavagem, sem que haja o comprometimento

da sua estrutura polimérica.

5.4.5 Tracao

De acordo com as propriedades mecanicas das membranas, obtidas no ensaio
mecénico de tracdo (Tabela 12), as membranas de quitosana/coligeno sem reticulacio
(MQC1) apresentam resisténcia a tensao inferior as membranas de quitosana sem reticulagao
(MQ1), entretanto, uma taxa de deformacdo superior. Isso acontece pois o coldgeno perde
resisténcia mecanica apds sua extracdo, contudo, essa propriedade pode ser melhorada através
da reticulagdo (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009).

ApOs submeter as membranas de quitosana as condi¢des G1 e G2, observou-se que a
reticulagdo com genipina aumentou a resisténcia a tensdo das membranas (MQ2 e MQ3),
diminuindo a sua taxa de deformacgdo. Por outro lado, a reticulacdo das membranas de
quitosana/colageno com G1 ndo apresentou resultado expressivo quanto ao pardmetro de
resisténcia a tensdo, embora também tenha diminuido a taxa de deforma¢do do biomaterial.
G2, por sua vez, aumentou a resisténcia a tensdo das membranas de quitosana/colageno

(MQC3), assim como diminuiu a taxa de deformagdo das mesmas.
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Tabela 12 - Valores médios das propriedades mecancias das membrans de quitosana e
quitosana/coldgeno para os dois ensaios

Membranas Resisténcia a Tensao (Mpa) Deformacio (%)
MQ1 65,71 £3,49 7,94 £ 1,57
MQ2 69,92 + 6,53 6,92 £ 0,77
MQ3 70,39 £9,98 5,07 £ 0,85

MQC1 49,12 £5,14 9,82 +3,04
MQC2 47,61 7,49 5,23 £0,74
MQC3 59,34 +11,85 4,98 + 1,44

(Fonte: Autor)

Levando em consideragdo a utilizacdo do biomaterial para aplicagdes médicas, tem-se
que as membranas com menor deformacgéo e valores razodveis de resisténcia a tracdo possuem
um elevado potencial, tendo em vista que a producdo do bioadesivo deve basear-se na sua
finalidade de utilizacdo, para qual tipo de ferimento ele serd utilizado, a area do corpo, a fase
de cicatrizacdo, entre outros parametros, pois o biomaterial desenvolvido deve ser utilizado
em superficies onde a sua tensao de ruptura seja compativel com a do tecido (EVANS et al.,,
2013; KOUCHAK, 2015).

Dessa forma, nota-se que os resultados obtidos neste ensaio foram mais expressivos
para as membranas de quitosana/coldgeno submetidas a condicio de reticulacdo G2, uma vez
que a concentracdo do agente reticulante, assim como a concentracio de coldgeno no
biomaterial influencia diretamente na alteracdo das propriedades mecanicas do material

(REZENDE NETO, 2011; FIAMINGO, 2016).

5.4.6 Molhabilidade

Quando as membranas foram analisadas separadamente, observou-se que a solu¢do G1
diminuiu a hidrofilicidade das membranas de quitosana, a0 mesmo tempo em que aumentou a
hidrofilicidade nas membranas de quitosana/coldgeno. A solucdo G2, por sua vez, aumentou a
hidrofobicidade das membranas de quitosana/colageno, diminuindo esse parametro nas

membranas de quitosana, pois quanto maior o dngulo obtido, menor € a hidrofilicidade da
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superficie. Entretanto, como observa-se na Tabela 13 e no Gréafico 16, ambas as membranas
apresentaram uma caracteristica hidrofilica, com alta molhabilidade, pois os angulos de

contato foram inferiores a 90° (YUAN, 2013; SOUZA, 2014; RAABE, 2016).

Tabela 13 - Angulos de contato das membranas (MQ1, MQ2, MQ3, MQC1, MQC2 e MQC3)

AMOSTRA MEDICOES (°) MEDIA (°) DESVIO
1 2 3 )
MQ1 55,04 53,91 52,59 53,85 1,23
MQ2 62,28 60,52 60,25 61,02 1,10
MQ3 49,55 51,34 49,84 50,24 0,96
MQC1 57,91 56,3 57,09 57,10 0,81
MQC2 55,24 51,21 54,29 53,58 2,11
MQC3 62,85 64,05 64,98 63,96 1,07

(Fonte: Autor)
Grafico 16 - Molhabilidade por angulo de contato das membranas
(MQ1, MQ2, MQ3, MQC1, MQC2 e MQC3)
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(Fonte: Autor).

A hidrofilicidade da quitosana estéd relacionada aos grupamentos amina presentes ao
longo de sua estrutura (SOUZA, 2014). Com a adi¢do do coldgeno a estrutura da quitosana,
h4 uma interagdo eletrostatica entre os grupos carboxilicos do coldgeno com os grupos amino

protonados presentes na quitosana, ocasionando uma redu¢@o na densidade da carga positiva
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e, consequentemente, aumento do angulo de contato (FERNANDES, 2009; TRINDADE et
al., 2011; SALAZAR, 2015).

Durante a reticulacdo das membranas, ha a formacdo de ligacdes cruzadas com a
cadeia polimérica principal em alta ou baixa proporcao, a depender da concentracdo do agente
reticulante, havendo um bloqueio dos grupos amino livres presentes na estrutura da

membrana, ocasionando um aumento ou diminui¢do do angulo de contato baseado no grau de

reticulacdo sofrido pelo material (FERNANDES, 2009; SOUZA, 2014).

5.4.7 Intumescimento

Como apresentado no Grafico 17 e nas Tabela 14 e 15, as membranas MQ1, MQ2 e
MQ3 apresentaram um intumescimento maximo no tempo de 6 horas, enquanto as
membranas MQCI, MQC2 e MQC3 apresentaram resultado semelhante no tempo de 24
horas.

As membranas reticuladas MQ2, MQ3 e MQC3 intumesceram mais que as
membranas ndo reticuladas MQ1 e MQCI, resultado que diverge do exposto por Carange,
(2014) e Smaniotto, (2014), quando afirmam que a reticulagdo por imersdao diminui
consideravelmente a capacidade de intumescimento da membrana. No entanto, MQC2
apresentou resultado compativel com o mencionado, pois intumesceu menos que MQCI1. Por
outro lado, resultados semelhantes foram obtidos por Rigo (2016). Mostrando que ainda
existe divergéncia sobre a influéncia da reticulagdo na andlise de intumescimento, levando em
consideragdo a concentracdo dos constituintes na formacdo da membrana, como também o
agente promotor da reticulacio.

Além disso, a absor¢do maxima observada nas membranas foi de 111,97 % (MQ2),
resultado que também diverge do valor reportado por Carange (2014) e Smaniotto (2014),

cuja absorg¢des variaram de 100 até 600%.



Grafico 17 - Grau de Intumescimento das Membranas de Quitosana e Quitosana/Colageno.
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(Fonte: Autor).

Tabela 14 - Valores do Intumescimento para as Membranas de Quitosana

Tempo (h) MQ1 MQ2 MQ3

Massa(g) 0,0207 +£3,4E-03  0,0181 £ 1,7E-04  0,0225 + 3,2E-03
G.I (%) 0 0 0

Massa(g) 0,042 +7,7E-03  0,0360 £4,2E-04  0,0452 + 5,0E-03

05 G.I (%) 102,9 99,08 101,34
Massa(g) 0,0414 £7,6E-03  0,0364 + 6,9E-04 00,0454 £ 5,6E-03

2 G.I (%) 100,16 101,10 101,93
Massa(g) 0,0422 £8,3E-03 0,0363 + 1,7E-04 00,0463 £ 5,9E-03

4 G.I (%) 103,86 100,55 105,93
Massa(g) 0,0431 £6,7E-03  0,0384 £ 1,1E-03  0,0470 + 4,6E-03

6 G.I (%) 108,37 111,97 109,05
Massa(g) 0,0424 £8,8E-03  0,0372 + 7,6E-04 00,0465 £ 5,9E-03

G.I (%) 104,67 105,34 107,12

(Fonte: Autor)
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Tabela 15 - Valores do Intumescimento para as Membranas de Quitosana/Colageno

Tempo (h) MQC1 MQC2 MQC3

Massa(g) 0,0206 +3,1E-04  0,0214 £ 1,4E-03  0,0235 + 2,1E-03
G.I (%) 0 0 0

Massa(g) 0,0409 +1,7E-04  0,0417 £3,2E-03  0,0484 + 5,4E-03

05 G.I (%) 98,22 95,32 105,52
Massa(g) 0,0403 £ 1,2E-03  0,0416 £3,4E-03  0,0483 + 5,2E-03

2 G.I (%) 95,48 94,70 105,10
Massa(g) 0,0405 +7,8E-04 0,0418 £3,0E-03  0,0490 + 5,8E-03

! G.I (%) 96,28 95,63 108,07
Massa(g) 0,0410 £ 8,7E-04  0,0422 £3,1E-03  0,0481 + 6,5E-03

6 G.I (%) 98,71 97,50 104,39
Massa(g) 0,0411 £1,5E-03  0,0425 £3,4E-03  0,0494 + 6,4E-03

G.I (%) 99,19 98,91 110,06

(Fonte: Autor)
5.4.8 Biodegradacao
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Como € possivel observar na Tabela 16, as membranas de quitosana/coligeno

degradaram menos que as membranas de quitosana tanto na solucdo de PBS, quanto na de
PBS+Lisozima, resultado que indica que a insercdo do coldgeno influenciou na velocidade de
degradacdo do material. Por outro lado, nota-se que a reticulacdo com genipina acelerou o
processo de degradacdo das membranas nos dois meios utilizados, resultado que corrobora
com a afirmativa de Tomaz (2017), quando nos diz que o grau de reticulagdo das membranas
possui importancia no processo de degradacdo, isso porque os pontos de reticulacdo
restringem a passagem das moléculas de PBS e de lisozima para dentro de sua estrutura,
dificultando ou favorecendo a degradagao.

Resultados semelhantes foram obtidos por Fernandes, (2009) e Camargo, (2017) nos
seus ensaios de biodegradacdo para membranas de quitosana, quitosana com sulfato de
condroitina e quitosana com alginato. Entretanto, os valores da degradacao das membranas de
quitosana/colageno reticuladas com genipina obtidas neste trabalho foram bastante inferiores

quanto aos valores reportados pelos trabalhos citados, confirmando que a interacao
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quitosana/coldgeno — genipina demonstra ser promissora para utilizacdo com fins médicos,
uma vez que a velocidade de degradagdo provocada pela reticulagao € um fator relevante para
sua aplicabilidade na drea médica, pois € possivel controlar a duracdo de um sistema de

liberacdo de farmaco no organismo através da variagdo deste parametro (CRUZ et al., 2016).

Tabela 16 - Biodegradacdo das Membranas de Quitosana e Quitosana/coldgeno

Perda de massa das membranas em 7 dias (%)
Membranas

PBS PBS + Lisozima

MQ1 4,2 2,21

MQ2 5,3 2,66

MQ3 15,16 19,37
MQC1 2,58 1,09
MQC2 3,68 1,8
MQC3 14,39 17,36

(Fonte: Autor)
5.4.9 Citotoxicidade

A avaliagcdo da viabilidade celular (citotoxicidade) das membranas de quitosana
MQ1, MQ2 e MQ3) e quitosana/coligeno (MQC1, MQC2 e MQC3) estd apresentado na
Tabela 17 e Figura 31, conforme sugerido por Fernandes (2009) e Macédo e colaboradores
(2010).

A biocompatibilidade da quitosana e do coldgeno, como também de materiais
constituidos por esses polimeros ja sdo comprovados cientificamente, conforme apresentado
anteriormente e baseando-se nos estudos de Medeiros (et al., 2016), Rigo (2016) e Ernesto (et
al., 2016), contudo, as membranas confeccionadas neste trabalho apresentaram efeitos
citotoxicos, com exceg¢do da MQC2, de acordo com a Equacdo 4, descrita no topico 4.4.9.

As membranas de quitosana sem reticulacdo (MQ1) apresentaram uma Viabilidade
celular média de 54 + 27%, demonstrando um efeito citotéxico para a 1929, de acordo com a
norma adotada para esse ensaio. A andlise do FTIR nao identificou a formacdo do acetato de

quitosana, resultado comprovado por a auséncia de bandas intensas em 1550 e 1414 cm™, o
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que sugere que a neutralizacdo com o hidréxido de amodnio foi efetiva, conforme observado
por Fidélis (et al., 2013) e Furtado (2014).

Dessa forma, a citotoxicidade identificada nas membranas de quitosana
confeccionadas neste trabalho estd atribuida ao processo de neutralizacdo com hidréxido de
amonio, pois de acordo com Harada (2009) e Takamiya (2013) a presenca de amonia e fons
de amodnio na estrutura do biomaterial € responsdvel por uma grande porcdo da toxicidade
aguda do material testado, uma vez que a quitosana possui um grande potencial para a
adsorcdo de amodnia (BERNARDI, 2016).

Entretanto, nota-se que a adicdo do coldgeno a estrutura da membrana diminuiu a
citotoxicidade identificada na MQ1, pois MQC1 apresentou viabilidade celular média de 75 +
15%. A reticulagdo com genipina, por sua vez, também aumentou a biocompatibilidade da
MQI, uma vez que MQ2 e MQ3 apresentaram viabilidade celular préximas as exigidas pela
ISO 10993-5:2009, com valores de 87 = 19% e 79 £+ 13%, respectivamente. Nas membranas
de quitosana coldgeno (MQC2 e MQC3), a reticulacdo nas condi¢des Gl e G2 também
proporcionou um aumento da biocompatibilidade do material, porém, de maneira mais
expressiva, pois MQC2 apresentou viabilidade celular de 88 + 18%, se encaixando nas
exigéncias da ISO 10993-5:2009, enquanto MQC3 apresentou uma viabilidade celular de 87 +
22%. A cerca disso, Granato (et al., 2009) nos diz que 50% ¢é o minimo da viabilidade celular

que o biomaterial deve apresentar para ser biocompativel.

Tabela 17 - Viabilidade Celular das membrans de quitosna e quitosana/coldgeno

Membranas Viabilidade Celular (%) U(VIAB.)

MQ1 54 27
MQ2 87 19
MQ3 79 13
MQC1 75 15
MQC2 88 18
MQC3 87 22

(Fonte: Autor)
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Grafico 18 - Viabilidade de fibroblastos 1.929 nas membranas de quitosana e quitosana/coldgeno.
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(Fonte: Autor).

De acordo com Bellini (2012), a averiguagcdo da biocompatibilidade de materiais com
potencial aplicacdo médica tem inicio nos ensaios de citotoxicidade, na qual o resultado
negativo de citotoxicidade sinaliza auséncia ou quantidades insuficientes de componentes
prejudiciais no material avaliado, ou seja, sem potencial de estimulo de efeitos agudos em
células isoladas, sob condi¢des extremas. Um resultado positivo, ao contrdrio, indica a
presenca de uma ou mais substincias que sdo extraidas e que podem ter importancia clinica,

sendo necessdrias outras investigacdes para a determina¢do da utilidade do material.
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6 CONCLUSOES

A metodologia adotada neste trabalho para extracdo do coldgeno mostrou-se eficiente
quando comparada a resultados jad disponiveis na literatura, comprovando que ha
variabilidade na concentracdo de coldgeno na membrana da casca do ovo que estd
relacionada a sua proveniéncia, assim como na metodologia abordada para sua extracao.
A neutralizacdo por evaporagdo de hidréxido de amdnio provocou um encolhimento
considerdvel nos diametros de todas as membranas.

Contatou-se a presenca de genipina no extrato alcodlico da polpa do jenipapo (G2),
embora diluido junto a outras substancias. E que a solu¢do GI1, proporcionou uma
mudanga na coloracdo das membranas para um tom amarelado, enquanto G2 para um
tom esverdeado;

Com as andlises de Termogravimetria e Calorimetria Exploratéria Diferencial pode-se
verificar que a reticulacdo com G2 aumentou a resisténcia a temperatura das membranas
de quitosana/coldgeno, aumentando as possibilidades de esterilizagao dessas membranas
para métodos que usam altas temperaturas, como a autoclavagem:;

A presencga do coldgeno na estrutura das membranas de quitosana reduziu a velocidade de
degradacdo do biomaterial, enquanto a reticulacdo com G1 e G2 acelerou esse parametro;
De acordo com a norma ISO 10993-5:2009, adotada para realizacdo dos ensaios de
citotoxicidade, as membranas de quitosana sem reticulagdo apresentaram efeitos
citotoxicos para a L1929, devido a presenca de fons de amoOnio na estrutura das
membranas. Contudo, a presenca do coldgeno no biomaterial, bem como a reticulagdo
com genipina diminuiram a toxicidade das membranas, tornando o material
biocompativel para as finalidades propostas neste trabalho.

No mais, conclui-se que a reticulacdo com o Extrato Alcodlico do Jenipapo (G2) foi mais
eficiente que a reticulacdo com genipina a 0,25% (G1) tanto nas membranas de quitosana,
quanto nas membranas de quitosana/colageno. Indicando um potencial promissor na
reticulagdo com G2 de biomateriais destinados a engenharia de tecidos, como forma de
tratamento e cicatrizacdo para ferimentos da pele, baseando-se nos efeitos benéficos

proporcionados pela reticulgdo, assim como no custo operacional relativamente baixo

para obten¢do do extrato.
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7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Analisar a concentracdo de coldgeno presente na membrana da casca do ovo baseando-
se na origem da matéria prima (ovo de granja, ovo caipira), assim como o estudo de
metodologias na extracdo do coldgeno para o estabelecimento de uma técnica com
maior eficiéncia;

e Verificar a influéncia de diferentes formas de neutralizacdo no comportamento fisico,
quimico e biolégico do biomaterial;

e Realizar a caracterizacdo do extrato alcodlico da polpa do jenipapo, a fim de
identificar os compostos presentes na solucdo;

e Analisar minuciosamente a influéncia do coldgeno e do grau de reticulagdo na
alteracdo das propriedades mecanicas nas membranas a base de quitosana;

e Avaliar a influéncia do tipo de reticulagdo (Quimica ou Fisica), como também da
concentragdo e composi¢cdo do agente reticulante no intumescimento de biomateriais a
base de quitosana e coldgeno.

e Verificar o efeito da reticulacdo com o extrato alcodlico do Jenipapo em diferentes
dilui¢des.

e Realizar ensaios de citotoxicidade in vivo, assim como verificar a eficiéncia na
cicatrizacdo de ferimentos da pele proporcionada pelas membranas de

quitosana/coldgeno reticuladas.
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