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Os profissionais da saude lidam diretamente com diversas situagdes complexas no
cuidado a pessoas adoecidas. Dentre estas, destacam-se as feridas na pele que podem
trazer prejuizos na condicdo clinica do paciente, além de tratamentos onerosos para a
cura. As feridas cutaneas exigem curativos para protecdo contra microorganismos
patogénicos e para acelerar o processo de cicatrizacdo. Com o surgimento dos
biomateriais disponiveis para uso no tratamento de feridas, a quitosana tornou-se uma
escolha eficaz, encontrada facilmente na forma natural e renovével como potencial
cicatrizante. A membrana de quitosana apresenta condic¢Oes ideais no tratamento de
feridas, como absorcéo, protecdo, biocompatibilidade e potencial anti-microbiano. Para
aumentar seus efeitos cicatrizantes, 0leos naturais tém sido incorporados na matriz
polimérica, a exemplo da copaiba, que possui elevada acdo anti-inflamatdria. Nesse
contexto, o trabalho objetivou obter e caracterizar membranas de quitosana por emulsédo
e nanoemulsdo do Oleo de copaiba para tratar feridas cutdneas. As membranas de
quitosana com adicdo do dleo por emulsdo e nanoemulsdo foram sintetizadas pela
técnica de evaporacdo de solvente. Foram avaliadas pela analise macroscopica e
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura, difragcdo de raios X,
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, calorimetria exploratéria
diferencial, percentual de intumescimento, umidade e angulo de contato. Foi realizado
ensaio in vitro de atividade antibacteriana frente a bactéria S.aureus. As membranas
apresentaram aparéncia aparentemente finas, pouco maleaveis, relativa opacidade,
homogeneidade e boa manuseabilidade. Observou-se porosidade mais numerosa nas
superficies das membranas sintetizadas por nanoemulsédo do 6leo de copaiba, além de

comportamento mais amorfo. Percebeu-se uma melhor interacdo entre a quitosana e 0s



constituintes do 6leo quando a sintese do Oleo foi preparada por nanoemulséo,
resultando na melhoria da estabilidade do material produzido. Os percentuais de
intumescimento foram maiores nas composi¢cdes MQCoN-0,1 (214+3,22%), quando
imersos na agua e a composicdo MQCOoN-5,0 (220+6,83%) na solucdo em PBS. O
comportamento mais Umido foi significativo nas membranas compostas por
nanoemulsdes do 6leo de copaiba de 0,1 % (0,80+1,37%) e 0,5 % (3 £0,79%). Nao
houve grande influéncia no angulo de contato entre as sinteses e composigdes. A
membrana de quitosana com 1,0 % (v/v) do Oleo emulsionado e a membrana de
quitosana com 0,5% (v/v) do Oleo nanoemulsionado foram as membranas mais
hidrofilicas. Todas as membranas foram capazes de inibir o crescimento bacteriano,
exceto a membrana de quitosana com 1,0%(v/v) de emulsdo do 6leo. Os materiais
obtidos por nanoemulsdo possuem atributos ideais para aplicacdo no uso de feridas
cuténeas.

Palavras chave: Biomaterial, Cicatrizagdo, Feridas Cutaneas, Quitosana, Oleo de

copaiba.
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Health professionals deal directly with several complex situations in the care of sick
people. Among these, there are skin wounds that can harm the patient's clinical
condition, in addition to costly treatment for healing. Skin wounds require dressings to
protect against pathogenic microorganisms and to accelerate the healing process. With
the emergence of biomaterials available for use in wound treatment, chitosan has
become an effective choice, easily found in a natural and renewable form with healing
potential. The chitosan membrane presents ideal conditions in the treatment of wounds,
such as absorption, protection, biocompatibility and antimicrobial potential. To increase
its healing effects, natural oils have been incorporated into the polymer matrix, such as
copaiba, which has a high anti-inflammatory action. In this context, the work aimed to
obtain and characterize chitosan membranes by emulsion and nanoemulsion of copaiba
oil to treat skin wounds. The chitosan membranes with oil addition by emulsion and
nanoemulsion were synthesized by the solvent evaporation technique. They were
evaluated by macroscopic analysis and characterized by scanning electron microscopy,
X-ray diffraction, Fourier transform infrared spectroscopy, differential scanning
calorimetry, swelling percentage, humidity, contact angle. An in vitro assay of
antibacterial activity against the bacterium S.aureus was carried out. The membranes
had an apparently thin appearance, little malleability, relative opacity, continuous and
good handling. He observed more porosity on the surfaces of membranes synthesized
by nanoemulsion of copaiba oil, in addition to a more amorphous behavior. He noticed
a better interaction between chitosan and oil constituents when the oil synthesis was
prepared by nanoemulsion, resulting in improved stability of the material produced. The

swelling percentages were higher in the MQCoN-0.1 (214+3.22%) compositions when
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immersed in water and the MQCoN-5.0 composition (220+6.83%) in the PBS solution.
The wetter behavior was significant in membranes composed of 0.1% (0.80+1.37%) and
0.5% (3.00 +£0.79%) copaiba oil nanoemulsions. There was no great influence on the
contact angle between syntheses and compositions. The chitosan membrane with 1.0%
(v/v) of emulsified oil and the chitosan membrane with 0.5% (v/v) of nanoemulsified oil
were the most hydrophilic membranes. All membranes were able to inhibit bacterial
growth, except the chitosan membrane with 1.0%(v/v) oil emulsion. Materials obtained
by nanoemulsion have ideal attributes for application in the use of skin wounds.

Keywords: Biomaterial, Healing, Skin Wounds, Chitosan, Copaiba Oil.
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1 INTRODUCAO

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano, responsavel pelo
revestimento externo corporal, com multiplas fungdes importantes para a manutencao
da estabilidade do organismo (ROGER et al., 2019). Esse 6rgao é constituido por varias
camadas de tecidos ectodérmicos que fornecem mecanismos de barreira contra
patdgenos, agentes ambientais externos (luz, calor, lesdes) e confere protecdo as
estruturas internas do organismo ( IBRAHIM et al., 2018).

A interrupcdo da integridade da pele pode ser provocada por algum trauma
acidental ou intencional, ou ainda ser desencadeada por uma doenca (HARPER;
YOUNG; McNAUGHT, 2014; VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ; 2009). Essa ferida
causa desequilibrio dos mecanismos funcionais da pele, e pode permitir a entrada de
microorganismos patogénicos e consequentemente levar a ferida a cicatrizar mais
lentamente (HO et al., 2021).

A cicatrizacdo da ferida é uma resposta fisiolégica do organismo a leséo tecidual,
todavia, &€ um processo bioldgico complexo, que envolve uma série de eventos distintos
e interdependentes para o fechamento da ferida (WALLACE; BASEHORE; ZITO,
2020; HARPER; YOUNG; McNAUGHT, 2014;). Fisiologicamente, a cicatrizagdo pode
ser dividida em quatro fases distintas, mas que interagem e se sobrepdem para a
completa reparacdo do tecido: hemostasia; inflamacgéo; proliferacdo e remodelagéo
(HARPER; YOUNG; McNAUGHT, 2014).

A hemostasia € a primeira fase da cicatrizacdo de uma ferida, responsavel pelo
controle do sangramento por vasoconstricdo e coagulacdo sanguinea (FENG et al.,
2021). Para a ferida cicatrizar no tempo oportuno, a préxima fase - a inflamatéria -
assume papel importante na liberacéo de células de defesa do organismo para proteger a
ferida contra infecc@es, ativando a angiogénese (IBRAHIM et al., 2018). O estimulo de
células proliferativas sdo fundamentais para cobrir a ferida com a formacdo do tecido
de granulacéo na fase de proliferacdo (FENG et al., 2021). Por fim, a ferida se repara na
fase de remodelacdo, induzida por fibroblastos e colagenos (IBRAHIM et al., 2018).

Muitos fatores podem afetar potencialmente a cicatrizacdo, como por exemplo, a
desnutri¢do, hipoxia, doencas crénicas e cirurgias, resultando no aumento da morbidade
e mortalidade do paciente e retardo na cicatrizacdo de feridas (HARPER;YOUNG;
McNAUGHT, 2014; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017).
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As feridas que ndo cicatrizam com facilidade exigem tratamentos mais caros e
periodos longos de internagdo, gerando gastos econémicos elevados para o sistema de
salide e consequéncias psicologicas imensuraveis ao paciente (CHOUHAN et al., 2019;
RODRIGUES et al., 2019; HARPER;YOUNG; McNAUGHT, 2014). Estima-se que 0s
custos anuais ambulatoriais e hospitalares de feridas complexas, ao Sistema Unico de
Saude (SUS), no Brasil resultaram em 361 milhdes de reais, no ano de 2014
(TOSCANO et al., 2018).

O mercado de produtos para curativos modernos vem desenvolvendo diversos
tipos de materiais para tratar feridas, porém é preciso escolher o material apropriado
para ajudar a ferida a cicatrizar de maneira mais rapida (DHIVYA; PADMA;
SANTHINI, 2015).

Os biomateriais tém sido uma opgéo bastante escolhida no campo da satide como
um material avancado para substituir ou complementar uma funcéo do tecido ou 6rgao,
sendo capaz de entrar em contato com 0 organismo humano e induzir respostas
desejaveis (PERIAYAH; HALIM; SAAD, 2016; NAOMI et al., 2021). Existem
biomateriais sintéticos e naturais que possuem uma série de propriedades vantajosas e
benéficas para cicatrizacdo de lesdes cutaneas (ARAMWIT, 2016).

A aplicacdo de biomateriais naturais tem surtido grandes resultados na cicatrizacao
de feridas devido suas qualidades versateis como: bioatividade, biocompatibilidade,
biodegradacgéo, baixa ou nenhuma toxicidade, estabilidade mecanica, alto teor de
umidade e alta disponibilidade (CHEN; LIU, 2016; HE et al., 2018).

A maioria dos biomateriais usados na cicatrizacdo de feridas € derivada de
biopolimeros oriundos principalmente das proteinas e polissacarideos (KUMAR et
al.,2018). Para biomateriais naturais, a quitosana € um dos biopolimeros mais
investigados para aplicacbes na cicatrizacdo de feridas (MOEINI et al., 2020). E um
polissacarideo catiénico natural, preparado industrialmente pela hidrolise dos grupos
aminoacetil da quitina, possuindo uma diversidade de aplicagdes bem sucedidas como
biomaterial (GIRI et al., 2021).

Muitos estudos tém comprovado a potencialidade da quitosana na cicatrizacao
acelerada de feridas, bem como seu papel importante no crescimento do tecido de
granulacdo, como agente hemostatico, anti-inflamatério e antimicrobiano (AHMED;
IKRAM, 2016; FENG et al., 2021; GAISLLER et al., 2021; BASSERI et al., 2019).
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Terapias alternativas para tratamento de feridas a base de plantas medicinais tém
ganhado importancia nos ultimos anos, devido a presenca de moléculas bioativas
derivadas de plantas que podem atuar potencialmente como agentes antimicrobianos e
anti-inflamatorios, acelerando o processo de cicatrizagdo (WINKELMAM, 2018;
MOEINI et al., 2020; DIAS et al., 2021).

De acordo com TRINDADE et al. (2018) a oleorresina de arvores Copaifera spp.,
popularmente conhecida por 6leo de copaiba, tem sido amplamente utilizada como
medicamento natural pela populacdo amazonica had milhares de anos, e mantém essa
tradicdo milenar como um tratamento popular de varias doencas, inclusive na cura de
feridas.

O pB-cariofileno é um dos principais sesquiterpenos detectados em maior
quantidade nos estudos de composi¢do quimica da oleorresina de copaiba, com
potencial acdo anti-inflamatoria (TEIXEIRA et al., 2017; VEIGA et al., 2007). Estudos
tém demonstrado que o tratamento com 6leo de copaiba administrados oralmente e por
via topica apresentam efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes, antinoceptivos,
antibacterianos, antissépticos e cicatrizantes (AMES-SIBIN et al., 2018; BECKER et
al., 2020; DIAS et al., 2021; DIAS et al., 2013; ALVARENGA et al., 2020).

A incorporacdo dos Oleos medicinais hidrofobicos fitoterdpicos em matrizes
biopoliméricas pode ser uma opgdo favordvel para melhorar ou potencializar
propriedades, preservando a biofuncionalidade do polimero (PASCOAL et al., 2020).

Na literatura existem relatos dos beneficios do Oleo de copaiba e materiais
poliméricos como recurso terapéutico alternativo para aplicagdo em biomateriais. Sobre
isso, MARANGON et al. (2017), conseguiram obter efeitos antibacterianos contra o
patdgeno Staphylococcus aureus, utilizando a emulsdo composta de copaiba
incorporada na quitosana e gelatina.

O oleo de copaiba associado a biopolimeros pode ser usado como curativo topico,
auxiliando também no tratamento da leishmaniose cutanea (PASCOAL et al, 2017). A
combinagdo do dleo com a quitosana pode potencializar propriedades de filmes
relacionadas a resisténcia e a barreira do material (DEBONE et al., 2018).

Para XAVIER JUNIOR et al. (2019) o 6leo de copaiba foi benéfico, em
nanocépsulas revestidas de quitosana, ajudando a melhorar a acdo da droga anti-

cancerigena. Comprovou-se ainda por meio de estudo In vivo, que a utilizacdo do 6leo
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de copaiba e de polimeros formulados em hidrogel sobre edemas locais em
camundongos resultaram na reducdo do processo inflamatério (LUCCA et al., 2018).

Apesar dos avancos no desenvolvimento de materiais para curativos, ainda existem
lacunas para serem investigadas sobre o processo de cicatrizagdo, principalmente
relacionada ao mecanismo de acdo dos produtos utilizados no tratamento feridas. Além
disso, ha poucos estudos que tratam do composto Oleo de copaiba e quitosana no
tratamento de feridas cutaneas.

Diante desse contexto, o objetivo do presente estudo foi a obtengéo e
caracterizacdo da membrana de quitosana por emulsdo e nanoemulsdo do Oleo de

copaiba como possivel aplicacdo no tratamento de feridas cutaneas.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Obter e caracterizar membranas a base de quitosana e 6leo de copaiba, sintetizadas
por emulséo e nanoemulsdo, para aplicagédo em feridas cutaneas.
1.2.2 Especificos
- Sintetizar membranas por emulsdo e nanoemulsdo do 6leo de copaiba, em faixas de
concentracgdes distintas, incorporado na quitosana.
- Comparar o tamanho das goticulas e o indice de polidispersividade das emuls6es do
6leo sonicadas e das emulsdes sem sonicagao.
- Caracterizar as membranas sintetizadas quanto a microestrutura (MEV), propriedades
fisico-quimicas, térmicas (DRX e DSC) e FTIR.
- Estudar o comportamento de intumescimento, umidade e o angulo de contato das
membranas sintetizadas.
- Comparar as caracteristicas das membranas produzidas por emulsdo e nanoemulséo do
o6leo de copaiba e quitosana.
- Avaliar a capacidade de inibigdo de crescimento bacteriano das membranas obtidas
contra a cepa Staphylococcus aureus.

- Indicar para qual o tipo de ferimento pode ser aplicado as membranas produzidas.

Diante dos objetivos apresentados, o estudo pretende responder a seguinte
hiptese: Os métodos de sintese do Oleo de copaiba por emulsdo e nanoemulsdo
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incorporados na quitosana terdo efeitos significativos no padrdo morfoldgico, fisico-
quimico, térmico e bioldgico das membranas sintetizadas?
1.2 JUSTIFICATIVA E INEDITISMO

As feridas podem levar a problemas clinicos complexos para o0 paciente e custos
substanciais significativos, portanto, o tratamento adequado pode melhorar o processo
de cicatrizacdo e contribuir para evitar danos adicionais (GUEST et al., 2015). O
curativo ideal deve levar em consideragdo custos relativamente razodveis e trazer
beneficios para o paciente (MOEINI et al., 2020).

O custo com feridas ainda € uma preocupacao, porque a maioria dos avangcos na
terapéutica de tratamento de feridas é altamente cara (CHOUHAN et al., 2019). De
acordo com o relatorio Global do Mercado de Tratamento de Feridas realizado no ano
de 2016, estima-se que o custo com tratamento de feridas ird atingir um valor em torno
de 26,24 bilhdes até o final de 2023 (WELLER; TEAM; SUSSMAN, 2020).

A escolha da quitosana como material para curativo é devido a ampla
disponibilidade e baixo custo (EFTEKARI et al., 2019). Além do mais, pode ser
derivada de recursos naturais renovaveis provenientes de residuos de alimentos, com
propriedades interessantes, como alta biocompatibilidade e facil processamento quimico
(TAKESHITA et al.,, 2021). Por isso, esse produto € também considerado um
tratamento ecologicamente correto, pois reaproveita a matéria-prima desperdicada para
fins terapéuticos, reduzindo o impacto ambiental.

Ja foi comprovada, por pesquisadores, que a quitosana desempenha funcbes
importantes em todas as fases de cicatrizacdo de feridas; portanto, benéfica para
tratamento das mesmas (FENG et al., 2021). Diante do que foi exposto, a quitosana é
um biomaterial economicamente viavel e eficiente no tratamento de pacientes com
feridas.

O 6leo de copaiba é um recurso natural abundante na biodiversidade da Amazénia
brasileira, utilizada ha& séculos por povos tradicionais com fins terapéuticos,
principalmente como anti-inflamatério e cicatrizante (VEIGA-JUNIOR et al., 2007;
TEIXEIRA et al., 2017; ALVARENGA et al., 2020). Apesar do conhecimento popular
da acdo curativa do 6leo de copaiba, ainda é pouco expressivo na literatura médica o0s
resultados mostrando a acgdo, eficécia e atividades farmacologicas da utilizacdo desse

Oleo em feridas.
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Por outro lado, observa-se o interesse crescente por produtos para curativos obtidos
por fontes naturais, descobrindo compostos bioativos presente no éleo vegetal, como a
copaiba, que estimulem a cicatrizacéo de feridas (IBRAHIM et al., 2018).

Por isso, é fundamental ampliar pesquisas sobre o 6leo de copaiba e conhecer a
potencialidade desse recurso terapéutico quando associado com a quitosana para
aplicacdo favoravel como biomaterial.

Recentemente, DEBONE et al. (2018) pesquisaram diferentes concentracdes de
filmes de quitosana-6leo de copaiba para aplicacdo em curativos, mas neste trabalho, os
autores ndo investigaram a combinacdo de varias concentrac6es do 6leo (0,1, 0,5, 1,0 e
5,0% v/v) na solucdo de quitosana (1,0%v/v ). Além disso, ndo pesquisou atividade
antibacteriana, o angulo de contato, intumescimento, teor de umidade, difracéo de raios-
X e espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier de filmes. A andlise
estatistica para validar os resultados ndo foram realizados no estudo.

No presente trabalho, foi feita uma andlise estatistica detalhada dos resultados de
angulo de contato, intumescimento e teor de umidade, e a interacdo de quitosana e 6leo
de copaiba foi pela primeira vez estudada em diferentes concentragdes como uma
abordagem para desenvolver uma membrana que pudesse ser benéfica como um
curativo ativo para feridas na pele. Além disso, foi utilizada sintese por nanoemulsao e
emulsdo do 6leo para analisar a influéncia dos métodos na produgdo das membranas.

Desta maneira, constata-se o ineditismo e originalidade do estudo, visto que as
diversas composicdes do 6leo de copaiba, assim como o método de nanoemulsdo do

fitoterapico ainda nédo havia sido investigados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRUTURAS DA PELE

A pele é um sistema complexo e vital, responsavel pelo revestimento do corpo
humano, respondendo por aproximadamente 16% do peso corporal total, portanto o
maior orgao, com funcdo protetora as acdes do ambiente externo as estruturas internas,
responsavel por vérias fungdes que mantém o equilibrio homeostatico do organismo,
evitando a perda de &gua e eletrdlitos (ROGER et al., 2019).

Dessa maneira é importante considerar as estruturas e funcdes da pele com a
finalidade de aprimorar um material para curativos em feridas com atributos que se
aproximam de suas propriedades.

A Figura 1 mostra a estrutura anatbmica da pele constituida por trés camadas com

caracteristicas distintas: epiderme, derme e hipoderme.

Eixo do pélo

Musculo
erelor —— Epiderme
do pélo
Glandula
sebacea
Faliculo piloso — Derme
Raiz do pélo
Vaso sanglineo —
da derme
Tela
"'dk —— sub-
culanea

Figura 1- llustragéo da pele humana e seus componentes.

A epiderme é a camada mais externa que funciona como barreira protetora da pele
contra as agressdes externas e mantém a hidratacéo e regeneracdo da pele (SOUTO et
al., 2020). Os queratindcitos, melandcitos, as células de Langherans, as células ou
discos de Merkel estdo presentes entre a epiderme e derme, ligando-se as terminacgdes
nervosas sensitivas atuando como receptores de tato ou pressdéo (DOMANSKY;
BORGES, 2012).

Abaixo da epiderme encontra-se a derme, uma camada espessa rica em proteinas
da matriz extracelular (ECM), constituida de foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e
tambeém fibroblastos dérmicos, que confere & pele sua resisténcia a tracdo (MOORE et
al., 2018).
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A Ultima camada é constituida pela hipoderme ou tela subcutanea, camada interna
da pele, formada principalmente por adipécitos e células endoteliais, com fungdes de
fornecer energia e nutrientes por meio de capilares microvasculares a derme e epiderme,
tendo papel fundamental na vascularizagdo ( OUALLA-BACHIRI et al., 2020).

A pele apresenta caracteristicas viscoelasticas importantes para manutencao de sua
integridade, conferindo uma resisténcia. No entanto, essa estrutura de forca mecanica
pode sofrer agdes do meio externo provocando lesdes. Para protecdo da pele rompida,
0s materiais de curativos ideais devem exibir alto alongamento e boa resisténcia a
tracdo, de outro modo, qualquer leve estimulo externo nas proximidades da ferida

podera causar rompimento do curativo (HO et al., 2021).

2.2 PROCESSO DE CICATRIZAQAO DE FERIDAS

Quando ha uma ferida na pele, o organismo induz uma série de eventos
fisioldgicos sucessivos e dindmicos envolvendo uma interacdo complexa entre varios
tipos de células, citocinas, mediadores e o sistema vascular, a fim de obter uma
restauracdo rapida da estrutura e funcdo da pele (WALLACE; BASEHORE; ZITO,
2020; JAYAKUMAR, 2011).

Classicamente, esse processo de cicatrizacdo de feridas consiste em quatro fases
distintas que estdo interdependentes e sobrepostas entre si: hemostasia, inflamacéo,
proliferacdo e remodulacdo tecidual (SINGH;YOUNG;MCNAUGHT, 2017). O
conhecimento desses estagios no processo de cicatrizacdo, bem como o entendimento
dos materiais de curativo apropriados é fundamental para o tratamento seguro e bem

sucedido na ferida. A Figura 2 ilustra as fases do processo de cicatrizag&o.

5
A,

Figura 2- llustragéo das fases do processo de cicatrizacdo ( ISAAC et al.,2010).
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Logo apos a lesdo na pele, a hemostasia inicia com formacdo de codgulos para
interromper a hemorragia atraveés da contragdo dos vasos sanguineos e a agregacgao
plaquetéria ( RIDIANDRIES; TAN; BURSILL, 2018; FENG et al., 2021). A préxima
fase é a inflamagdo, na qual macrofagos e neutrdfilos sdo recrutados para remover
detritos do local da ferida e evitar infeccdo e ap6s alguns dias secretam varios fatores de
crescimento, citocinas e quimiocinas para estimular a angiogénese (RIDIANDRIES;
TAN; BURSILL, 2018; IBRAHIM et al., 2018). Em seguida as células epiteliais
proliferam e migram para formar tecido de granulagéo para cobrir a ferida na fase de
proliferacdo, mediadas pelas células endoteliais, queratinocitos, fibroblastos e colageno
na area da ferida, formando uma matriz extraceleular temporaria (RIDIANDRIES;
TAN; BURSILL, 2018; FENG et al., 2021). O estégio final no processo de cicatrizagao
de ferida é a remodelagdo, na qual os fibroblastos reorganizam a matriz de colégeno,
aumentando a resisténcia a tracdo e restaurando a integridade estrutural do tecido e a
competéncia funcional (RIDIANDRIES; TAN; BURSILL, 2018; IBRAHIM et al.,
2018).

Muitos fatores podem interferir no processo, resultando no retardamento da
cicatrizacdo de feridas (SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017). Algumas das
principais causas de comprometimento da cicatrizacdo de feridas esta relacionado a
fatores subjacentes, bem como infeccBes, envelhecimento, nutricdo, hipoxia, estresse,
medicamentos, genética e doencas cronicas ( GRADA; MERVIS; FALANGA, 2018;
GUSHIKEN et al., 2021).

2.2.1 Tipos de feridas

Uma ferida é definida como uma ruptura na continuidade do revestimento epitelial
da pele ou mucosa resultante de lesdes mecénicas, fisicas, térmica ou metabolicas
(DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015; CHAUDHARI et al., 2016). A ferida é
classificada em aguda ou cronica, de acordo com a duragdo e a natureza do processo de
cicatrizacdo (SHE et al., 2020).

Ha feridas que ocorrem repentinamente e cicatrizam em um determinado periodo
de tempo previsivel, geralmente dentro de 8-12 semanas, progressdo normal e ordenada,
conhecida como feridas agudas, como aquelas criadas por cirurgia ou trauma (EMING;
MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014; DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). A maioria

das pequenas feridas € curada pela simples contracdo e crescimento das células dentro
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da ferida (CHAUDHARI et al., 2016). Por outro lado, as feridas cronicas levam a
desregulacéo ou interrupgéo de fases do processo normal de cicatrizagdo, e ndo podem
ser reparadas de maneira ordenada e oportuna (EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC,
2014).

Por isso, a cobertura de feridas precisa ser estabelecido o mais breve possivel para

prevenir complicacBes ao portador de feridas.

2.2.2 Tratamento de feridas

Os curativos sdo desenvolvidos para cobertura de feridas para protecdo a agentes
exogenos e traumas mecanicos, reducdo dos riscos de infeccbes e aceleracdo do
processo de cicatrizacdo (WANG et al., 2018).

Os curativos podem ser divididos em duas categorias: curativos tradicionais e
curativos modernos (SHE et al., 2020). Dentre os curativos tradicionais encontram-se
gazes, ataduras e emplastro, geralmente usados como curativos primarios em feridas
limpas e secas com pouca exsudacdo ou como curativos secundarios (SOUTO et al.,
2020). No entanto, seus beneficios sdo restritos, devido danos secundarios produzidos
durante a retirada como dor e adesdo ao tecido de granulacdo e ndo confere protecédo
contra infec¢Ges nem téo pouca umidade para a ferida (SHE et al., 2020).

Por outro lado, curativos modernos vao além da cobertura da ferida, cria um
ambiente Umido para favorecer a cicatrizagcdo, portanto ideal para manter o equilibrio
constante da temperatura e da umidade da ferida (DHIVYA; PADMA; SANTHINI,
2015).

Por muitos anos os curativos tinham a finalidade de manter a ferida seca
removendo o excesso de exsudato (GUSHIKEN et al., 2021). Todavia, nos tempos
atuais, foi constatado que o ambiente quente e imido pode favorecer a cicatrizacdo da
ferida (DHIVYA; PADMA; SANTHINI, 2015). Por esse motivo, 0s curativos
modernos vém sendo mais usados por manter esse ambiente da ferida Umido (SOUTO
et al., 2020).

Antigamente, acreditava-se que 0s curativos abertos cicatrizavam a ferida mais
rapidamente, entretanto foi percebido que o0s curativos oclusivos promovem a
aceleracdo da reepitelizagdo, induzem a sintese de colageno, estimula a angiogénese a
partir da hipdxia no leito da ferida e diminui o pH do leito da ferida, o que leva a
diminuicdo da invasdo bacteriana na ferida (SARABAHI, 2012).
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Portanto, um bom curativo deve oferecer protecdo a area da ferida, retirar o
excesso de exsudatos, permitir a troca gasosa, manter um ambiente imido no leito da
ferida, ser de facil manuseio, prevenir infeccGes, estimular fatores de crescimento, isolar
proteases, facilitar o desbridamento autolitico e promover a produgdo de tecido de
granulacdo e reepitelizacdo (SHI et al., 2020; SOUTO et al., 2020).

Contudo, atualmente, ndo existem curativos que consigam atender a todas essas
funcdes para isso, a selecdo especifica de curativos modernos para feridas deve ser
baseada nas condigdes particulares, como a doenca primaria do paciente, as
caracteristicas do curativo, e especialmente os mecanismos fisiologicos das feridas (SHI
et al., 2020).

Os curativos para feridas podem apresentar diferentes formas fisicas, como
esponjas, filmes, membranas, hidrogéis ou hidrocol6ides, de acordo com o tipo
especifico de ferida ( SIMOES et al., 2018).

No Quadro 1 sdo descritos os principais tipos de materiais utilizados no tratamento
de feridas.

Quadro 1- Principais tipos de produtos para curativos no tratamento de feridas.

Caracteristicas
do curativos
para feridas

Tipo de Material

Importéncia na
cicatrizacdo de feridas

Desvantagem de
uso

ferida

- Permite a troca gasosa

- Isolamento térmico

- Facil remocao

- Efeito de amortecimento

Gaze Fibras naturais ou - Absorve o0 exsudato das | -Remogéo
sintéticas ( fiosde [ feridas - Mantém o traumatica
algodéo ou fibras de [ ambiente umido. -Barreira
poliéster) - Pode ser usado em limitada contra

combinagdo com outros microorganismo
aditivos S

Filme fino de | Polimero de origem | - Permite troca de gases, -Quando usados

poliuretano sintética mas serve como uma em feridas com

barreira para bacteérias. alto teor de
-Permite a inspecéo da exsudato produz
ferida, devido sua cor acumulo e
transparente maceracao

Espumas Polimero sintético | - Absorve altos exsudatos | - Troca

- Mantém o ambiente frequente do
umido ao redor do leito da | curativo
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Hidrogéis Polimeros naturais | - Doa umidade para feridas | Ndo é adequada
ou sintéticos ( secas e Com pouco para feridas
quitosana, alginato | exsudato infectadas
de fibrina, acido -Facilmente removido
hialuronico, -Debridamento leve
dextrana)

Hidrogéis de - Alta capacidade de

alginato absorcédo de exsudatos

- Mantém o ambiente
Umido
- Facilita o desbridamento
autolitico
Hidrocoloides | Agentes coloidais (| - Absorvem exsudatos - Néo é

gelatina ou a base
de pectina,
carboximetilcelulos

e)

-Adere na ferida

- Permedvel a agua e gas
- Fornece isolamento
térmico

-Fornece ambiente Umido
- Facil remocéo

- Longo tempo de uso

adequada paa
feridas
infectadas ou
altamente
exsudativas,
pois a pouca
troca de vapor
de 4gua com o
ambiente

Matrizes
nanofibrosas
eletrofiadas

Polimeros naturais e
sintéticos ou
compostos de
polimero ( PCL,
PLLA, PLGA,
PCL-PEG, PLACL,
gelatina, GeIMA)

- Pode imitar a estrutura
do ECM

- Permite troca de gas e
fluido

- Boa aderéncia

- Preserva a atividade da
droga por um periodo
relativamente longo
-Permite a liberacéo
gradual do medicamento
encapsulado

- Pode ser revestido com
compostos ativos

-A distribuicéo
de tamanho de
poro pequeno
reduz a taxa de
infiltracao
celular e
crescimento
interno

Materiais
compostos

Hidrogéis ou
construcdes
eletrofiadas com
formulacGes de
nanoparticulas
incorporadas feitas
de materiais
ceramicos,
metalicos ou
poliméricos ( 6xido
de zinco, oxido de

- A incorporacéo de
particulas melhora o
potencial como ferramenta
de entrega de drogas

- Os materiais compostos
combinam as propriedades
benéficas dos
componentes incorporados

-Fabricacdo se
torna mais
complexa
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titanio, prata,
PLGA, PCL,
hialuronano,

alginato, etc.)

Andaimes de | Polimeros naturais e A fabricacdo se
duas camadas | sintéticos ( - Aestrutura em camadas | torna mais
quitosana) permite a liberacgdo local complexa e cara
da droga em cada camada
da pele

- A funcionalidade
variavel e a estrutura das
camadas podem melhorar
a regeneracao da pele em
toda a espessura

Fonte: Saghazadeh et al., (2018); Sarabahi (2012).

Com base nesse contexto, os curativos funcionam como um tratamento importante

no manejo em feridas (CHOUHAN et al., 2019). No entanto, tém-se observado ao
longo da prética clinica a eficiéncia limitada dos curativos tradicionais disponiveis,
conferindo apenas uma protecdo externa da ferida e um ambiente seco (SHI et al.,
2020). Os autores afirmam ainda que os curativos modernos vém superando 0s
curativos tradicionais quanto a eficacia na prevencdo de infeccOes, aceleracdo da
cicatrizacdo e reducdo da dor (SHI et al., 2020).

Portanto, alguns fatores sdo essenciais na escolha do material ideal para o
tratamento de feridas, como a manutencdo da umidade, a promoc¢do da troca gasosa,
protecdo contra infec¢des e a capacidade de absorcéo de fluidos da ferida, assim como,
ser atdxico, ndo alérgico e de facil remogdo (ABD EL-HACK et al., 2020).

As vantagens da quitosana sdo extraordinarias, uma vez que pode ser facilmente
processada em diferentes formas, como membranas, esponjas, géis, andaimes,
microparticulas, nanoparticulas e nanofibras para uma variedade de aplicacbes
biomédicas, como administracdo de drogas, terapia genética, engenharia de tecidos e
tratamento de feridas (ANITHA et al., 2014).

A quitosana na forma de membrana apresenta caracteristicas importantes no
tratamento de feridas, uma vez que possui capacidade de absorcéo de exsudatos, fornece
umidade e tem um sistema de liberacdo controlada de drogas, nutrientes, gases e
proteinas (TAMER et al., 2020). Além disso, seus grupos amino, hidroxila e carboxila

podem ser facilmente reagidos e quimicamente modificados, contribuindo na formagéo
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de sistema composto com outros materiais naturais e sintéticos (MADNI et al., 2021;
LIU et al., 2018).

2.3 BIOMATERIAIS

Os biomateriais tém sido usados para a cicatrizacdo em feridas desde os primordios
da civilizagdo humana. SHAH (2011) mostra a existéncia de alguns escritos antigos, aos
quais descrevem o0 uso de alguns materiais naturais, como 0leo, ervas, mel, graxas,
fibra vegetal no tratamento de feridas, evidenciando que na antiguidade j& haviam
preocupacBes com a cobertura e oclusdo das feridas, e a cura empiricamente associado
ao efeito desses materiais no combate as infeccbes e, assim, na promocdo da
cicatrizacdo das feridas.

H& uma abrangéncia na definicdo de biomateriais , entretanto, o descrito por
SUSMITA et al. (2018), parece apropriado para esse estudo, haja vista que o definem
como materiais Uteis na reparacdo de partes do corpo que sofreram danos a partir da
interacdo com sistemas vivos, substituindo um componente do corpo humano ou
auxiliando funcBes fisiologicas. Assim, os biomateriais s8o interessantes para
cicatrizacdo de feridas, uma vez que interagem com as células, tecidos ou Orgaos
humanos e, por vezes, até desempenham as suas fungoes.

Do ponto de vista da ciéncia dos materiais, os biomateriais podem ser classificados
em quatro grupos diferentes como metais, cerdmicas, polimeros e compostos. Nas
ultimas décadas, os biomateriais a base de polimeros vem desempenhando papel
importante em todas as aplicacdes biomédicas.

De acordo com a origem, 0os biomateriais poliméricos podem ser sintéticos ou
naturais. CHEN e LIU (2016) dividem os biomateriais poliméricos derivados
naturalmente em dois grupos: biomateriais a base de proteinas ( por exemplo , colageno,
fibroina de seda, gelatina, fibronectina, queratina, fibrina e membrana da casca de ovo)
e biomateriais a base de polissacarideo ( por exemplo, hialuronano, celulose, glicose,
alginato, condroitina e quitina e seu derivado, quitosano).

Os polimeros naturais sdo vistos por KULINETS (2015) como materiais
frequentemente semelhantes, sendo idénticos, as substancias macromoleculares que o
sistema bioldgico pode reconhecer e processar por meio de vias metabdlicas. Dessa
maneira, permite que o material funcione a nivel molecular e suprime a resposta

inflamatdria, permitindo que o material seja metabolizado por mecanismos fisioldgicos
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(enzimas). Como resultado, os problemas de toxicidade e reacdo inflamatoria crénica,
provocada por muitos polimeros sintéticos, sdo evitados. Além disso, eles podem
fornecer sinais bioquimicos que promovem a cura do tecido ou a integrac&o.

O avango na ciéncia dos polimeros que ocorreu em meados do século XX trouxe
uma grande variedade de polimeros para aplicagbes médicas. Eles sdo usados
principalmente para aplicacbes sem carga, como proteses vasculares, cateteres,
auxiliares de entrega de drogas, prétese facial, pele / cartilagem, prétese intraocular e
em conjunto com metais em ortopedia e odontologia. As classes modernas de
biomateriais poliméricos também incluem materiais poliméricos em formas de liquido,
filme e gel que sdo usados como medicamentos adesivos e selantes, revestimentos,
materiais anti-aderentes e enchimentos (KULINETS, 2015).

2.4 POLIMEROS A BASE DE QUITOSANA

De acordo com RIBEIRO et al. (2020) os polimeros como a celulose, alginato,
quitosana e &cido hialurdnico vem sendo estudados no desenvolvimento de diversos
tipos de formulagbes como hidrogéis, filmes, géis, membranas, andaimes,
nanoparticulas, membranas nanofibrosas e spray tépico para tratamento em infeccGes de
pele. A eficacia dessas biomoléculas esta relacionada as suas propriedades como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, polifuncionalidade, alta reatividade quimica,
quiralidade, quelagdo e capacidade de adsorgéo.

IGE et al. (2012) caracterizam os polimeros como polissacarideos pertencentes a
classe de macromoléculas compostos de agucares simples e tém duas funcées principais.
Alguns, como a celulose, servem como materiais estruturais em sistemas vivos. Os
polissacarideos podem ser utilizados como materiais na medicina que incluem
gerenciamento de feridas, engenharia de tecidos, sistemas de distribuicdo de drogas e
dispositivos hemostaticos, entre outros. Por isso, possuem tendéncia de ser
extremamente bioativos e geralmente sdo derivados usando diferentes abordagens
biotecnoldgicas de matéria-prima agricola ou residuos da casca de crustaceos
(ANITHA, 2014).

A quitosana € considerada um recurso natural bastante utilizado como biomaterial
com multiplas aplicagdes biomédicas, gragas as suas inumeras vantagens essenciais para
0 desenvolvimento de materiais com uso médico. IGE et al. (2012) apontam em seus

estudos que tais vantagens da quitosana estdo relacionadas com a capacidade de
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interacdo com o tecido, ndo causando reacdes alérgicas, nenhuma ou baixa toxicidade a
degradacdo no organismo. Associa-se também, a capacidade de inibicdo de
microorganismos patogénicos, além de outras acdes farmacologicas como aceleragdo da
coagulacgdo sanguinea e, portanto ajuda na cicatriza¢do de feridas.

A quitosana pode ser considerada um dos polimeros naturais mais importantes para
producdo de curativos devido a participacdo ativa durante todo o processo de
cicatrizacdo da ferida, além de evitar a infeccdo microbiana, ndo causar toxicidade no
organismo e ser biocompativel. Desse modo, curativos a base de quitosana mostra a
importancia deste biopolimero na aceleracdo do processo de cicatrizacdo de feridas, e
podemos considerar a quitosana uma solucdo econémica ndo s6 para o tratamento de
feridas agudas, mas também no caso de feridas crbnicas graves, como Ulceras diabéticas
(MATICA et al., 2019).

A quitosana é um polissacarideo semi-cristalino, que contéem N -acetil- d -
glucosamina e d -glucosamina residuos dispostos em dimensdo linear, de acordo com a
Figura 3. E de natureza catibnica, devido a presenca do grupo amino (-NH ) em sua
estrutura (MADNI, 2021). Essa carga positiva ajuda na formacdo da matriz extracelular,
permitindo que a quitosana interaja com espécies carregadas negativamente, como 0s
glicosaminoglicanos (GAGS) e globulos vermelhos (SHEIKHOLESLAM et al., 2018).
Além disso, a presenca de grupos hidroxila (-OH) e amina priméaria na estrutura da
quitosana permite modificagdes quimicas para obter propriedades e funcionalidades
desejadas (SIVASHANKARI; PRABAHARAN, 2016).

A quitosana é extraida por meio da desacetilagdo parcial da quitina, um dos
biopolimeros renovaveis mais abundantes do planeta, que pode ser obtido a baixo custo
em fontes marinhas. A quitina é o principal componente estrutural encontrado no
exoesqueleto de crustaceos como camardo, caranguejo e lagosta, e também pode ser
encontrado no exoesqueleto de moluscos e insetos, bem como nas paredes celulares de
fungos ( ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017).

A Figura 3 apresenta a caracteristica distintiva entre quitina e quitosana. A
presenca do grupo acetil na quitina, que pode ser removido por meio de processos
quimicos ou enzimaticos para produzir quitosana (PANDEY et al., 2017). Entretanto, o
método quimico é mais utilizado devido a larga escala da matéria-prima tornando a

producdo um custo econdmico mais viavel.
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NaOH
desacetilagdo

Figura 3- Representacdo molecular da quitina e quitosana (PANDEY et al.,2017).
A Figura 4 mostra as etapas do processo de desacetilagdo quimica da quitosana
predominantemente obtida por meio das cascas de crustaceos (CHANG et al., 2015).

Tratamento quimice da quitosana

Cascas de crustaceos

Desmineralizacio——~ Desproteinizacio ————— Descoloragio
HCD (NaOH) (KMnOs)

l

Quitosana €«————— Desacetilagio &———————Quitina
(NaQH)
Figura 4- Representacao esquematica da sintese de quitosana por método quimico (
MADNI et al., 2021) com adaptacgdes.

Este método envolve  desmineralizacdo, desproteinizacdo, descoloracdo, e
desacetilacdo. Nesse processo, as cascas dos crustaceos sao desmineralizadas com o
emprego de cloreto de hidrogénio e desproteinizadas com hidroxido de sodio para
remover residuos de minerais e proteinas, respectivamente. Em seguida, 0s tratamentos
com Oxido de potassio e manganés removem as moléculas pigmentadas, resultando em
quintina limpida. Finalmente, a quitina é submetida a tratamento alcalino para formar
quitosana ( MADNI et al., 2021).

A baixa solubilidade da quitina estd diretamente relacionada com a estrutura
altamente cristalina, caracterizando-a como um material hidrofébico e insoltvel em
agua e em alguns solventes organicos comuns. A quitosana, produto desacetilado da
quitina é insoltvel em agua e solventes organicos, mas € soltvel em solucdo acida como
os acidos férmico, acético, latico, pirivico e oxdlico, devido a presenca de grupos
amino livres em sua estrutura quimica, favorecendo a dissolucdo do material (
SINGH;SHITIK;SINGH, 2017).
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A esséncia do processo de dissolucdo da quitosana em acido diluido é que o grupo
amino em sua cadeia molecular se combina com os protons do hidrogénio na solucéo
aquosa, tornando-o um polieletrélito com carga positiva. Consequentemente, a
existéncia de cations destroi as ligagdes de hidrogénio originais entre as moléculas de
quitosana e as faz se dissolver na 4gua. A solubilidade da quitosana também ¢ afetada
por seu peso molecular e pelo grau de dasacetilacdo (DD). Em geral, quanto maior o
DD da quitosana, maior o grau de protonagdo dos grupos amino na cadeia molecular e
mais facil de dissolver (WANG; XUE; MAO, 2020).

A quitosana é quimicamente mais ativa em relacdo a quitina, uma vez que possui
grupamentos hidroxilas primarios e secundarios em cada unidade de repeti¢do e o grupo
amina em cada unidade desacetilada. Dessa maneira, €sses grupos reativos estdo
relativamente propicios as modificagdes quimicas que permitam alteracGes das
propriedades mecanicas e fisicas da quitosana ( ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017).

Muita atencdo tem sido dada a quitosana, devido os efeitos benéficos das
moléculas de quitosana no crescimento e proliferagdo das células tridimensionais, bem
como na organizacdo da deposi¢cdo de colageno, garantindo assim uma cicatrizagao
rapida. Varias caracterizacdes fisico-quimicas, estudos citotoxicos in vitro e modelos de
cicatrizacao de feridas provaram a eficacia potencial dos compostos de quitosana como
substituto da pele em queimaduras e cicatrizagcdo de feridas (SHARMA E BATRA,
2019).

2.4.1 Propriedades biologicas da quitosana na cicatrizacéo de feridas

A quitosana tem se destacado como um biomaterial eficiente para estimular a
regeneracdo tecidual. Muitos estudos tém mostrado que a quitosana possui um conjunto
de propriedades ideais para cicatrizacdo de feridas, uma vez que € considerada um
material atoxico, lentamente biodegradavel e biocompativel (PATRULEA et al., 2015).

Varios estudos confirmaram as propriedades antiinflamatérias da quitosana.
MADNI et al. (2021) sugerem que a atividade antiinflamatdria da quitosana se deve a
presenca de fragdes carregadas em sua estrutura, promovendo a inibi¢cdo ou reducédo das
reacOes pro-inflamatdrias.

De acordo com o estudo de GAISLLER et al. (2021) a membrana de quitosana
estimulou precocemente a cicatrizacdo de feridas abertas em ratos. Observou-se uma

intensa cascata de eventos na fase inflamatdria da ferida que diminuiram no 7° dia,



29

antecipando as fases subsequentes do processo de cicatrizagdo evidenciados pela
organizagdo dérmica, queratinizacdo e reepitelizacdo. Esses efeitos beneficos da
membrana de quitosana nas feridas foram relacionados ao aumento de fibroblastos e
formacéo de coldgeno,os quais sdo responsaveis pelo fechamento da ferida.

O estudo de TAMER et al. (2020) mostraram resultados promissores com as
membranas produzidas com quitosana (Ch) e hialurona (HA) carregada com glutationa
(GSH). Tais membranas atingiram uma cicatrizacdo de feridas mais rapida quando
comparadas ao grupo controle (gaze de algoddo) observados em todas as fases de
cicatrizacdo que pode ser atribuida tanto ao papel do ambiente Umido no processo de
cicatrizacdo como na capacidade da glutationa na reducdo da fase inflamatoria. Desse
modo, as feridas tratadas com Ch / HA / GSH na pele em ratos cicatrizaram
parcialmente apds 7 dias.

O mecanismo de acdo da quitosana na inibicdo do crescimento microbiano ainda
ndo esta totalmente definido, contudo varios estudos apresentam resultados similares;
portanto, os pesquisadores formularam trés hipoteses que estdo interligados: interacdes
eletrostéticas acontecem entre quitosana catiénica e moléculas anidnicas na superficie
da célula microbiana, o que pode levar a ruptura da parede celular e vazamento de
componentes intracelulares, causando a morte celular; a quitosana pode penetrar na
membrana celular e interagir com o DNA, interrompendo a sintese protéica; outro
mecanismo de acdo da quitosana seria a quelacdo de nutrientes e metais essenciais
fundamentais para a estabilidade celular ( MATICA et al., 2019).

O peso molecular, grau de desacetilacdo, concentracdo de quitosana e pH da
solucgéo sdo alguns fatores que interferem na atividade antimicrobiana da quitosana. Por
exemplo, no estudo de VILAR et al. (2016) a quitosana com alto peso molecular e grau
de acetilacdo obteve melhor atividade antimicrobiana. Junto com isso, a atividade
bactericida da quitosana também dependeu da hidrofilicidade e do contetdo de fracGes
carregadas negativamente presentes na membrana celular dos microbios, pois as
bactérias gram-negativas foram mais afetadas pela quitosana em comparagdo com as
bactérias gram-positivas.

O desenvolvimento de curativos com potencial antimicrobiano torna-se importante
devido as infeccGes em feridas que podem prolongar o processo de cicatrizagdo. Por
exemplo, no estudo de WANG et al. (2020) a membrana de quitosana incorporada com

metal-organicas como Cu na membrana de acido polivinilico (PVA) obtiveram acao



30

antibacteriana contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, assim como
aceleracdo da ferida com menos células inflamatérias e mais células fibroblasticas.
Além disso, demonstrou propriedades biocompativeis e de adesdo celular, condictes
estas imprescindiveis para biomateriais de reparagéo tecidual.

Além disso, estudos demonstraram atividade antifungica da quitosana. Foi
mostrada no estudo de BASSERI et al. (2019) a atividade de inibicdo de quitosana
sobre algumas espécies de fungos, provavelmente um dos mecanismos de acdo
fungicida da quitosana esta relacionada com a penetracdo da molécula de quitosana
dentro da parte das hifas do corpo do fungo, seguida pela ruptura da estrutura da
enzima, que sao essenciais para o crescimento do fungo.

MADNI et al. (2021) mostram em seus estudos a implicacdo da acdo de
substéncias prejudiciais ao corpo humano, como os radicais livres produzidos de forma
continua no nosso corpo, como superoxido de oxigénio, radical hidroxila e proéton,
provenientes de processos metabdlicos, ndo sdo benéficos a varias biomoléculas,
incluindo lipidios da membrana celular, proteinas citoplasmaticas e DNA. Para proteger
0 organismo contra esses efeitos nocivos dos radicais, os antioxidantes funcionam
eliminando os ions, evitando sua producao ou decompondo a estrutura.

A quitosana e seus derivados podem reparar danos ao corpo, remover 0 excesso de
radicais livres no corpo, aumentar a atividade de enzimas antioxidantes e inibir a
atividade de peroxidacdo lipidica, aumentando assim a capacidade antioxidante do
corpo e os efeitos de retardamento do envelhecimento (WANG; XUE; MAO, 2020).

HASSAN et al. (2021) revelaram que a membrana de quitosana (Ch) e hialurona
(HA) potencializada por fosfatidilcolina diidroquercetina (PCDQ) exibiram atividades
antioxidantes, antimicrobianas e antiinflamatdrias. Em comparacdo ao efeito da gaze de
algoddo e Ch / HA nas feridas mostrou menor largura de cicatriz, levou menos tempo
para cicatrizar e apresentou notavel reepitelizacdo. Assim, podemos concluir que as
membranas Ch / HA / PCDQ concebidas podem ser aplicadas para promover a
cicatrizacdo de feridas.

De acordo com o estudo de CHAUDHARI et al. (2016) a quitosana tém
contribuicdo ativa para interromper o sangramento, uma vez que acelera a coagulagéo
sanguinea natural, ativando as plaquetas, auxiliando desse modo na cicatrizagdo mais
répida de feridas. Além do mais, estimula a proliferacdo de fibroblastos, a producéo de

citocinas por meio da ativacdo de macrofagos e angiogénese. Além disso, a quitosana
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também promove a sintese e deposicdo de dois biomateriais importantes de ECM,
incluindo o col&geno e acido hialurénico no local da ferida. Por isso, muitos trabalhos
mostram efeitos benéficos da quitosana na cicatrizacéo de feridas, uma vez que estimula
a hemostasia e regeneracao do tecido (AHMED; IKRAM, 2016).

Durante a cicatrizacdo de feridas cutaneas, a quitosana desempenha um papel na
hemostasia, uma vez que € capaz de se ligar aos globulos vermelhos, o que permite a
coagulacdo rapida do sangue. Conforme mostrou o estudo de HO et al. (2021) que ao
aumentar as densidades de oligdmeros de quitosana na membrana de policaprolactona
acelerou a coagulacédo sanguinea quando comparada com a policaprolactona pura. Essa
caracteristica de inducdo plaquetaria da quitosana torna-se uma boa coadjuvante no
tratamento de feridas.

Foi demonstrado no estudo de VIVCHRENKO et al. (2020) a capacidade de
regeneracdo do filme de quitosana com agarose como substituto de pele artificial,
revelando alta capacidade de absorcdo de exsudato, altas deformacdes elasticas (modulo
de Young comparavel ao tecido da pele humana), biodegradacdo em ambiente de ferida
enzimatica simulada. Além disso, ndo causou toxicidade no organismo, ofereceu
suporte ao crescimento e proliferacdo de fibroblastos de pele humana. Por apresentar
todas as caracteristicas necessarias do substituto cutdneo pode ser potencialmente

utilizado na medicina regenerativa.

2.5 OLEO DE COPAIBA
2.5.1 Plantas do género Copaifera spp.

A relevancia de plantas com propriedades antimicrobianas e potencial bactericida
tem sido alvo de diferentes pesquisadores. A copaiba ( tupy cupa-yba ), uma arvore
nativa brasileira do género Copaifera spp. pertencente a familia botanica Leguminosae
(PASCOAL et al., 2020). PIERRE et al. (2009) mostram que as arvores de copaibeiras
crescem lentamente e podem atingir até 40 metros de altura e duram aproximadamente
400 anos.

As copaibeiras sdo encontradas em regides tropicais da América latina e Africa
ocidental e possuem relevancia na Medicina Natural Brasileira (DIAS et al., 2021). O
6leo resina consiste em um produto do metabolismo secundario das plantas e defende a
planta contra animais, fungos e bactérias (ABRAO et al., 2021). A Figura 5 mostra a

arvore de Copaifera spp.
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Figura 5- Arvore de Copaifera spp. (PIERI; MUSSI; NOGUEIRA, 2009).

A extracdo do 6leo atraves da perfuracdo no tronco da copaibeira € considerada
uma pratica ndo agressiva, que consiste em perfurar o tronco com uma broca de
aproximadamente 2 centimetros de diametro em dois furos. A primeira deve ser feita 1
metro acima da base da planta e a segunda de 1 a 1,5 metros acima da primeira. O 6leo
escoa por meio de um tubo de PVC inserido nos orificios, reservando-os (PIERI;
MUSSI; NOGUEIRA, 2009). Na Figura 6 € mostrada a técnica de coleta do 0leo de

copaiba.

Figura 6- Extracdo do 6leo de copaiba. (PIERI; MUSSI; NOGUEIRA, 2009).
Além disso, este 6leo pode ser considerado um recurso natural renovavel. O 6leo
resina contém misturas de fracdo volatil sesquiterpenos e diterpenos e fracdo resinosa

que diferem entre as espécies. Diversos estudos legitimam suas propriedades
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analgesicas, antiinflamatorias, propriedades antitumorais e atividade antibiotica e
curativa (MARANGON et al., 2017).

Segundo PASCOAL et al. (2020) o resultado obtido do 6leo resina de copaiba na
regeneracdo de tecidos, como o carregamento de compostos com atividades anti-
inflamatorias, cicatrizantes e antibacterianas, como os encontrados 0leo resina de
copaiba, em matrizes poliméricas apresenta diversas vantagens em relacdo ao processo

de cicatrizacao do tecido.

2.5.2 Componentes bioativos do 6leo de copaiba

A partir de 1972, Food Drug Administration (FDA) reconheceu a oleorresina de
copaiba como um medicamento fitoterapico, uma vez que existem descritos na literatura
diversas aplicacBes etnofarmacoldgicas importantes relacionadas principalmente a acéo
anti-inflamatoria ( MARAGON et al. 2017; BECKER et al.,2020).

As resinas de copaiba sdo geralmente compostas de um 6leo volatil composto em
grande parte por hidrocarbonetos sesquiterpénicos, como B-cariofileno, a-copaeno, [3-
elemeno, a-humuleno e germacreno D. Além disso, a oleorresina também é composta
de varios acidos diterpénicos biologicamente ativos, incluindo acido copélico, acido
caurenoico, acido alepterdlico e acido polialitico (TRINDADE, SILVA; SETZER,
2018). A Figura 7 mostra algumas estruturas quimicas principais do 6éleo de copaiba

envolvidas na atividade anti-inflamatoria.
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Figura 7- Estruturas quimicas da copaiba com atividade antimicrobiana (MARANGON

etal., 2017).
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Estudos mostram que o principal composto bioativo da oleorresina de copaiba, [3-
cariofileno, exibe atividades anti-inflamatdrias evidentes. Como foi verificado no
estudo de PASCOAL et al. (2020) que detectaram o p-cariofileno no oleorresina de
copaiba e lupeol no extrato de folha, ambos com acdo anti-inflamatéria, que foram
impregnados com sucesso em curativos de gelatina tridimensionais e, principalmente
obtiveram a preservacdo das estruturas quimicas dos compostos de copaiba e a
organizagdo da matriz polimérica de gelatina. Com isso, a incorporacdo do oOleo de
copaiba a base de polimeros pode ser aplicado na cicatrizacao de feridas.

Os efeitos benéficos do Oleo essencial de copaiba administrados oralmente foi
constatado no estudo de AMES-SIBIN et al. (2018) ao investigar a a¢ao do f-
cariofileno, o principal constituinte do 6leo de copaiba, na inflamagdo sistémica, no
estado oxidativo e no metabolismo das células do figado de ratos com artrite induzida
por adjuvante, um modelo para artrite reumatdide. Observou-se reducdo de edema da
pata, dos ganglios linfaticos e nimero de leucdcitos circulantes e articulares. Além
disso, restaurou os niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio e reduziu a
glutationa no figado artritico. Esses resultados revelam que o p-cariofileno é
possivelmente responsavel pelas acfes anti-inflamatorias e oxidantes do Oleo de

copaiba.

2.5.3 Atividades bioldgicas do 6leo de copaiba

A oleorresina de copaiba em sua forma natural € conhecida por induzir a sintese
pro-inflamatoria de fatores de crescimento, como 0 TGF-a, um importante estimulador
da sintese da matriz extracelular (PASCOAL et al., 2020).

Nos estudos de VIEIRA et al. (2008) o efeito no tratamento topico com Gleo-resina
de copaiba na incisdo cirargica em camundongos para implante de vidro no tecido
subcutaneo prejudicou o processo de reparacdo natural da ferida. Foi evidenciado no
estudo macroscépico que a ferida apresentou caracteristicas inflamatdrias mais intensas
como hiperemia, edema e crostas que persistiram até o sétimo dia do processo. Além
disso, microscopicamente ndo havia reepitelizacdo completa demonstrado pela
desorganizacdo do tecido cicatricial. Diante desses resultados o uso direto do 6leo de
copaiba em feridas na presenca de corpo estranho prolongou a cicatrizacdo da ferida.

Por outro lado BECKER et al. (2020) demonstraram que a formulagdo tdpica

contendo oleorresina de copaiba apresentaram efeitos antinociceptivos e
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antiinflamatérios em camundongos que sofreram queimadura na pele induzida por
radiacdo UVB. Dessa forma, observou-se a eficiéncia da aplicacdo topica do dleorresina
de copaiba para o tratamento da dor inflamatéria diante de queimaduras provocadas
pelo sol.

Todavia, para diminuir os efeitos deletérios do 6leo de copaiba, muitos estudos
mostram que o 6leo de copaiba pode ser usado por meio do contato indireto através de
suporte polimérico com concentragBes menores desses compostos bioativos. Alguns
autores da literatura demonstram que o 6leo de copaiba e quitosana aceleram o processo
de cicatrizacao de feridas in vivo (PASCOAL et al., 2020).

As oleorresinas de copaifera mostraram atividades bioldgicas, muitas das quais
foram atribuidas aos acidos diterpendides. Geralmente, as oleorresinas de copaifera e
seus constituintes diterpendides apresentam atividades antibacteriana, antiinflamatoria,
anti-leishmania, antiproliferativa, antitripanossémica e cicatrizante (TRINDADE;
SILVA; SETZER, 2018).

Dentre as possiveis aplicagcbes do 6leo de copaiba consiste a terapia periodontal
ndo cirurgica para o controle da infeccdo periodontal microbiana removendo o biofilme
bacteriano, calculo e toxinas de superficies radiculares periodontalmente existentes
(DIAS et al., 2021). Nesse contexto, o 6leo de copaiba constitui uma boa alternativa
para o direcionamento de microorganismos resistentes a antibioticos.

Os resultados do estudo de OLIVEIRA et al. (2020) mostraram que o 6leo natural
de copaiba apresentou atividade antimicrobiana contra os isolados multirresistentes de
mastite bubalina, com notavel inibicdo ao crescimento de Staphylococcus aureus na
concentracdo do 6leo de 6,25%, considerada concentracdo bactericida minima. Portanto,
0 6leo de copaiba é uma alternativa eficaz como uma nova terapéutica antimicrobiana

contra patdgenos com alta resisténcia causadores de mastite bubalina.

2.5.4 Efeito do 6leo de copaiba no tratamento de leishamaniose

O ¢leo de copaiba vem sendo usado como uma nova terapéutica no tratamento de
doencas infecciosas reemergentes, como por exemplo a leishmaniose, considerada um
problema sério de saude publica da América Latina, devido elevada incidéncia
(SERENO et al., 2007; MAZUR et al., 2019).

A leishmaniose sdo doencas parasitarias causadas por protozodrio da espécie

leishmania transmitida tipicamente pelo flebotominio fémea durante a hematofagia,
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mas podem ocorrer por transmissao congénita ou por via sanguinea (DESJEUX,1996;
CLEN, 2010). A doenga pode ser classificada em leishmaniose cutanea, leishmaniose
mucocutanea e leishmaniose visceral, também conhecida como Kalazar (CLEN, 2010) .

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ou cutanea (Figura X) pode ser
manifestada por meio de UlceracBes unicas ou formas disseminadas que podem
inclusive acometer as mucosas (MAZUR et al; 2019). Estima-se que ocorra 2 milhdes
de casos novos por ano (1,5 milhdes para leishmaniose cutanea e 500.000 para
leishmaniose visceral) e que 12 bilhdes de pessoas estdo infectadas globalmente (OMS,
2010).

H& poucas alternativas terapéuticas para o tratamento desta patologia, e 0s
tratamentos disponiveis podem induzir efeitos colaterias sérios ao paciente, além do
custo alto e desenvolvimento de resisténcia do patdégeno a terapia medicamentosa
(PASSERO et al., 2021; SERENO et al., 2007). Poi isso, a necessidade de encontrar
uma nova terapéutica eficaz e de baixo custo para tratar a leishmaniose.

As plantas sdo fontes inesgotaveis de principios bioativos que precisam ser
investigadas como drogas antiparasitarias, incluindo a leishmaniose (MORAES et al.,
2018). O uso do 6leo de copaiba por via oral ou topica no tratamento de leishmaniose
sdo relatados em diversos estudos ( SANTOS et al., 2008; SANTOS et al., 2011;
SANTOS et al., 2012 MORAES et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018; SOARES et
al., 2013).

Em 2008, SANTOS e colaboradores, avaliaram atividade leishmanicida do 0leo de
copaiba de diferentes espécies de copaifera e mostraram acdo eficaz na forma
promastigostas de L.amazonensis e sem risco de causar efeitos toxicos. Estudos
posteriores mostraram  que o tratamento oral com O&leo de copaiba reduziu
significamente o tamanho médio da lesdo de uma pata de um camundongo infectado
pela L. amazonensis, além do efeito similar ao tratamento com glucantime administrado
por via intramuscular e, mostrou uso seguro devido néo ter induzido toxicidade e nem
tdo pouco genotoxicidade (SANTOS et al., 2011). Esses achados séo similares aos
resultados encontrados por SANTOS et al. (2012), que detectaram danos extensos nas
mitocondrias e aumento da permeabilidade da membrana plasmatica do parasita
leishmania ao ser tratrados com 6leo de copaiba.

MORAES et al. (2018) desenvolveram um tratamento oral a base de nanoemulsées

do oOleo de copaiba e andiroba contra infecgdes causadas por leishmaniose visceral e
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cutdnea em camundongos e mostraram reducdo dos niveis de infeccdes, carga
parasitaria, tamanho da lesdo e melhora das caracteristicas histopatoldgicas.

Resultados satisfatorios também foram encontrados no estudo de RODRIGUES et
al. (2018) na obtencdo de nanoemulsdo do Oleo de copaiba como agente anti-
leishmania, mostrando que tanto o Oleo bruto de copaiba e a -copaena inibiram o
crescimento do protozoario leishmania, com maior atividade antiparasitaria da
nanoemulsdo a- copaena. Foram observados no estudo de SOARES et al., (2013) que
quatro diferentes tipos de Oleos de copaiba comerciais apresentaram capacidade
antileishmania, e o cariofileno como a principal molécula presente nos 6leos que podem
ser eficaz no desenvolvimento de farmaco para o tratamento de leishmaniose.

Mediante a esses dados, é possivel supor que a membrana de quitosana com o 6leo
de copaiba pode ser usada como biocurativo com efeito seguro em lesdes produzidas
por leishmaniose tegumentar. No entanto, estudos sdo necessarios para elucidar os

beneficios dessa composicdo no tratamento tépico antileishmania.

2.5.5 Efeito do 6leo de copaiba na cicatrizacao de feridas

Além da atividade antiparasitaria comprovada do 6leo de copaiba, outro aspecto
importante a ser analisado é quanto ao efeito cicatrizante do 6leo em feridas cutaneas.
Umas séries de estudos comprovam a acdo do dleo de copaiba no processo de
cicatrizagao de feridas (PAIVA et al., 2002, CAVALCANTI NETO et al., 2005;
MARTINI et al., 2016; DIAS et al. 2017). Todavia, faz necessario mais pesquisas para
confirmacéo da eficacia e seguranca do 0leo de copaiba na cicatrizacédo de feridas.

A investigacdo da atividade cicatrizante do dleo de copaiba foi avaliada em
modelos de ratos experimentais através de uma ferida excisadas. A aplicacdo tdpica do
Oleo acelerou a contracdo da ferida e aumentou a resisténcia a tracdo quando
comparados com grupos ndo tratados, evidenciando a capacidade do Oleo na
cicatrizacdo segura e eficaz da ferida (PAIVA et al., 2002).

A influéncia do 6leo de copaiba na cicatrizacdo de Ulceras cutaneas em ratos foram
analisados e comparados histologicamente com outros tratamentos. O tratamento topico
com o 6leo de copaiba, clorexidina e soro fisiologico ocorreram durante 15 dias com
duas aplicagGes diarias. Os resultados evidenciaram que a epitalizacdo completa das
lesGes cutaneas foram observadas apartir de 7 dias com o dleo de copaiba, apesar de

efeito cicatricial semelhante no inicio e final entre os demais tratamentos, embora o 6leo
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apresentou uma reparagdo do tecido conjuntivo mais lento (CAVALCANTI NETO et
al., 2005).

O fechamento de uma ferida no dorso de ratos foi avaliado pela histologia e
macroscopia ap6s tratamento didrio com O6leo de copaiba comparando com
nitrofurazona e solucdo fisiologica. Foi observado que o fechamento da ferida
ocorreram em 14 dias em ambos os tratamentos, embora a solucéo salina proporcionou
um fechamento mais rapido na fase inicial, no entanto a quantidade de fibras colagenas
e elésticas foram maiores no 6leo de copaiba e nitrofurazona (MARTINI et al., 2016).

A propriedade cicatrizante do 6leo de copaiba foi comprovada na leséo da cérnea
induzida quimicamente em ratos. O colirio formulado com d&leo de copaiba
influenciaram na reparacdo corneana, reduziram os sintomas associados as Ulceras de
cdérnea e ndo exerceram efeitos toxicos ou genotdxicos nos animais experimentais, o que
pode ser justificado sua aplicagdo no tratamento de ceratite superficial quimica com
seguranca e baixo custo (DIAS et al. 2017).

A cicatrizagdo de feridas, por segunda intengdo, foi avaliada ap6s tratamento
topico com dleo de copaiba na resseccao da pele em ratos. Observou influéncia do 6leo
na velocidade da contracdo da ferida principalmente no inicio da cicatrizacdo, reacao
inflamatéria minima e presenca de fibras colagenas do tipo | responsaveis pela
proliferagcéo de fibroblastos e formacdo de matriz extracelular conferindo uma melhor
qualidade na cicatrizagio da ferida ( BIONDO-SIMOES et al., 2019).

A eficacia do 6leo de copaiba foi comprovada para tratar as feridas tanto como os
produtos convencionais, porém mais vantajosas devido melhor aparéncia na cicatriz da
ferida, efeitos anti-inflamatérios e por ser um produto natural de acesso facil e custo
reduzido.

Ha na literatura poucos estudos envolvendo a producdo de filme do Gleo de
copaiba com quitosana para tratamento de feridas. Um estudo recentemente publicado
por DEBONE et al. (2019) utilizaram duas concentra¢es do 6leo de copaiba (0,1 e 0,5
%p/p) para duas concentragdes de quitosana (1 e 2%). Concluiram em suas pesquisas
que os filmes de quitosana/éleo de copaiba potencializaram propriedades de barreira e
resisténcia.

MARANGON et al. (2017) desenvolveram em seus estudos emulsdes formuladas
com Oleo de copaiba incorporado a quitosana e gelatina. Observaram baixa toxicidade e

atividades bactericidas contra infecgdes por Staphylococcus aureus. Nesse sentido, a
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formulacdo por emulsdo pode ser pesquisada com uma nova estratégia para o
desenvolvimento de materiais a base do dleo de copaiba para controlar infecces de

pele.

2.5.6 Uso seguro do dleo de copaiba

O uso da oleorresina de copaiba surge como tratamento alternativo natural eficaz
na reducdo da inflamacdo, aceleracédo do reparo tecidual e sem causar efeitos nocivos
ao organismo. No entanto, devido a diversidade de espécies e composi¢do quimica
diversificada, mais estudos sdo necessarios para avaliacdo do uso seguro e eficaz desse
oleo.

No estudo de TEIXEIRA et al. (2017) evidenciaram que a administracdo oral do
6leo resina de copaiba em camundongos ndo causou toxicidade, demonstrando o uso
seguro desse extrato. Assim como, observou uma reducdo do processo inflamatdrio na
lesdo transfixante na lingua dos ratos. Tal reparacdo no tecido lesado, pode estar
associada ao elevado teor de PB-cariofileno presente no éleo de copaiba.

ALVARENGA et al. (2020) comprovaram o tratamento seguro do 6leo resina de
copaiba na reparacdo de tecidos na mucosa oral, pois ndo foram observados danos
hepaticos e renais no organismo dos ratos. Observaram também reducéo do infiltrado
inflamatorio, maiores indices de reepitelizacdo e melhor organizacdo da deposi¢do das
fibras colagenas quando comparadas com o grupo tratado com corticéide.

Estudos In vitro realizado por VEIGA et al. (2007) observaram que ndo houve
efeito toxico do 6leo resina de copaiba em células de macrofagos em concentragdes
mais baixas, no entanto em concentragdo maior causou toxicidade celular. Afirmam
ainda que o tratamento oral com dleo resina de copaiba apresentou acgdo anti-
inflamatdria nas espécies estudadas, com o efeito mais potente na espécie com maior
concentragdo de -cariofileno , no qual os estudos relacionam como o principal
composto ativo responsavel pela inibi¢cdo do processo inflamatério.

AMES-SIBIN et al. (2018) relataram que o tratamento oral com [-cariofileno
melhoraram o processo inflamatorio em ratos artriticos reduzindo edema de pata, o
aumento dos ganglios linfaticos, e 0 nimero de leucdcitos circulantes e articulares. Por
Isso, a atividade anti-inflamatoria do 6leo resina de copaiba pode ser atribuida ao f-

cariofileno presente na composi¢do do 6leo.
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Contrariamente, no estudo de FEITOSA et al. (2018) o uso tépico do dleo de
copaiba em feridas cirurgicas na bexiga em ratos ndo favoreceu o processo de
cicatrizacdo, ao invés disso, aumentou a fase inflamatoria local, retardando dessa
maneira a fase proliferativa e consequentemente prolongando a cicatrizacdo. Foi
constatado que o tratamento local com 6leo de copaiba aumentou a quantidade de
macrofagos e a proliferacdo vascular que desempenham um papel importante na
modulacdo do processo inflamatorio, ou seja, ndo contribuiu no fechamento precoce da
ferida.

No entanto, neste estudo houve avaliacdo da cicatrizacdo apenas no 7° dia de pds-
operatorio, pois o objetivo do estudo era avaliar a fase inflamatoria aguda, desse modo
ndo foi realizado o estudo da cicatrizagdo completa da ferida operatéria como uma
maneira de comparacédo do efeito anti-inflamatorio do 6leo de copaiba.

Baseados nos achados de SILVA et al. (2013), houve aumento da neoformacao
0ssea observado em ambos os grupos tratados com 6leo de copaiba quando comparados
ao grupo placebo. Pode-se concluir que a administracdo tépica ou sistémica do dleo de
copaiba leva a uma melhor cicatrizacdo do osso alveolar, porém a aplicacéo topica no
tecido conjuntivo deve ser considerada com cautela, no que diz respeito a cicatrizacéo

de todo alvéolo.

2.5.7 Nanoemulsédo do 6leo de copaiba

Nanoemulsdes sdo formulacdes obtidas por pelo menos dois liquidos imisciveis e
cineticamente estaveis com emulsificantes, que levam a reducdo extrema do tamanho
das gotas em 20 a 400nm ( RIBEIRO et al., 2020). A tecnologia de nanoemulsédo
vem sendo amplamente pesquisada como sistema de liberagdo de farmacos aplicaveis
em diversas formas farmacéuticas.

PIRES e MOURA (2017) mostram que existem duas regides nas particulas de
nanoemulsdes constituida por uma parte hidrofébica (lipofilica) que interage com o Gleo
e uma parte hidrofilica que interage com a &gua durante sua formacg&o. Na Figura 8, é
representada a particula de nanoemulsdo na qual as moléculas do tensoativo (Tween 80)
estdo organizadas na interface Oleo/agua através das interacfes ocorrentes entre suas
regides: hidrofébica (apolar) com o dleo (apolar) e hidrofilicas (polar) com a agua
(polar).
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Figura 8- Representacao da particula da nanoemulséo ( PIRES; MOURA,2017).

De acordo com o estudo de ALENCAR et al. (2015) o sistema de emulséo
nanoestruturado com o6leo resina de copaiba apresentou melhores resultados
antimicrobianos contra fungos e bactérias causadoras de infeccbes de pele, assim como
contribuiu na inibicdo efetiva da formacéo de biofilmes. Contudo, o 6leo essencial de
copaiba exibiu melhores atividades inibitorias antimicrobianas. Tal acdo eficaz baseia-
se na dispersdo do 6leo em gotas, o que pode melhorar as atividades da composicao
guimica e dessa maneira potencializar os efeitos dos 6leos naturais. Logo, essas
formulacBes sdo alternativas importantes para tratamento de infeccGes desencadeadas
por diversos microorganismos patogénicos.

Os Oleos vegetais sdo importantes fontes de agentes bioativos com atividades
antimicrobianas. Tém-se destacado como matéria-prima no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos com potencial efeito no sistema de liberacdo gradativa do dleo
em nanoemulsdes. Tal assertiva foi evidenciada no estudo de MORAES et al. (2018)
comprovando atividades leishmanicidas no tratamento com nanocopaiba e
nanoandiroba em camundongos infectados com leishmaniose, com resultados
benéficos quanto a reducdo da carga parasitaria no baco e figado, diminuicdo do
tamanho da lesdo, melhora das caracteristicas histopatologicas e consequentemente
melhora da infecgdo. Dado a resisténcia priméria ao tratamento convencional da
leishmaniose humana, as nanoemulsbes do 6leo de copaiba podem ser uma fonte
escolhida para prevenir ou curar doengas parasitarias.

A nanoemulséo da oleorresina de copaiba surge como uma solucéo da solubilidade
do 6leo em &gua, tornando-a uma formulacdo eficaz e viavel no desenvolvimento de
produtos aplicaveis nas diversas areas. Pode-se destacar bons resultados farmacoldgicos
no estudo de RODRIGUES et al. ( 2014) com acdo inseticida contra larvas de Aedes
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aegypti a partir da nanoemulsdo do 6leo de copaiba. Esse estudo mostra os beneficios
das nanoemulsdes do Oleos vegetais como agentes larvicidas, portanto o estudo sugere
que o Oleo de copaiba nanoestruturado pode ser uma alternativa natural no controle da
dengue.

Na concepcdo de RODRIGUES et al. (2018) o uso da nanotecnologia vem sendo
utilizado na area medica como alternativa promissora no tratamento de diversas
doencas. Neste ramo, os produtos vegetais naturais sdo bastante pesquisados,
principalmente os dleos provenientes da composicao das plantas, transformando-as em
nanoparticulas que irdo melhorar suas propriedades fisico-quimicas e biologicas.

As nanoemulsdes sdo formulacbes de sistemas 6leo com tamanho de gota
extremamente pequeno, na faixa de 20-500nm, com caracteristicas interessantes como
boa espalhabilidade e umectacdo que podem ser utilizados em diversas &reas, como a
cosmética, farmacéutica e como sistema de entrega de medicamentos (ROCHA-FILHO
etal., 2014).

Para PIRES (2016) os 6leos naturais podem funcionar como material bioativo no
tratamento de feridas a partir de seus componentes, por isso é fundamental a
incorporacdo destes 6leos essenciais no curativo. Entretanto, a caracteristica hidrofobica
desses Oleos dificulta a incorporacdo em materiais poliméricos. Para isso, a conversdo
do 6leo de copaiba em tamanhos nanométricos através de nanoemulsdes desses 6leos
pode melhorar a capacidade de interacdo com a matriz polimérica.

O B-cariofileno € o componente mais importante do 6leo de copaiba, devido a alta
capacidade de acdo nos mecanismos anti-inflamatorios. A partir da formulacdo por
nanoemulsdo dessa oleorresina, de carater untuoso, torna-se capaz de transformar sua
porcdo hidrofilica mais aceitavel e pode melhorar a penetragao do p-cariofileno na pele
devido ao menor tamanho da gota e a alta superficie de contato proporcionada pelas
nanoemulsdes (LUCCA et al., 2015).

Existem varios métodos de nanoemulsdo do 6leo de copaiba para melhorar a
absorcdo na pele do seu produto e de seus compostos. Neste caso, 0 estudo de LUCCA
et al. (2015) produziu uma nanoemulséo do 6leo de copaiba com maior capacidade de
penetracdo na pele quando comparada ao 6leo bruto de copaiba pelo método novo livre
de solvente por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa. 1sso

mostra que a escolha do melhor método de nanoemulsdo contribui para melhorar a
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funcionalidade do 6leo de copaiba e seu principal componente, cariofileno, nas
estruturas mais profundas da pele.

No estudo de ALENCAR et al. (2015) foi evidenciado que as emulsdes
nanoestruturadas, foram capazes de melhorar as atividades antimicrobianas dos dleos
originais, mesmo contendo apenas 5% (p / p) do 6leo em sua formulagdo, mostrou sua
importancia na preservacdo e aumento da atividade antimicrobiana dos oOleos de
copaiba.

A investigacdo dos beneficios oriundos do 6leo de copaiba como cicatrizante faz-
se necessario, visto que materiais de curativos a base de plantas medicinais podem ser
uma opcao no tratamento de feridas.

Esta etapa do trabalho abordou as principais fontes de pesquisa atuais que
ofereceram embasamento tedrico sobre o assunto abordado. Foram descritos o0s
principais temas relacionados com a proposta do estudo que contribuiram para

abrangéncia do conhecimento atual.
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3.1 MATERIAIS
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Os materiais utilizados na obtencdo das membranas, por emulsdo e nanoemulsao,

estdo apresentados no Quadro 2.

Quadro2: Descricdo dos materiais utilizados para a sintese das membranas no estudo.

Material

Descricéo

Marca/Fornecedor

Quitosana em po

Chemical Abstracts Service (CSE):

Sigma/Aldrich (Séo

9012-76-4; Grau de desacetilacdo de | Paulo, Brasil)
75 a 85% e médio peso molecular
190.000-310.000 DA.
Acido acético glacial | Puro, Peso molecular 60,05 Gmol Exodo  Cientifica

(Séo Paulo, Brasil)

Solucéo de
hidréxido de sodio a
5%

Peso molecular 40 Gmol

Exodo  Cientifica
(Séo Paulo, Brasil)

Oleo de copaiba Liquido viscoso; cor amarelado, odor | Amazon  Oil  (
caracteristico de madeira; densidade: | Belém, Brasil)
0,912 g/ml; Indice de refracdo: 1,5;
Auséncia de nivel de acidez
(mgKOH/g); insolivel em &gua.
Polisorbato  (Twen | Chemical Abstracts Service (CSE): | Exodo  Cientifica
80) 9005-65-6 (Séo Paulo, Brasil)

3.2 SINTESE DA EMULSAO DO OLEO

3.2.1 Preparacéo da solucéo de quitosana

A solucdo de quitosana foi preparada utilizando 1g de quitosana em pé dissolvido

em uma solucdo de 1%(v/v) de &cido acético. A solucdo foi mantida em agitador

magnético em piro-ceramica TMA 10C, da marca Thelga, por 24 horas, em meio

ambiente para completa homogeneizacao da solucao.

3.2.2 Preparacéo da emulséo do 6leo de copaiba

A emulsdo do 6leo de copaiba foi preparada adicionando o 6leo diretamente na

solucdo de quitosana, de acordo com as quantidades do Oleo para cada formulagéo
(0,1%, 0,5%, 1,0% e 5,0%V/v).
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3.2.3 Preparacao das membranas de quitosana por emulséo do 6leo de copaiba

Para a obtencdo das membranas de quitosana por emulsdo do 6leo de copaiba, foi
utilizado o método de evaporacdo de solvente, de acordo com o modelo proposto por
DEBONE et al. (2018), com adaptacdes.

As membranas sintetizadas, por emulsao do 06leo, sdo exibidas na Figura 9.

e

"

Dissolugio da quitosana Homogeneizacio/24 hs Adigiio de dleo de copaiba

Agitacio/3hs

Membrana de quitosana/macrocopaiba

\

Solucio vertida na
placa de petri

Neutralizacio Membranas secas Estufa/50°C/24hs

Figura 9- Diagrama esquematico da sintese da membrana de quitosana por emulsédo do
6leo de copaiba.

Apos a solubilizacdo da quitosana, o 6leo de copaiba foi adicionado na solugdo e
emulsionado sob agitacdo por mais trés horas e, em seguida vertidas em placas de petri
de poliestireno (8x8 cm), e, posteriormente, acondicionada em estufa a 50 ° C por 24
horas para a evaporacdo do solvente e formacdo da membrana. Ap0s a etapa de
secagem, as membranas foram retiradas da estufa e lavadas com uma solugéo de
hidroxido de sédio 5%(v/v) por 2 horas. Em seguida, as membranas foram lavadas
abundantemente em agua e estiradas em recipientes para secagem durante 24 horas a

temperatura ambiente.
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Foram produzidas quatro (4) membranas de quitosana em diferentes concentracdes
do 6leo de copaiba e outra membrana de quitosana sem o 0Oleo. As composi¢des das
membranas, sintetizadas por emulsdo do 6leo de copaiba, bem como as denominacdes
(siglas) correspondentes a cada uma delas, estdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3- Descricdo das siglas e composicdes de cada membrana sintetizadas por

emulsao do 6leo no estudo.

Sigla Componentes Descricdo das membranas
MQ Quitosana em po 1g de quitosana dissolvida em 100mL de agua
destilada e 1% &cido acético ( solucéo de
quitosana)
MQCo-0,1 | Quitosana+ 0,1 mL de | Solucdo de quitosana + adicéo direta de 0,1 mL
copaiba do bleo de copaiba

MQCo-0,5 | Quitosana+ 0,5 mL de | Solucdo de quitosana+ adicdo direta de 0,5 mL
copaiba do dleo de copaiba

MQCo-1,0 | Quitosana+ 1,0 mL de | Solucdo de quitosana + adicéo direta de 1,0 mL
copaiba do bleo de copaiba

MQCo0-5,0 | Quitosana+ 5,0 mL de | Solucdo de quitosana + adicdo direta de 5,0 mL
copaiba do dleo de copaiba

3.3 SINTESE DA NANOEMULSAO DO OLEO

3.3.1. Preparacéo da nanoemulséo do 6leo

A sintese das nanoemulsfes foram preparadas utilizando 90 mL de agua destilada,
5 mL de Polisorbato e 5 mL do 6leo de copaiba. O polisorbato foi dissolvido na fase
oleosa (6leo de copaiba) e posteriormente adicionado a dgua (gota a gota), mantido a
mistura em agitador magnético, por 20 min, em temperatura ambiente, e submetido a
agitacdo ultrassonica por 10 minutos, usando um sonicador de ponta Vibra Cell Sonics
20 kHz com poténcia maxima de 750 W.
3.3.2. Preparacao das membranas por nanoemulséo do 6leo

Para obtencdo das membranas de quitosana por nanoemulsdo do 6leo de copaiba
foi utilizado o método de emulsificacdo do 6leo em &gua com surfactante, por agitacao
ultrassénica, para transformar as goticulas do 6leo em escala nanométrica, e assim,
melhorar a interacdo com a quitosana. O experimento foi baseado nas metodologias
relatadas por SUGUMAR; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN (2015) e
RODRIGUES et al. (2014), com algumas adaptac¢des no estudo em quest&o.
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As etapas de preparacdo das membranas por nanoemulsdo do 6leo de copaiba na

quitosana sdo mostradas na Figura 10.

Adigdo Surfactante Adicio de dgua Agitaciio Emulsificacio

no éleo de copaiba destilada magnética da Ultrasson/10 min
solucdo/20min

Membrana de quitosana/nanocopaiba

Agitacio magnetica da solucio de
quitosana+ nanocopaiba/15min

|-

Estiramento para Neutralizacio

Membrana seca Secagem em
e estufa/50°C/24 hs

Figura 10: Diagrama esquematico da sintese da membrana de quitosana por
nanoemuls&o do 6leo de copaiba.

Apos a adicdo do surfactante em 6leo e da adicdo da agua, a emulsdo sofreu
agitacdo constante e em seguida foi submetida a agitacdo ultrassénica. A emulséo foi
misturada a solugdo de quitosana em agitagdo magnética, por mais 15 minutos, em
temperatura ambiente. As etapas seguintes seguem a metodologia descrita no item 3.2.

Foram produzidas quatro (4) membranas de quitosana em diferentes concentracdes
de emulsificacdo ultrassdnica do 6leo de copaiba. As composicdes das membranas
sintetizadas por nanoemulsdo do 6leo de copaiba, bem como as denominagdes (siglas)
correspondentes a cada uma delas, estdo descritas no Quadro 4.
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Quadro 4- Descricdo das siglas e composicOes de cada membrana sintetizadas por

nanoemulsao do 6leo de copaiba no estudo.

Sigla Componentes Descricdo das membranas

MQCoN-0,1 Quitosana + 0,1 mL de copaiba + | Solucéo de quitosana + 1,8 mL
0,1 mL de polissorbato+ de agua | da nanoemulsificacéo do 6leo
destilada

MQCoN-0,5 Quitosana + 0,5 mL de copaiba + | Solucédo de quitosana + 9 mL da
0,5 mL de polissorbato+ agua nanoemulsificacdo do 6leo
destilada

MQCoN-1,0 Quitosana + 1,0 mL de copaiba + | Solucédo de quitosana + 18 mL
1,0 mL de polissorbato + agua da nanoemulsificacdo do 6leo
destilada

MQCoN-5,0 Quitosana + 5,0 mL de copaiba + | Solucéo de quitosana + 90 mL
5,0 mL de polissorbato + dgua da nanoemulsificacdo do 6leo
destilada

As nanoemulsdes foram preparadas no Laboratorio de Fisica da Universidade

Federal do Para, Campus Guama, Belém-Para.

3.4 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE COPAIBA
A composi¢do quimica dos constituintes volateis do 6leo de copaiba foi analisada

por cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), em
sistema Shimadzu QP Plus-2010 equipado com coluna capilar de silica DB-5MS (30 m
x 0,25 mm; 0,25 m de espessura do filme) e utilizado gas de arraste.

A identificacdo dos componentes volateis foi baseada no indice de retencdo linear
(IR) calculado em relacdo aos tempos de retencdo de uma série homologa de n-alcanos
injetados nas mesmas condi¢des das andlises, e no padrdo de fragmentacdo observado
nos espectros de massas, por comparagao destes com amostras auténticas existentes nas
bibliotecas do sistema de dados e da literatura.

Este ensaio foi realizado no laboratério Adolpho Ducke (LAD) do Museu Paraense
Emilio Goeldi, Belém-PA, Campus Guama, UFPA.

3.5 TESTE DE ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)
O tamanho médio das goticulas e a distribuicdo de tamanho da suspensao coloidal
ou indice de polidispersividade das nanoemulsdes formuladas, foram determinados

através da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering —
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DLS), através do analisador da marca NanoBrook Omni (Brookhaven Instruments
Corporation, New York, USA).

As nanoemulsbes preparadas e testadas por DLS, compostas de agua destilada,
polisorbato e 6leo de copaiba, foram analisadas quanto a sonicacdo e sem sonicagéo,
conforme descri¢do no Quadro 5.

Quadro 5- Descric¢do da composi¢do das membranas por nanoemulséo testadas.

Sigla Composicdo da nanoemulsdo Amostra sonicada

A | 5ml do bleo de copaiba + 5ml de polissorbato 80+ 90mi Sim
de agua destilada

B | 5ml do 6leo de copaiba + 5ml de polissorbato 80+ 90ml Né&o
de 4gua destilada

Este teste foi realizado no Laboratério de Compostos Hibridos Interfaces e
Colloides, do Departamento de Quimica Fundamental, da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

3.6 CARACTERIZAQAO DAS MEMBRANAS SINTETIZADAS
3.6.1 Analise Macroscépica

As membranas produzidas foram submetidas as analises visuais e tateis para
avaliar: cor, continuidade (auséncia de rupturas e fraturas apds a secagem),
homogeneidade (auséncia de particulas insolUveis ou visiveis a olho nu, ou zonas de
opacidade ou de cores diferenciadas) e manuseabilidade (possibilidade de ser
manuseado sem riscos de ruptura).

As alteracGes macroscopicas foram mostradas por meio de uma tabela para
comparagao entre as membranas de quitosana emulsdo e nanoemulsdo de copaiba. Esta
analise foi classificada em alta, intermediéria e baixa.

As membranas foram sintetizadas no laboratdrio de Caracterizacdo de Materiais da

UFPA, campus Ananindeua-Para.

3.6.2 Analise Morfoldgica

A andlise morfologica foi realizada por meio de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) utilizando um equipamento analitico de microscopio da marca
Tescan-Vega 3 (Kohutovice, Republica Tcheca), equipado com fonte de elétrons de
emissdo de campo de 5 kV. Antes da observagédo, as amostras foram cortadas com
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nitrogénio liquido, montadas em um esfregaco de metal e revestidas com uma fina
camada de ouro-paladio.

O ensaio foi realizado no Laboratério de Microscopia Eletrénica de Varredura do
Programa de Pds- Graduacao de Fisica da Universidade Federal do Para (PPGF/UFPA).

3.6.3 Andlise de Difratometria de Raios X (DRX)

As analises por DRX foram realizadas no Difratdbmetro de raios X (DXR) modelo
Empyrean da PANalytical ( Malvern, Reino Unido), usando tubos de raios X ceramico
de anodo de Co (Kal= 1,789010 A), foco fino longo, filtro KB de Fe, detector
PINCEL3D-Medpix 3 1x1, no modo scanning, com voltagem de 40kV, corrente de
35mA, tamanho do passo 0,0263° em 20, varredura de 3,00° a 95,00° em
20,tempo/passou de 59,92s, fenda divergente: 1/8° e anti-espalhamento: 1/4°,
mascara:10mm.

A identificacéo de fases foi realizada por meio do software X-Pert HighScore Plus
(Panalytical), versdo 5.1.

Os ensaios de DRX foram realizados no Laboratorio de Caracterizacdo Mineral-

LCM, no Instituto de Geociéncias, da Universidade Federal do Para.

3.6.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As membranas foram analisadas por FTIR e, como pré-tratamento, as amostras
foram secas a 60° C por 24 horas. Os espectros no infravermelho das amostras
requeridas foram obtidas por reflectancia total atenuada (ATR), utilizando-se um
espectrometro da marca Thermo, modelo Nicolet iS50 FT-IR, na regido espectral de
4000-400 cm-1, a 100 scans e resolucéo de 4 cm™. A aquisicdo dos dados foi realizada
através do software OMNIC.

Este teste foi realizado no Laboratorio de Caracterizacdo Mineral-LCM, no

Instituto de Geociéncias, da Universidade Federal do Para.

3.6.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial ( DSC)

As amostras das membranas foram submetidas & analise de calorimetria
exploratoria diferencial para avaliar a estabilidade das membranas frente as varia¢fes de
temperatura, medindo o fluxo de calor entre a amostra e 0 material termicamente inerte
quando submetidos a uma variacdo de temperatura, sendo possivel identificar e analisar

as modificagdes ocorridas no estado fisico da amostra.
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O equipamento utilizado foi um analisador termogravimétrico, modelo DSC- 60 da
marca Shimadzu (Kyoto, Japdo). Cerca de 5 mg de cada amostra foi colocada em um

recipiente de aluminio fechado (cadinho), com dois furos na tampa. Inicialmente houve

um aquecimento de 25°C a 250°C, em seguida isoterma de 250°C por 5 minuto,
resfriamento de 250°C a 25°C, isoterma de 25°C por 5 minutos e aquecimento de 25°C

a 550°C, com todas as variacdes de temperatura a uma taxa de 10° C/min sob fluxo de
nitrogénio e 50mL/min, usando um cadinho de aluminio.
Este teste foi realizado no Laboratério de 6leos da Amazonia, no Parque de Ciéncia

e Tecnologia, na Universidade Federal do Para, Campus Guama.

3.6.6 Capacidade de absorcéo/percentual de intumescimento

O ensaio de intumescimento foi realizado em triplicata, onde as amostras foram
cortadas em formato de disco com 1 cm de didmetro. Cada amostra foram inicialmente
pesadas ( amostra seca) e posteriormente imersas em Solucdo Tampdo Fosfato-Salino
(pH=7,2) e em &gua destilada, em temperatura ambiente, para avaliacdo do
comportamento inicial de intumescimento das amostras em 24hs de analise.

As amostras foram pesadas em balanca analitica digital (Marca Chyo, modelo JK
200) e logo em seguida imersas nos fluidos. Depois de cada tempo analisado, as
membranas intumescidas foram removidas do meio e retirado o excesso de liquido da
superficie por meio de papel filtro, submetidas a pesagem e imersas nas solucGes (dgua
e PBS) até o periodo de tempo proposto.

O percentual de intumescimento foi determinado por meio da diferenca das
amostras intumescidas em relacdo as amostras secas, calculada pela média das trés

repeticdes, de acordo com a Equacao (1).

Intumescimento (%) = MI (g)- MS (g) x 100
MS(9)

1)
Onde: MI: massa da amostra intumescida; MS: massa da amostra seca
Este teste foi realizado no Laboratério do 6leos da Amazo6nia, no Parque de

Ciéncia e Tecnologia, na Universidade Federal do Pard, Campus Guama e no
Laboratdrio de Caracterizacdo de Materiais da UFPA, campus Ananindeua-Para.
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3.6.7 Ensaio de Molhabilidade por Angulo de Contato

A determinagdo do angulo de contato das membranas sintetizadas foi realizada
pelo método da gota séssil. Foi aplicada uma gota de agua destilada (0,05 mL) sobre as
superficies das amostras das membranas com o auxilio de uma seringa. As amostras
foram fixadas em uma lamina de vidro por meio de fita adesiva dupla face, posicionada
em frente de uma camera de um smartphone e a imagem da gota capturada. As imagens
capturadas foram transferidas para o software ImageJ, versdo 1.51 n (National Institute
Health, EUA) para mensuracdo do angulo formado entre o contato da membrana e a
gota de agua.

Esta técnica foi realizada em triplicata, a temperatura ambiente e determinada pela
média dos angulos direito da gota no tempo de 30 segundos apds a aplicacdo da gota.
Os valores do angulo de contato representam a média dos angulos das trés repeticdes.

Este teste foi realizado no Laboratério de 6leos da Amazonia, no Parque de Ciéncia

e Tecnologia, na Universidade Federal do Para, Campus Guama.

3.6.8 Determinacédo de Umidade

O percentual de umidade das membranas foi determinado pelo método
gravimétrico, através da pesagem da massa inicial e da massa final das amostras de
cada membrana, ap6s 24 horas em estufa analdgica ( Sterilifer -modelo SX 1.2) com
circulacdo forcada de ar a 105°C, ap0s esse periodo foi obtida a massa final, de acordo

com a Equacéo (2).

U (%) = Mi(g)- Mf(g)  x 100
Mi(g)

(2)

Onde: % U = percentual de umidade
Mi = massa da amostra inicial
Mf = massa da amostra final

O percentual de umidade das membranas foi realizado no Laboratorio de 6leos da
Amazonia, no Parque de Ciéncia e Tecnologia, na Universidade Federal do Pard,
Campus Guama e no de Caracterizacdo de Materiais da UFPA, campus Ananindeua-

Para.
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3.6.9 Andlise estatistica

Os valores dos testes de intumescimento, umidade e angulo de contato foram
expressos como desvio padrdo médio e avaliados por meio da andlise de variancia
(ANOVA), com nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

A diferenca significativa entre as amostras testadas foi verificada atraves do teste

de Tukey e o valor de d.m.s. (diferenca minima significativa) foi encontrado através da

d.m.s.=q. /% (3)
Onde:

g = Amplitude total estudentizada (valor tabulado), ao qual é funcdo do grau de
liberdade (GLR) e amostras;

Equacao (3).

QMR = Quadrado médio do residuo dentro do grupo;

n = Numero de repeti¢cdes de cada amostra dentro do grupo.
3.7 ENSAIO BIOLOGICO
3.7.1 Teste de atividade antibacteriana

A técnica de difusdo de agar foi utilizada para avaliar a atividade antibacteriana das
membranas sintetizadas frente a bactéria gram-positiva S. aureus. Foi utilizada a cepa
padrao ( American Type Collection Culture- ATCC) de S. aureus 43300.

Para a realizacdo dessa analise, inicialmente foi transferido, assepticamente, a
suspensdo de bactérias, e colocado na placa de Petri contendo o meio de cultura agar
nutritivo, na ordem de 1x108 UFC/mL, de acordo com a escala de turvacdo de 0,5 de
McFarland. Todos os discos de papel de filtro estéreis de 6 mm foram impregnados
com 10uL das amostras sintetizadas para testes e colocadas sobre a superficie do agar
Muller-Hinton inoculado. As placas foram incubadas durante 24-48 horas a uma
temperaturade 37°C .

Apos esse periodo foi verificado se houve inibi¢cdo do crescimento bacteriano em
torno dos discos de papel e medido os seus halos. Os testes foram realizados em
triplicata e os resultados expressos em média da zona de inibi¢cdo (mm) e desvio padrao.

Este teste foi realizado no Laboratorio de Células Tronco da Medicina Veterinaria

da Universidade Federal do Para, Campus Guama.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE COPAIBA

Os componentes quimicos volateis do o6leo de copaiba do estudo estdo
apresentados na Tabela 1.
Tabela 1: Composi¢do quimica do dleo de copaiba- em destaque (*) os componentes

majoritarios.

Componentes Teor (%)
d-Elemeno 0,5
a-Cubebeno 0,7
a-Copaeno 8,0
7-epi-Sesquitujeno 0,2
B-Elemeno 1,1
Sibireno 0,1
a-Cis-Bergamoteno 0,2
*E-Cariofileno 35
*g-trans-Bergamoteno 19
B-Farneseno 0,4
a-Humuleno 50
Allo-Aromadendrene 0,6
g-Muurolene 1,0
Germacreno D 3,2
B-trans-Bergamoteno 1,8
B-Selinene 2,0
a-Selinene 1,8
(2)-a-Bisaboleno 1,2
(E-E)-a-Farneseno 0,1
*B-Bisaboleno 12,0
7-epi-o-Selilene 0,2
d-Cadineno 3,0
E--a-Bisaboleno 1,0

Germacreno B 0,2
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Oxido cariofileno 0,2
Junenol 0,2
E- Sesquilavandulol 0,1
2-epi-p-Cedren-3-ona 0,1
a-Cadinol 0,2

Foram identificados 29 compostos volateis no 6leo de copaiba, como mostrado na
Tabela 3. Verificou-se que o principal componente do 6éleo de copaiba € o E-cariofileno
(35%), seguido do a-trans-Bergamoteno (19%) e B-Bisaboleno (12 %).

Os demais compostos sdo encontrados em percentuais menores, porém importantes
para comparagdo com outras pesquisas. Por exemplo, no estudo de RODRIGUES et al.
(2019), o alfa-copaeno foi o principal constituinte sesquiterpeno encontrado, revelando
importante atividade antileishmania In vitro. Diferentemente desse estudo, o a-
Copaeno, é o quarto constituinte presente no Oleo de copaiba com 8,0 % de
concentracao.

Entretanto, percebeu-se através do estudo em questdo que os componentes do 6leo
de copaiba estdo de acordo com os dados encontrados na literatura, onde o cariofileno é
reconhecido como o principal marcador quimico identificado em maior concentracdo
em Oleos de copaiba ( LIMA et al., 2020; SANTOS et al., 2008; SOARES et al., 2013 ;
LIMA et al., 2020; FROTA ; 2021).

Segundo ARRUDA et al. (2019) a composicdo quimica do 6leo de copaiba é
bastante variavel entre os géneros e individuos da mesma especie, influenciada por
fatores ambientais e pelo periodo da colheita. Além disso, os autores ainda afirmam que
as adulteracdes s@o comuns, e afetam a composi¢cdo quimica, e consequentemente, a
qualidade do éleo.

O O6leo de copaiba é composto de uma quantidade elevada de sesquiterpenos,
contribuindo para cerca de 90% ou mais dos constituintes do 6leo (LEANDRO et al.,
2012). Essa classe de substancias é que garante as mais diversas propriedades
farmacoldgicas atribuidas ao 6leo de copaiba (SANTQOS, 2008).

Existem alguns estudos que correlacionam as atividades antiinflamatorias com
6leos que apresentam maiores teores de sesquiterpénicos em sua composicdo (
PASCOAL et al., 2020;LIMA et al., 2021; AMES- SIBIN et al., 2018; BECKER et al.,
2020 ). Todavia, alguns estudos (FERNANDES; FREITAS, 2007; SANTOS et al.,
2012) atribuem as propriedades biolégicas a composicdo complexa do 6leo de copaiba,
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constituida pela mistura de sesquiterpeno e diterpeno que podem aumentar o efeito dos
componentes ativos do 6leo (LEANDRO et al., 2012; MORELLI et al.,2015)

A oleorresina também é composta por uma fase sélida ou resinosa com uma por¢éo
ndo volatil, constituida de vérios acidos diterpénicos biologicamente ativos, incluindo
acido copalico, acido caurenoico, acido alepterdlico e acido polialitico (ARRUDA et
al., 2019; TRINDADE, SILVA; SETZER, 2018). No entanto, no estudo, ndo foram
analisados os constituintes diterpénicos do 6leo de copaiba.

TEIXEIRA et al. (2017) associaram o efeito anti- inflamatorio na reparacéo
tecidual ao elevado teor de B-cariofileno presente no 6leo de copaiba. Estudos in vitro
realizados por VEIGA et al. (2007) evidenciaram efeito anti-inflamatdrio mais potente
na espécie com maior concentragdo de B-cariofileno. AMES-SIBIN et al. (2018)
evidenciaram melhora clinica da artrite em ratos quando tratados com [-cariofileno.

Em relacdo ao efeito cicatrizante, alguns estudos mostraram o potencial do 6leo de
copaiba em reduzir o tamanho da lesdo ( MARTINI et al., 2016; PAIVA et al., 2002;
CAVALCANTI NETO et al., 2005). Apesar dos beneficios do éleo na cicatrizagéo,
estudos tém sido realizados para entender esses efeitos, dada a composicdo quimica, que
é diferente entre as especies, e estd correlacionada com a atividade biologica
(ARRUDA et al., 2019).

No estudo de SANTOS (2008) a atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba foi
efetiva contra espécies gram-positivas (S.aureus, S.aureus resistente a meticilina,
S.epidermidis, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis). Dessa forma, os principios
ativos presentes no 6leo de copaiba podem oferecer protecdo da ferida contra bactérias
patogénicas.

RODRIGUES et al. (2018) estudando nanoemulsdes do 6leo, verificaram melhor
efeito dos componentes bioativos do 6leo de copaiba, potencializando as propriedades
tanto fisico-quimicas como as bioldgicas.

Para LUCCA et al. (2015), a producdo de nanoemulsdes do dleo de copaiba ajudou
na maior capacidade de penetracdo do cariofileno nas camadas mais profundas da pele,
evidenciando uma melhor absor¢éo do fitoquimico no tecido epitelial.

Em infeccbes microbianas, as nanoemulsdes de fitocompostos surgem como
alternativa promissora no combate a patdgenos. No estudo de ALENCAR et al. (2015),
constatou-se que as formulagBes nanoestruturadas do 6leo de copaiba aumentaram

consideravelmente a atividade antimicrobiana.
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Pode-se, entdo, supor que o material sintetizado, por emulsdo e nanoemulsdo do
6leo de copaiba é favoravel para tratar feridas cutaneas, muito embora esteja
diretamente relacionado com sua composicdo quimica e preservagdo de seus

constituintes bioativos na confeccéo do biomaterial.

4.2 TESTE DE ESPALHAMENTO DE LUZ (DLS) DAS MEMBRANAS POR
NANOEMULSAO DO OLEO

A emulsédo do 6leo de copaiba submetida ao método de emulsificagdo ultrassonica
foi acondicionada em tubos de ensaio com tampa rosqueada e analisada no periodo de 7,
14 e 21 dias, em temperatura ambiente (25°C) e mantidas em repouso. A emulsdo
ultrassonica apresentou estabilidade, pois ndo foi observada macroscopicamente
separacao de fases, ou sugestdo de aumento de viscosidade ou sedimentacao.

Na Tabela 2, € mostrado os valores do tamanho médio das gotas e o indice de

polidispersividade (PDI) das emuls6es ultrassonicadas e sem ultrassonicar

Tabela 2- Tamanho médio da gota e polidispersividade das emulsdes do 6leo de copaiba

sonicada e sem sonicar.

Amostras Tamanho médio das goticulas Indice de

(nm) Polidispersividade (PDI)
Emulsdo sem sonicar 305 +4,56 0,3 £0,005
Emulséo sonicada 259 +4,14 0,2 0,005

A Figura 11 mostra a relacdo do tamanho médio das goticulas das emulsbes
contendo 6leo de copaiba/surfactante e o indice de polidispersividade (PDI) das

formulacdes do 6leo de copaiba sonicada e sem sonicar.
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Figura 11- Tamanho médio da gota e polidispersividade das formulagbes do dleo de

copaiba sonicada e sem sonicar.
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Mediante os resultados obtidos, observou-se que a emulsdo do éleo de copaiba
submetida a ultrassonicagdo, apresentou valor de tamanho médio das goticulas (259
+4,14 nn) mais baixo quando comparada com a emulsdo do 6leo ndo sonicada (305
+4,56 nn).

Os dados demonstraram também baixo indice de polidispersividade (PDI) da
emulsdo do 6leo sonicada, com PDI igual a 0,2+ 0,005 nn, em comparagdo com a
emuls&o ndo sonicada (0,3+£0,0050nn).

A sonicacdo da emulsdo do 6leo proporcionou a formacdo de goticulas pequenas
do 6leo. A esse respeito, JAISWAL, DUDHE E SHARMA (2015), consideram que 0
sistema ultrassonico das emulsfes sdo eficazes para redugdo de goticulas. Segundo
esses autores, a emulsdo no tamanho nano atinge uma faixa de 10 a 1000 nm.

Logo, a sonicacdo da emulsdo do 6leo de copaiba foi satisfatoria, uma vez que
alcancou o tamanho das goticulas na faixa nanométrica. Pode-se inferir que a
preparacdo da emulsdo por ultrassom foi importante para reduzir o tamanho das
goticulas do 6leo, ao comparar com a emulséo do 6leo néo sonicada.

Segundo SUGUMAR et al. (2014), o PDI, com valores abaixo ou igual a 0,2,
indica distribuicdo mais homogénea do tamanho das goticulas no sistema, logo, mais

estavel a nanoemulsdo a longo prazo. Todavia, na medida em que o PDI aumenta, no
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valor de 0,3 em diante, as goticulas se dispersam de maneira mais heterogénea e pode
levar a instabilidade da nanoemulséo (DIAS et al., 2014).

Para RODRIGUES et al. ( 2018), a emulsificagdo ultrassonica foi muito eficiente
na reducdo do tamanho de goticulas das formulacdes a base do 6leo bruto de copaiba e
fracdes ricas em diterpeno, caureno e sesquiterpeno alfa copaeno, com diametro médio
na faixa de 24,5 -200 nm, e baixa polidispersividade (PDI), caracterizando-as como
nanoemulsdes. Além disso, essas formulagbes foram capazes de potencializar
significativamente o efeito anti-leishmania em estudos in vitro.

Nanoformulagdes do 6leos vegetais podem ser consideradas uma abordagem eficaz
no controle de larvas do Aedes aegypti. RODRIGUES et al. (2014), utilizando 6leo de
copaiba, surfactante e dgua obtiveram formulacGes que apresentaram tamanho médio de
gota de 145,2 +0,9 nm e polidispersividade de 0,378 + 0,009 apds um dia de
manipulacdo, e estas podem ser usadas como potencial larvicida.

As nanoemuls@es sdo consideradas mais vantajosas, devido a melhor dispersdo das
goticulas do 6leo, em nandmetros, na superficie, e, portanto, possibilitando melhorias
nas propriedades nos filmes (PIRES; MOURA, 2017).

Para NORCINO et al. (2020) a emulsificacdo do 6leo de copaiba foi benéfica para
filmes a base de pectina, visto que o PDI atingiu valores abaixo de 0,6, indicando
uniformidade do tamanho das gotas nas formulagfes. Concluiram ainda, que a
nanoemulsdo proporcionou funcionalidade ativas, preservou ou melhorou propriedades
fisico-quimicas e antimicrobianas.

Nanocapsulas do 6leo de copaiba revestidas de quitosana foram formuladas com
éxito para melhorar a biodisponibilidade do paclitaxel, farmaco oral contra o cancer,
com possivel efeito anticancerigeno sinérgico com os componentes ativos do 0leo de
copaiba ( XAVIER JUNIOR et al., 2019).

De acordo com RODRIGUES et al. (2014) o desenvolvimento de nanoemulsdes de
oleorresina de copaiba ajudou a manter a estabilidade dos constituintes presentes em sua
composicdo, principalmente o0s sesquiterpenos, reduzindo possiveis efeitos de
degradacdo. Conforme PIRES e MOURA (2017), o menor tamanho das particulas
presentes em filmes, proporciona excelente caracteristica para uma futura aplicacédo
como curativos, devido a aplicacdo do 6leo na forma de nanoemulséo.

Com isso, percebem-se as vantagens na utilizagdo de nanoemulsdes do 6leo de
copaiba na sintese de membranas no presente estudo, tanto por dispor de menores

tamanhos das goticulas, quanto maior homogeneidade do 6leo no material.
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4.3.1 Andlise macroscépica das membranas
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As caracteristicas visuais e tateis das membranas sintetizadas por emulsdo e

nanoemulsao estdo descritas no Quadro 6.

Quadro 6- Caracteristicas macroscopicas das membranas.

) Homoge | Continui- | Manuseabi
Imagem Sigla Cor _ )
-neidade dade lidade
Levemente
MQ amarelado Alta Alta Alta
+
Levemente
Interme-
MQCo-0,1 | marelado Alta Alta
diaria
+
Levemente
Interme-
MQCo-0,5 | amarelado Alta Alta
diaria
+
Amarelo
mais
MQCo-1,0 intenso Baixa Alta Alta
++
Amarelo
mais
MQCO'S,O |nten50 Ba'xa Ba|Xa Balxa
e ++
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MQCoN- | Levemente
' Alta Alta Alta
‘ 0,1 amarelado
MQCoN- | Levemente
b Alta Alta Alta
| 0,5 amarelado
|
' MQCoN- | Levemente
Alta Alta Alta
1,0 amarelado
MQCoN- Levemente ) . .
Baixa Baixa Baixa
: 50 amarelado

Observou-se que a membrana de quitosana sem 6leo (MQ) exibiu uma cor
ligeiramente amarelada, relativa transparéncia e homogénea. Quanto ao aspecto tatil
mostrou-se de facil manuseio, sem rompimentos (continua) e pouco maleavel.

Ao incorporar a emulsdo do 6leo de copaiba, foi observada visualmente uma
diferenca na coloracdo das membranas, principalmente aquelas sintetizadas com a maior
quantidade do 0Oleo. Essa observacéo foi notada nas emulsdes com 1,0% e 5,0% (v/v) do
oleo, as quais apresentaram a cor amarelada mais pronunciada e aparéncia menos
homogénea. Na analise tatil, mostraram-se continuas, bom manuseio e pouca
maleabilidade. No entanto, a membrana com 5%(v/v) de emulsdo do 6leo apresentou-se
quebradica ao toque, descontinua e com 6leo disperso na superficie, evidenciando que
houve dificuldade do 6leo de misturar-se completamente no sistema.

Diferentemente, as membranas produzidas a partir da nanoemulsdo do oOleo
mostraram-se de coloragdo ligeiramente amareladas, aparentemente mais homogéneas,

continuas, de facil manuseabilidade e pouco maledveis. No entanto, a membrana
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composta por 5,0 %(v/v) do 6leo por nanoemulsdo apresentou conteddo oleoso na
superficie, o que pode ter influenciado no aspecto quebradigo da composicao.

Ao comparar, as sinteses e composicfes, parece que a sintese por nanoemulsdo do
oleo favoreceu a mistura dos componentes oleosos na solucdo de quitosana, observada
pela diferenca na cor das composi¢des por nanoemulsdo do 6leo quando comparada
com aquelas produzidas por emulsdo do 6leo. Todas, por nanoemulsdo, foi possivel
notar reducgdo da cor amarelada entre as composi¢oes.

Isso pode ter ocorrido devido o método de sintese utilizado, o qual induziu a
formacgédo do tamanho das goticulas do 6leo em nanométros e uma distribuicdo mais
uniforme das gotas no polimero melhorando a interacdo do 6leo vegetal na rede
polimérica da quitosana. Todavia, a sintese por nanoemulsdo do 6leo néo foi eficaz para
favorecer a miscibilidade da membrana contendo 5,0%(v/v) do 0leo, pois ainda foi
notada visualmente separacdo de fases apds processo de secagem.

Em relacdo a coloragdo das membranas, pode-se sugerir que a cor natural do 6leo
vegetal pode ter contribuido na intensidade amarelada das membranas obtidas por
emulsdo, associada também com a cor tipica da quitosana e diretamente proporcional a
concentracdo do oOleo de copaiba e do polimero. Mas, evidenciou-se que a coloracédo
diminuiu de intensidade na sintese por nanoemulsao do 6leo.

A esse respeito, DEBONE et al. (2018), desenvolveram filmes de quitosana e 6leo
de copaiba, e obtiveram material com modificacdo na intensidade da cor amarela, sendo
essa cor mais pronunciada em filmes com maior teor do Oleo associada com o
percentual elevado de quitosana. Os autores ndo observaram macroscopicamente
separagdo de fases apds secagem, demonstrando que houve possivelmente uma boa
miscibilidade entre os componentes do Oleo e do polimero, sendo favorecida
principalmente quando aumentou a concentracdo da quitosana na solucdo.

Paralelo a esse estudo, GENESI (2015), evidenciou que a quitosana possui efeitos
significativos na diferenca de coloracdo de filmes contendo éleo de copaiba e gelatina,
que pode ser atribuida pelo aumento da concentracdo do polimero no 6leo, evidenciando
possivelmente maior homogeneidade oleosa quando associado a niveis elevados de
quitosana. Seus resultados mostraram ainda que a cor do filme foi diferente quando
utilizou surfactante no 6leo, deixando-o mais flexivel e menos amarelado.

Por isso, acredita-se que a concentracdo de 5% (v/v) por emulséo e nanoemulséo
do oleo na solucdo de quitosana, do presente estudo, apresentou pouca solubilidade,

provavelmente relacionada com a pouca quantidade do polimero no Oleo, e
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consequentemente as goticulas oleosas ndo ficaram bem estabilizadas na solucdo de
quitosana, resultando em material menos apropriado para confecgao.

A solubilidade de compostos hidrofébicos em matriz hidrofilicas foram estudadas
por KIMURA et al. (2016), que obtiveram filmes de quitosana e 6leo de andiroba. Esses
autores ndo observaram separacdo de fase macroscopica nos filmes de quitosana com
1% e 2% associado com diferentes quantidades do 6leo de andiroba (0,1%, 0,5% e 1%),
indicando que as gotas do 6leo foram estabilizadas na suspensao de quitosana.

Relatos similares ocorreram nos estudos de ALTIOK, ALTIOK e
TIHMINLIOGLU (2010) ao incorporar o 6leo de tomilho a quitosana. Seus resultados
revelaram boa dispersdo do 6leo na formacéao do filme na matriz polimérica.

Diante dessas informagfes, pode-se supor que as membranas sintetizadas do 6leo
de copaiba por nanoemulsdo melhorou a miscibilidade do polimero com os
componentes do 6leo vegetal quando comparadas com as membranas sintetizadas por
emulsdo do o6leo. Correlaciona-se ainda, que a sintese por nanoemulsdo, parece
contribuir para aumentar a dispersdo do 6leo de copaiba na quitosana, dado os melhores
aspectos de homogeneidade e manuseabilidade das membranas sintetizadas.

No que diz respeito aos materiais para curativos, o aspecto transparente e flexivel
sdo importantes para ajudar tanto na visualizacdo da condicdo da ferida quanto na
aderéncia do curativo na pele. Contudo, tanto a emulsdo como as nanoemulsdes nao

foram capazes de melhorar a maleabilidade das membranas.

4.3.2 Anélise microscopica das membranas
A micrografia da membrana de quitosana sem 6leo (MQ), apresentada na Figura
12, foi obtida por microscopia eletronica de varredura (MEV).

SEM HV: 5.0 kV ‘WD: 15.10 mm VEGA3 TESCAN
View field: 1.15 mm Det: SE 200 pm
SEM MAG: 180 x  Date(midly): 09/21/21 PPGF / UFPA
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Figura 12 — Micrografia da membrana de quitosana sem éleo (MQ).

Pode ser observada uma superficie lisa e homogénea na amostra da membrana de
quitosana sem 6leo. Sobre isso, pode-se supor que houve uma boa solubilizacdo da
quitosana na solucdo de acido acético, evidenciando a potencialidade da quitosana na
formacdo de membrana continua.

Na Figura 13, sdo mostradas as micrografias das membranas de quitosana
sintetizadas por emulsdo do 6leo de copaiba. A Figura 13a, corresponde a amostra
contendo membrana de quitosana e 0,1% (v/v) do 6leo por emulsdo (MQCo-0,1). A
amostra composta de quitosana e 0,5% (v/v) do 6leo por emulsdo (MQCo-0,5) esta

exibida na Figura 13.
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Figura 13 — Micrografia das membranas: (a) quitosana/copaiba 0,1% v/v (MQCo-0,1);
(b) quitosana/copaiba 0,5 % v/v (MQCo-0,5).

A micrografia preparada com 0,1% (v/v) do 6leo de copaiba por emulsdo na
quitosana demonstra superficie aparentemente lisa e surgimento de pequenas bolhas que
pode estar relacionada com o encapsulamento do 6leo no polimero, o qual ndo rompeu-
se no processo de secagem. J& na micrografia da membrana de quitosana preparada com
0,5% (v/v) do 6leo por emulséo foi possivel observar uma superficie mais irregular com
microestruturas arredondadas de tamanhos variados que pode estar relacionada a
formacéo de porosidade com a inclusdo do 6leo na mistura.

Foram demonstradas na Figura 14, as micrografias das amostras compostas por 1,0
e 5,0% (v/v) do bleo por emulséo na quitosana. Na Figura 14a, é mostrada a micrografia
da amostra contendo quitosana /1,0% (v/v) do 6leo por emulsdo. A micrografia da

amostra com 5,0 %(v/v) do dleo por emulsdo, foi apresentada na Figura 14b.
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SEMHV: 50KV |  WD: 15.06 mm
View field: 1.15 mm | Det: SE 200 pm View mm 200 pm
SEM MAG: 180 x | Date{midiy): 07/10/21 | PPGF/UFPA | SEM x__|Datejs 21 . PPGEIUFPA |

Figura 14 — Micrografia das membranas: (a) quitosana/copaiba 1 % v/v (MQCo-1,0);
(b) quitosana/copaiba 5 % v/v (MQCo-5,0).

As micrografias das membranas compostas por quitosana e 1,0% (v/v) do éleo por
emulsdo apresentam superficie mais rugosa, com distribuicdo de poros na superficie. No
entanto, a porosidade parece diminuir na amostra contendo quitosana e 5,0%(v/v) do
6leo por emulsdo , que pode ser atribuida a pouca solubilizacdo do éleo na solucéo.

As micrografias de membranas de quitosana sintetizadas com 6leo de copaiba por
nanoemulsdo foram apresentadas na Figura 15. Foi demonstrada na Figura 15a, a
micrografia da amostra composta por 0,1 %(v/v) do 6leo por nanoemulsdo na quitosana.
Na Figura 15b, é mostrada a micrografia da amostra contendo quitosana e 0,5% (v/v)

do 6leo por nanoemulséo.

SEM HV: 5.0 k¥ WD: 15.07 mm

View field: 124 pm [ 20 pm
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Figura 15 — Micrografia das membranas de quitosana com nanoemulsdo do 6leo de
copaiba: (a) MQCoN-0,1; (b) MQCoN-0,5.

Quanto as micrografias das membranas de quitosana sintetizadas por nanoemulsao
do ¢6leo, a 0,1% (v/v) e 0,5%(v/v), supostamente ocorreu uma dispersdo mais
homogénea e numerosa dos poros na superficie das amostras.

Na Figura 16, sdo mostradas as micrografias das membranas de quitosana
sintetizadas por nanoemulsdo do 6leo de copaiba. A Figura 16a, corresponde a amostra
contendo membrana de quitosana e 1,0% do 6leo por nanoemulsdo (MQCoN-0,1). A
amostra composta de quitosana e 5,0% (v/v) do éleo por nanoemulsdo (MQCoN-0,5)

esta exibida na Figura 16b.
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Figura 16 - Micrografia das membranas de quitosana com nanoemulsdo do 6leo de
copaiba: (a) MQCoN-1,0; (b) MQCoN-5,0.

Verificou-se que a membrana de quitosana com 1,0 % (v/v) de nanoemulsdo do

6leo de copaiba demonstrou uma microestrutura irregular, mais densa, e porosidade
menos numerosa. Entretanto, a porosidade tornou-se mais numerosa e interconectada na
microestrutura da membrana de quitosana sintetizada por nanoemulsdo do oleo de
copaiba a 5,0 % (v/v).

Ao comparar as sinteses, observam-se microestruturas diferenciadas entre as
composicdes e dependente da concentragdo oleosa. Pode ser observado que apenas as
amostras por emulsdo do Oleo contendo 0,5% (v/v) e 1,0%(v/v) apresentaram
superficies mais irregulares e porosidades distribuidas de forma heterogénea na
membrana de quitosana. Em todas, por nanoemulsdo, foi possivel notar superficies

irregulares e compostas de estruturas vesiculares compativeis com porosidade dispersas
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de modo mais homogénea na superficie da quitosana. Ao comparar com a sintese por
emulsdo do Oleo, essas caracteristicas microestruturais tiveram pouca influéncia do
método utilizado e independente do teor oleoso.

Comparando as composic¢les, observou-se que todas as membranas sintetizadas
por nanoemulsdo do 6leo foram capazes de aumentar a quantidade de poros na
superficie da quitosana, além disso proporcionou melhor distribuicdo da porosidade no
polimero, relacionado ao processo de sintese que favoreceu a atuacdo do 6leo na cadeia
polimérica da quitosana. Isso pode ser favoravel para ajudar na liberagdo controlada dos
compostos bioativos do 6leo na regeneracao do tecido epitelial.

Esses resultados microestruturais, encontrados no estudo, pode justificar a
aparéncia visual mais homogénea e mais clara da membrana de quitosana por
nanoemulsao do éleo, as quais pode ter sido favorecida pela diminuicdo do tamanho das
gotas, e possivelmente auxiliou na solubilizacdo do 6leo na quitosana facilitando a
interacdo dos componentes usados nas confecgdes das membranas.

Segundo KENAWY et al. (2019), a estrutura rugosa nas superficies das
membranas aumentaram com adicdo de cinamaldeido, principal componente do 06leo
essencial de canela, na matriz de quitosana, podendo estar relacionada com a distor¢édo
interna das cadeia polimérica afetando a estrutura cristalina da quitosana. Acreditam que
esse fendbmeno ocorreu devido a influéncia de moléculas aromaéticas heterogéneas entre
as cadeias do polimero gerada pela reticulagdo de cinamaldeido com o grupamento
amina livre ao longo da estrutura do polimero.

Tratando-se de porosidade, o estudo de REYES-CHAPARRO et al. (2015)
obtiveram pequenos poros na superficie de filmes de quitosana contendo 6leo essencial
de cravo, indicando provavelmente que os componentes oleosos romperam a estrutura
ordenada da quitosana, podendo inferir que o 6leo foi incorporado na rede polimérica
formando um novo composto.

Quanto ao tamanho de poros em membranas poliméricas com adi¢do do oleo,
SILVA et al. (2021), apontaram que a medida que aumentou-se a concentracdo do 6leo
de andiroba no filme polimérico a base de poli (g-caprolactona) (PCL) houve
diminuicdo do ndmero e tamanho dos poros. Esses autores, também, observaram que
ndo houve retencdo do dleo na superficie dos filmes, indicando uma boa interagdo do
composto PCL/andiroba.

Quanto ao tamanho das goticulas do 6leo de copaiba, DEBONE et al. (2018)

notaram padrdo descontinuo e heterogéneo das gotas nas superficies das membranas de
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quitosana com aumento do tamanho proporcional a concentracao oleosa, que pode estar
associado com a fase lipidica dispersa na matriz de quitosana, uma vez que o filme sem
adicao do 6leo apresentaram microestrutura mais homogénea e sem descontinuidades.

Contudo, entende-se que a incorporacdo do Oleo na rede polimérica e as
caracteristicas apresentadas pelo material € fator importante no processo de sintese de
membranas, sendo crucial seu método de preparo.

A esse respeito, BONILLA et al. (2012), observaram que a microestrutura dos
oleos em filme de quitosana séo afetadas diretamente pelo processo de homogeneizacao,
teor e tipo do 6leo. Os resultados mostraram que a sintese por nanoemulsdo dos 6leos
favoreceram na diminuicdo do tamanho das goticulas, portanto, uma melhor
incorporacéo do 6leo na rede polimérica.

KIMURA et al. (2016) obtiveram filme de quitosana e 6leo de andiroba com
microestrutura descontinua e heterogénea, associada a formacéo de duas fases (lipideo e
polimero), com surgimento de gotas de 6leo & medida que aumenta a concentragdo
oleosa, que pode indicar interagéo entre as composi¢oes do material produzido.

Resultado semelhante ocorreu estudo de ALTIOK, ALTIOK e TIHMINLIOGLU
(2010), na adicdo do oleo de tomilho na formacao de filmes de quitosana, evidenciando
micrografia mais porosa e distribuicdo homogénea de poros relacionado diretamente
com o0 aumento dos teores de 6leo na estrutura de quitosana, mostrando provavelmente
que o 6leo influenciou na modificacdo do polimero.

Segundo GONZAGA (2018) e GRANDE TOVAR et al. (2020), a microestrutura
apropriada dos poros é o fator importante no processo cicatricial, visto que a porosidade
regula processos importantes para a regeneracdo tecidual, como a angiogénese, e
permite o crescimento de tecido novo e sua integracdo ao tecido saudavel em torno da
lesdo, prevenindo a ocorréncia de infecgcdes. Para esses autores, a interconectividade dos
poros é uma propriedade importante para o transporte de nutrientes e de oxigénio para
as células, portanto benéfica para a adesdo e proliferacdo celular.

No presente estudo, ndo se utilizou método especifico para estimar o grau de
porosidade das membranas; contudo, foi possivel identificar proporcionalidade entre os
componentes da sintese e tamanho e quantidade de poros apresentados nas amostras
estudadas, caracteristicas importantes na producdo de um biomaterial para uso em
cicatrizacao epitelial.

Para tanto, os resultados podem indicar que a sintese por nanoemulsdo do 6leo

influenciou fortemente na dispersdo do Oleo na superficie das membranas e



69

consequentemente na producéo de poros. Por isso, quanto a porosidade, as membranas
contendo MQCoN-0,5 e MQCoN-5,0 em suas composi¢cOes, parecem ser mais
apropriadas para favorecer a cicatrizacdo de feridas. Contudo, tendo em vista a
aparéncia visual e tatil inadequada da MQCoN-5,0, essa composicdo exige analise
minunciosa para melhorar a mistura entre os componentes, pois foi interessante o
resultado microestrutural entre as amostras analisadas.

Por isso, ressalta-se a importancia da realizagdo de outros testes de caracterizacéo
a fim de identificar caracteristicas essenciais na sintese de biomateriais, visto que outros
ensaios podem definir a melhor composicdo do material e 0 método adequado de

sintese.
4.3.3 Difratograma de raios X (DRX)

Os difratogramas do pé da quitosana e membranas de quitosana sem e com 6leo de

copaiba por emulsdo sintetizadas, no presente estudo, estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17- Difratograma de raios X das membranas de quitosana sintetizadas por
emulsdo do 6leo de copaiba. O asterisco (*) significa picos caracteristicos de quitosana.

No presente estudo, os picos de difracdo observados no difratograma das
membranas por emuls@o do 6leo sdo tipicos da quitosana. Nota-se padrao difratométrico
com poucas reflexdes de Bragg, com alargamento dos picos de difragao em 26 (KaCo)
iguais a 10,55° e 23,37°, evidenciando a parte semi-cristalina do material, e com a

inclusdo do 6leo foi observada a forma amorfa da composicéo quitosana e 6leo.
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Variacdo na intensidade e amplitude dos picos foram observados na membrana de
quitosana sem Oleo, assim como o deslocamento de angulos em 20 (KaCo) iguais a
11,55° e outro por volta de 23,70°, indicando também estrutura cristalina da composigao
da quitosana sem adicéo do 6leo.

A incorporacgédo do 6leo por emulsdo foi capaz de modificar o perfil de DRX da
quitosana. Essas mudancas foram observadas por picos brandos nas composicdes
MQCo-0,1 e MQCo0-0,5. Por isso, pode-se inferir amorficidade nos picos das
composicdes com quitosana/emulsdo de 0,1 %(v/v) do 6leo e quitosana/emulsdo de 0,5
% (v/v) do 6leo emulsionado, podendo estar associada com a inclusdo da fase oleosa no
polimero promovendo rompimento da organizacdo da cadeia da quitosana.

Por sua vez, a composi¢do contendo 1,0 % (v/v) por emulsdo do dleo teve também
influéncia para modificar a cristalinidade da quitosana, visto que os dois picos
caracteristicos da quitosana apresentaram intensidades moderadas e bases mais
alargadas (20 (KaCo) iguais a 11,55° e 22,96°), isso pode sugerir-se envolvimento
favoravel do 6leo vegetal no polimero para a obten¢do do composto.

A mudanca na cristalinidade da quitosana manteve-se quando aumentou a
concentracdo oleosa para 5,0% (v/v), evidenciada pelo pico mais amorfo dentre as
amostras analisadas por emulsdo, vista pelo desaparecimento do primeiro pico e
segundo pico de baixissima intensidade e amplitude em 26 (KaCo): 11,55°,
caracteristicos da quitosana.

De modo geral, observa-se que a emulsdo do 6leo de copaiba na sintese das
membranas possivelmente modificou a cristalinidade da quitosana, devido
deslocamento de angulos, variacGes de intensidades de picos, picos mais alargados e
desaparecimento de picos. Apesar disso, houve perfis de DRX diferentes entre as
composicdes oleosas, que pode ser explicada pela microestrutura heterogénea das
membranas estudadas, sugerindo boa interacdo dos materiais envolvidos na sintese.

O difratograma das membranas de quitosana sintetizadas por nanoemulsdo, sao

apresentados na Figura 18.
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Figura 18- Difratograma de raios X das membranas de quitosana sintetizadas por
nanoemulsddo Oleo de copaiba. O asterisco (*) significa picos caracteristicos de
quitosana.

A incorporagdo do 6leo por nanoemulsdo, por sua vez, estreitou mais os picos de
difracdo e induziu desaparecimento de picos, sugerindo alteracbes mais significativas na
estrutura cristalina do polimero.

Tal como foi observado na composicao oleosa de 0,1 % (v/v) por nanoemulséo do
6leo que exibiu outro pico em 20 (KaCo)= 6,79° e deslocamentos de picos em 26
(KaCo) iguais a 10,39° e 23,99°, sugerindo permeabilidade favorecida do componente
oleoso com o polimero.

Os picos de difragdo tipicos da quitosana desapareceram completamente na
composi¢do por nanoemulsdo do éleo a 0,5 % (v/v), caracterizando esse material como
a estrutura mais amorfa, atribuida possivelmente pelo método de preparagdo utilizado
que ajudou na miscibilidade entre os componentes da membrana. Esse comportamento
pode ser explicado pela microestrutura mais porosa e melhor dispersa dos poros ao
longo da superficie da quitosana dessa amostra em questéo.

Pdde ser notado na composic¢éo 1,0%(v/v) do 6leo por nanoemulsdo a formacao de
outro pico em 20 (KaCo)= 3,76° e pico deslocado em 26 (KaCo)= 24,69° demonstrando
diminuicdo da cristalinidade da quitosana, por sua vez, mostrando a capacidade de
interacdo da fase oleosa com o polimero, podendo estar associada com a sintese.

A amorficidade foi notoria a 5,0% (v/v) do 6leo por nanoemulsdo devido auséncia

dos picos de difracdo da quitosana. Esse resultado pode estar relacionado com a a
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porosidade da superficie e a interconexdo entre os poros da composicdo estudada, que
pode ter induzido melhor interagdo oleosa com o polimero. Fica evidente que a
microestrutura das superficie das membranas estudadas conferiu comportamentos de
compatibilidade diferenciados entre as composicoes.

No geral, observou-se maior amorficidade no difratograma das membranas com a
adicdo das nanoemulsGes do Oleo, podendo sugerir maior miscibilidade entre os
componentes das membranas, possivelmente auxiliado pelo menor tamanho de
goticulas e melhor disperséo das gotas oleosas na superficie da quitosana produzidas no
processo da sintese da nanoemulsdo. Ainda assim, o perfil de DRX diferiu entre as
composi¢des por nanoemulsdo do Oleo, que pode ser também atribuida a
heterogeneidade das superficies das membranas que influenciou no comportamento
diferente de interacdo entre os componentes usados na prepara¢do das membranas por
nanoemulsao.

Uma natureza semicristalina da quitosana foi evidenciada no estudo de BRAZ et
al. (2018), com dois picos de difracdo largos, em 26 iguais a 9° e 20°, caracteristicos do
polimero, coincidindo com os resultados encontrados ao estudo, em relagdo aos picos
de difracéo da quitosana.

A quitosana possui caracteristicas semi-cristalinas, que no difratograma, se
apresentam sob a forma de picos amplos. Concordando com os resultados do presente
estudo, GONZAGA (2018) aponta que nos difratogramas da quitosana pura e da
membrana de quitosana, ¢ possivel observar dois picos alargados na regido de 20 =
10,1° e 20°, sendo que o primeiro pico corresponde a estrutura cristalina hidratada e o
outro a estrutura amorfa da quitosana.

A presenca de picos menos definidos nos difratogramas contendo emulsdo e
nanoemulsdo do Oleo de copaiba pode ser resultado da atuacdo do Oleo nas cadeias
poliméricas, tendo entrada favorecida na rede semi-cristalina da quitosana. Em um
estudo semelhante realizado por RODRIGUES et al. (2020), comportamento similar foi
observado na interacdo entre ciclodextrina e 6leo de copaiba causando mudancas no
perfil de DRX resultando na formacgéo de complexos de incluséo.

Corroborando com o estudo em questdo, NORCINO et al. (2020), notaram
alterac6es nos picos de difracdo de filmes de pectina apos a incorporagdo do o6leo de
copaiba, podendo ser atribuidas a inclusdo dos compostos oleosos na estrutura da
pectina que pode ter modificado o espacamento interplanar e deformado a rede

cristalina do polimero.
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GRANDE TOVAR et al. (2020) observaram também que a estrutura cristalina da
quitosana foi levemente afetada com a incorporacdo do 6leo essencial de Ruta
graveolens em baixa quantidade, mas em propor¢des maiores geraram melhores efeitos
na perda da cristalinidade do polimero, relacionada provavelmente a novas interacdes da
quitosana com alguns componentes do Oleo essencial que romperam a estrutura
cristalina original da quitosana.

Da mesma forma, VALENZUELA, ABUGOCH e TAPIA ( 2013) relataram que a
introducdo de Oleo de girassol na matriz da proteina de quinoa e quitosana gerou uma
estrutura menos cristalina, que pode estar associada as intera¢fes intermoleculares entre
0s componentes do filme que implicaram na alteragéo da rede cristalina.

Segundo SALAMA, AZIZ e SABAA (2019) as curvas de DRX da quitosana foi
modificada com a adicdo de 6leo essencial de olibano, reduzindo a cristalinidade de
filmes a base de carboximetilcelulose e cloridrato de quitosana biguanidina, vistas pela
reducdo da intensidade e aumento da amplitude dos picos cristalinos.

De acordo com PIRES, BIERHALZ e MORAES (2015), o aumento da
cristalinidade dos materiais propostos para potencializacdo da cicatrizacdo de lesdes
epiteliais tende a reduzir sua bioatividade e taxa de reabsor¢do desses materiais.

Pode-se entdo inferir que as células do tecido epitelial possui maior
compatilbilidade com materiais amorfos, dada o melhor estimulo na formacéo de novos
tecidos para ajudar na cicatrizacédo de feridas.

Portanto, no presente estudo, baseado nos resultados difratométricos, entende-se
que as membranas de quitosana contendo nanoemulsdes do éleo de copaiba apresentam

caracteristicas benéficas e com maior potencial para uso como biomaterial.
4.3.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 19 compara 0s espectros na regidao do Infravermelho do p6 de quitosana e
da membrana de quitosana isenta do 6leo (MQ). Observa-se que as bandas dos
espectros sdo bastantes semelhantes, e os resultados se sobrepdem, uma vez que néo
foram observadas deslocamentos, variacGes de intensidades ou surgimento de novos

picos.
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Figura 19- Comparacdo entre os espectros na regido do Infravermelho do p6 de

quitosana e a membrana de quitosana sem 6leo (MQ).

Segundo o resultado, constata-se que 0s sinais espectrais da quitosana em po foram
semelhantes com a membrana de quitosana sem oOleo (MQ), visto que ndo houve
surgimento de novas bandas e deslocamentos de picos.

Os dados evidenciam uma banda larga com estiramento do grupo O-H (3500 e
3200 cm™), estiramento em C-H (2950-2850 cm™ ) e ligagGes entre C-C e C=0 do
grupo amino acetilados da quitosana (1650 - 1550 cm™®).

Outros grupamentos da quitosana foram encontrados, como por exemplo, o grupo
C-Hs (1370 cm™), o grupo C=0 (1311 cm™) e uma ligagdo C-N (1152 cm'?).

A presenca das bandas, entre 1100 e 1000 cm™, associam-se as ligacdes do tipo
C=0, assim como a banda 880 cm™ é atribuida a ligacdo da estrutura de polissacarideo.

Para tanto, as regifes de absorcdo caracteristicas da quitosana, encontradas no
estudo, possuem o0s sinais espectrais de materiais poliméricos (BRAZ et al., 2018;
CATANSAZO et al., 2021; SOBREIRA et al., 2020). Por isso, pode-se inferir que a
sintese da quitosana na forma de membrana ndo modificou os grupos funcionais tipicos
desse polimero, evidenciados pela semelhanca dos espectros entre o p6 e a membrana.

Os espectros da membrana de quitosana sem éleo (MQ), sintetizada no estudo,
foram relacionados com as bandas e grupos funcionais correspondentes ao polimero,
conforme observadas em literatura (SOBREIRA et al.,, 2020; BRAZ et al.,2018;
CATANZANO et al., 2021), e, estdo descritas no Quadro 7.
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Quadro 7 - Relacéo entre bandas e grupos funcionais da membrana de quitosana (MQ).

Bandas (cm™) Grupos funcionais
3500-3200 O-H
2950-2850 CH
1650-1550 C=0O-NH

1370 CHs

1311 CO

1152 CN
1100-831 C-0-CC-O

Fonte: SOBREIRA et al., 2020; BRAZ et al.,2018; CATANZANO et al. (2021)

Segundo SOBREIRA et al. (2020), o perfil de FTIR da quitosana pode sofrer
alteracdes quando relacionado a outros compostos. Assim, variacédo de intensidade pode

significar pequenas mudancas na estrutura quimica do polimero. Além disso,

deslocamentos e novos picos podem também indicar interacdo entre componentes do

material.

A Figura 20 compara os espectros na regido do infravermelho das amostras de

membranas de quitosana com 0Oleo de copaiba sintetizadas por emulsdo, nas diversas
concentragdes (MQCo-0,1; MQCo-0,5; MQCo-1,0 e MQCo-5,0), e 0 espectro da
membrana de quitosana sem 6leo (MQ).
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Figura 20 - Comparacdo entre os espectros na regido do infravermelho das membranas

de quitosana por emulsdo do 6leo e a membrana de quitosana sem 6leo (MQ).

Nota-se que houve semelhanca entre os espectros da membrana de quitosana sem e
com Gleo de copaiba por emulsdo. No entanto, a incorporacdo do 6leo possibilitou a
intensificacdo ou amenizacdo de bandas. Além disso, houve o surgimento de novas

bandas, atribuidas possivelmente aos constituintes do 6leo vegetal.

Banda larga na regido 3400-3200 cm™, o qual corresponde ao estiramento do
grupamento O-H da molécula da quitosana, ndo desapareceu com a adicdo do dleo de
copaiba. Observou-se diferencas de intensidades nos espectros contendo Oleo por
emulsdo, como por exemplo, a membrana de quitosana com 0,1 % e 1,0% (v/v) do éleo
apresentou intensidade diminuida, e a composi¢do com 0,5 % (v/v) com aumento na

intensidade do espectro.

Estudos mostram que o padrdo espectrométrico da copaiba esta centrado em 2920,
2853,1735 e 1160 cm™, correlacionados ao alongamento dos grupamentos CH, O-CHy,
C=0 e C=0, respectivamente (RIBEIRO et al., 2020; NORCINO et al., 2020; MAZUR,
2019). A banda em 1740 cm™, também tipica do dleo, esta relacionada com a ligacdo
C=0 e a banda média ampla entre 3110 e 2700 cm™ ¢ atribuida aos acidos carboxilicos
(MAZUR, 2019).

A respeito disso, NORCINO et al. (2020) apontam em seus estudos que 0S
hidrocarbonetos alifaticos, como os sesquiterpenos e outros componentes do 6leo foram
identificados nas regides entre 2921 e 2850 cm™, assim como a banda em 885 cm™,

atribuida a presenca do cariofileno, principal constituinte da copaiba.

No Quadro 8, sdo descritas as bandas e os grupamentos funcionais do Oleo de
copaiba relatadas na literatura ( RIBEIRO et al.,, NORCINO et al., 2020; MAZUR ,
2019).

Quadro 8 - Relag&o entre bandas e grupos funcionais do 6leo de copaiba.

Bandas (cm™) Grupos funcionais
3110-2700 Acidos carboxilicos
2921-2850 Hidrocarbonetos alifaticos

2920 CH
2853 O-CH2
1735-1740 C=0
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1160 C=0
885 Cariofileno

Fonte: RIBEIRO et al., NORCINO et al., 2020; MAZUR , 2019

Observa-se espectros de diferentes intensidades e surgimento de novas bandas nas
membranas de quitosana preparadas por emulsdo do 0leo.

As bandas emergentes possivelmente estdo relacionadas com a interacdo da
quitosana com o Oleo vegetal, visto que tais espectros ndo sdo atribuiveis ao
componente do polimero, indicando a formagéo de uma nova composic¢ao.

As novas bandas surgiram nos espectros entre 500-400 cm™, que pode estar
relacionada aos constituintes do Oleo de copaiba, ja que estas estdo ausentes nos
espectros da membrana de quitosana sem 6leo, sendo 554 cm™ e 422 cm™ em MQCo-
0,1; 559 cm? e 522 cm? em MQCo0-0,5; 554 cm™ em MQCo-1,0; e, 559 cm™ em
MQCo-5,0.

Segundo as observacdes de LIMA et al. (2021), esses picos adicionais do 6leo
podem estar relacionados aos terpenoides presentes em sua composi¢do e sua interacdo
fisica com a quitosana.

Por isso, acredita-se que houve a interacdo entre 0os componentes do estudo em
questdo na formacdo da membrana por emulsdo que pode ser favoravel a para
potencializar ou melhorar efeitos relacionados a propriedades dos materiais.

Quanto aos espectros na regido do Infravermelho das membranas de quitosana por
nanoemulsdo do 6leo de copaiba, observam-se semelhancas e sobreposi¢do de dados ao

comparar com a membrana de quitosana sem 6leo, como demonstrado na Figura 21.
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Figura 21 - Espectros na regido do Infravermelho das membranas de quitosana por

nanoemulsdo do 6leo e a membrana de quitosana sem 6leo (MQ).

Pode-se constatar que também ocorreu surgimento de novos picos nos espectros
da membrana de quitosana por nanoemulsdo do 6leo de copaiba, entre 889 cm™ a 417
cm.

Esses picos podem estar relacionados a adicdo de constituintes do éleo e as
variacdes de intensidades dos espectros sugere-se possivel interacdo molecular entre os
componentes dos materiais sintetizados.

Comparando os espectros entre as composic¢Ges, observou-se que as membranas
contendo 0,5 % (v/v) e 1,0% (v/v) de nanoemulsdo do Oleo tiveram intensidades
aumentadas em relacdo ao pico 1024 cm™. Tal fato pode estar associado as alteracdes
do grupo CO da molécula de quitosana, provavelmente influenciadas pelos
componentes do 6leo.

Foi observado ainda novas bandas (556 cm™ e 424 cm™) em MQCoN-0,5 e picos
(559 cm® e 521 cm) em MQCoN-1,0, sugerindo interacdo entre os constituintes do
6leo com as moléculas de quitosana.

Por outro lado, os espectros das membranas de quitosana com 0,1%(v/v) e 5,0
%(v/v) de nanoemulsdo do 6éleo demonstraram-se bandas mais amenas (1024 cm™).
Além disso, foi possivel observar o surgimento de novas bandas nas composices
MQCoN-0,1 (554 cm™ e 425 cm™) e MQCoN-5,0 (555 cm®, 523 cm™ e 417 cm™®).
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Resultados semelhantes foram observados no estudo de MAZUR (2019), com
alteracéo nos espectros de FTIR apos a incorporacao de
dietilditiocarbamato/nanoparticula  de cera de abelha contendo Oleo de copaiba,
evidenciando interacdo entre 0os componentes.

RIBEIRO et al. (2020) relataram diferenca nos perfis espectromeétricos das
nanoemulsdes do 6leo de copaiba/alginato/triptano em relagdo aos espectros observados
das amostras isoladas, com imersdo de uma nova banda em 3365 c¢m™, relacionados,
possivelmente, com a boa interacao entre os grupos hidroxilas presentes nos tensoativos
e 0 biopolimero.

O aparecimento de um pico em 885 cm™ no espectro de filmes de pectina e copaiba
no estudo de NORCINO et al. (2020) foi atribuida a presenca do componente
cariofileno, assim como o aumento de intensidade das bandas 2921 cm™ e 2850 cm™ foi
relacionado aos sesquiterpenos, indicando interacdo intermolecular entre 0s compostos.
Além disso, os autores encontraram uma diminuicdo nas bandas entre 3500-3200 cm-1,
correspondente a faixa de estiramento -OH que pode sugerir uma reducdo dos grupos
hidroxilas da pectina com anidridos de acidos graxos.

Segundo GRANDE TOVAR et al. (2020) os espectros de FTIR de filmes de
quitosana mostraram a presenca do Oleo essencial de Ruta graveolens em todas as
diferentes composigOes oleosas, relacionados com o aumento de intensidade de bandas,
0 que pode indicar interacdo dos grupos funcionais da quitosana com alguns
componentes do 6leo.

Foi possivel observar no estudo de VALENZUELA, ABUGOCH e TAPIA (2013)
melhor interacdo no espectro de FTIR de filmes de quinoa-quitosana em niveis mais
elevados de 6leo de girassol, observada pela Unica banda presente deste filme que
correspondeu a deformacéo antisimétrica CHz do acido oleico em 6leo de girassol, além
de bandas caracteristicas de ligacdes ester das ligacGes de triglicerideos e bandas
relacionadas as insaturacdes conjugadas cis do acido oleico.

De modo semelhante, o estudo de SALAMA, AZIZ e SABAA (2019) mostraram
interagBes bem sucedidas da quitosana modificada com a adicdo de 6leo essencial de
olibano, com perfis de FTIR evidenciando bandas mais intensas e amplas relacionadas
com as ligacdes e grupamentos encontrados no componente oleoso, indicando boa
compatibilidade entre os componentes do filme.

Levando em consideragdo o levantamento de dados obtidos pela literatura, a

respeito da espectroscopia na regido do infravermelho da quitosana e o 6leo de copaiba,
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0 estudo em questdo revelou que as bandas encontradas nos espectrogramas do
biopolimero e do dleo correspondem as ligagcdes e estiramentos caracteristicos de suas
composigdes quimicas.

A partir destas informacdes, a comparacdo com a espectroscopia realizada para o
biomaterial com dois componentes, demonstrou que a quitosana e o0 6leo de copaiba
mantiveram alguns espectros semelhantes da quitosana sem 6leo, mas diferenciando-se
na variacdo de intensidade e amplitude, assim como no aparecimento de novas bandas,
demonstrando possivelmente que houve interagdo quimica e consequentemente
alteracdes moleculares.

No entanto, os efeitos mais evidentes de interacdo ocorreram nas nanoemulsoes do
6leo de copaiba, provavelmente relacionada com a microestrutua mais porosa e
interconectada conferindo-lhes uma maior incorporacdo do 6leo na rede polimérica da
quitosana.

Portanto, sugere-se que as membranas de quitosana com adi¢do de nanoemulséo do
6leo de copaiba podem apresentar maior atividade cicatricial pela presenga de maior
quantidade de bandas caracteristicas de compostos bioativos presentes na quitosana e no
oleo.

4.3.5 Analise térmica- DSC

Os termogramas obtidos por DSC das membranas de quitosana por emulsdo e

nanoemulsdo do 6leo, sdo apresentados na Figura 22
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Figura 22- Analise DSC (segunda temperatura de aquecimento) das membranas de

quitosana por emulsdo e nanoemulsao do 6leo.
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O termograma de DSC do estudo em questdo foi analisado apartir da segunda
temperatura de aquecimento, uma vez que 0 primeiro aquecimento correspondente ao
evento endotérmico esté relacionado com a evaporacao da &gua.

Por isso, notam-se as curvas de DSC, por emulsdo e nanoemulsdo do dleo,
associadas aos eventos exotérmicos, caracterizando-as como a fase de degradacdo dos
componentes dos materiais sintetizados.

Pode-se observar que a degradacdo da membrana de quitosana sem 06leo (MQ)
ocorreu aproximadamente a 278° C, referente a eliminacdo completa de seus
constituintes quimicos.

No entanto, a medida que adicionou Oleo de copaiba, a temperatura de
decomposic¢édo da quitosana modificou para valores um pouco mais elevado, podendo
significar que a presenca de constituintes do 6leo combinado com a quitosana exigiu
reforco térmico para total eliminacdo do material.

Todavia, as concentracGes oleosas ndo influenciaram de maneira proporcional na
elevacdo da temperatura de degradacdo do material. Tanto que a quantidade minima do
o0leo teve o desvio de pico mais alto, a 292°C, para degradar-se, enquanto para as demais
composicdes oleosas foram necessarias temperaturas mais baixas para que o material
fosse eliminado.

Esse fato pode ser explicado pela cristalinidade dos materiais obtidos, tendo em
vista que estruturas menos cristalinas sdo facilmente eliminadas termicamente devido
maior grau de desordem na composicao formada.

Ao comparar as composi¢des por emulsdo do Oleo, constatou-se que as
composigdes quitosana/0,5% (v/v) emulsdo do 6leo e quitosana/5,0% (v/v) obtiveram
temperaturas de degradagdo relativamente baixa e aproximadas (287°C e 286°C).
Aparentemente a composi¢do de quitosana/l1,0 de emulsédo do 6leo foi a amostra que
apresentou a temperatura mais baixa para degradar-se.

Esses efeitos térmicos diferenciados podem estar associados com a menor
cristalinidade dessas composicdes oleosas por emulsdo, o qual favoreceu a degradacgéo
do material devido a um maior grau de desorganizacdo na estrutura do composto que
pode ter facilitado a decomposicéao térmica.

Em relagdo as membranas sintetizadas por nanoemulsdo do 6leo, pode-se notar que
a degradacdo da quitosana atingiu graus mais elevados de temperatura quando

comparado com o pico exotérmico das membranas por emulsao do 6leo.
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Observou-se nas curvas de DSC, por nanoemulsdo do Oleo, outros picos
exotérmicos com temperaturas mais elevadas entre as composi¢des oleosas. Dois picos
exotérmicos foram encontrados no DSC da membrana de quitosana/0,1%(v/v)
nanoemulsdo do dleo (291°C e 423°C). Nas demais composicOes, dois a trés picos
exotérmicos também foram identificados, como por exemplo, na composicdo MQCON-
0,5 (278°C, 401°C), MQCoN-1,0 (273°C, 400°C, 464°C), MQCoN-5,0 (270°C, 393°C,
455°C).

Entende-se com esse resultado que as temperaturas iniciais e finais das
composicdes por nanoemulsdes do 6leo foram mais altas para a decomposicdo completa
de seus constituintes. Isso pode estar associado com a sintese usada para a confeccao da
membrana que ajudou na formacdo de microestruturas mais adequadas dos materiais,
evidenciando boa interagéo vistas pela MEV, DRX e FTIR.

Ao comparar, método de sintese , parece que 0 método por nanoemulsdo do 6leo
foi mais eficaz para melhorar a estabilidade da quitosana, devido comportamento
térmico mais elevado para a decomposi¢éo final do éleo com a quitosana, 0 que pode
sugerir que houve maior interagdo dos componentes oleosos no polimero, portanto,
exigindo temperaturas mais elevadas para a eliminacgéo total do composto.

Esses eventos exotérmicos, observados nos termogramas, estdo relacionados a
degradacédo, que correspondem a evaporacao e a temperatura de fusdo das membranas
sintetizadas no presente estudo. Esses eventos podem significar mudancas fisicas ou
quimicas nos materiais, relacionados a decomposicdo, vaporizacdo e eliminacdo de
produtos volateis (GENESI, 2015).

Por isso, pode-se afirmar que 0s picos exotérmicos vistos na membrana de
quitosana sem 6leo do estudo em questdo sdo tipicamente atribuidos a decomposicédo
estrutural das unidades glucosaminas da cadeia polimérica da quitosana (LIMA et al.,
2021; MARTINS; MORGADO; ASSIS, 2016).

Sobre isso, BRAZ et al. (2020), concluiram em seus estudos, que 0s materiais
derivados da quitosana, ao atingir valores mais elevados de temperatura, podem estar
indicando uma maior estabilidade térmica dos materiais modificados.

Segundo DEBONE et al. (2018) a incorporacdo do 6leo de copaiba foi capaz de
reduzir a decomposicdo da quitosana a medida que aumentou a quantidade do o6leo,
visto pelo comportamento térmico mais elevado para a completa eliminacdo dos
componentes do filme quitosana/éleo de copaiba, o que pode significar que o calor

liberado para a degradacéo foi menor para filmes com maior teor de 6leo.
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A respeito disso, PASCOAL et al. (2020) apontaram que a degradac&o do 6leo de
copaiba atingiu eventos térmicos elevados, comumente atribuidos & evaporacdo dos
constituintes volateis do Oleo, 0s quais representam a composicdo majoritaria,
principalmente o composto cariofileno. Isso pode explicar a estabilidade da quitosana
com a adicdo do 6leo na preparacdo da membrana no referido estudo, evidenciando a
interacdo entre os materiais utilizados na sintese.

De acordo com os estudos de NORCINO et al. (2020) o comportamento térmico
de filmes de pectina foi modificado com a adicdo do Oleo de copaiba, haja vista o
surgimento do pico de degradacdo em aproximadamente 370°C, relacionado a fracéo
resinosa do Oleo. Por isso, acredita-se na inclusdo do 6leo na matriz polimérica da
pectina evidenciando boa compatibilidade entre os constituintes do filme.

Ainda sobre isso, YOSHIDA et al. (2021) evidenciaram em seus estudos que o
DSC de filmes de quitosana contendo extratos de Aloe vera apresentaram temperaturas
mais elevadas para a degradacdo da quitosana, principalmente quanto maior teor de
Aloe vera, indicando melhor estabilidade da quitosana associada com o aumento do
extrato vegetal.

Para KIMURA et al. (2016) os picos exotérmicos de decomposicdo do 6leo de
andiroba combinado com a quitosana atingiram temperaturas entre 235°C a 268°C
relacionado a eliminacdo de triglicerideos e acidos graxos como os acidos palmitico,
estearico, oleico e linoléico do dleo de andiroba. Observaram ainda uma sequéncia de
varios eventos exotérmicos acima de 350°C que pode estar associado a degradacéo
completa de cadeias dos acidos graxos.

Mediante esses dados, a adi¢do do 6leo, por nanoemulsao, exibiu melhores efeitos
na reducdo da degradagdo térmica da quitosana sugerindo melhor estabilidade desse
método de sintese quando comparada com as membranas de quitosana preparadas por

emulsao do oleo.

4.3.6 Capacidade de absorcéo de fluido/percentual de intumescimento

O percentual de intumescimento, em 24 horas, das membranas de quitosana por
emulsdo do 6leo de copaiba ap6s imersao na agua sao apresentados na Figura 23.
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Figura 23- Percentual de intumescimento das membranas de quitosana sem 6leo (MQ) e
membranas de quitosana por emulsdo do 6leo, em meio aquoso em funcédo do tempo.
Pode-se observar que as membranas de quitosana por emulsdo do 6leo tiveram um
crescimento do percentual de intumescimento em &gua no tempo analisado.. No entanto,

os melhores resultados dos percentuais ocorreram com as composi¢cfes com baixos
teores do Oleo.

Ao comparar 0s percentuais, a membrana de quitosana sem 6leo (MQ) apresentou
melhor percentual de intumescimento (75+ 3,0%), em 24 horas de imersdo. As
composicdes com altos teores do 6leo obtiveram percentuais abaixo da MQ, enquanto
em menor quantidade do 6leo, o valor do percentual atingiu valores acima da MQ.

Para a composi¢do contendo 1,0%(v/v) de emulsdo do 6leo, o valor do percentual
de intumescimento foi mais baixo (45 +7,0%) quando comparado com a composicao de
5,0 % (v/v) de emulsdo do 6Oleo ( 47 +2,6%). Entretanto, parece que 0s baixos teores do

oleo influenciaram fortemente no aumento dos valores de intumescimento. O maior

percentual atingido foi obtido pela composicao contendo 0,5%(v/v) de emulséo do dleo
(145,+ 20%), em relagcdo a membrana com 0,1%(v/v) de emulsédo (135,+9,0%).
Na figura 24, sdo mostrados os percentuais de intumescimento das membranas de

quitosana por emulsdo do 6leo de copaiba, em 24 horas, apos imersdo em PBS.
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Figura 24- Percentual de intumescimento da membrana de quitosana sem 6leo(MQ) e
membranas de quitosana por emulsdo do 0leo, imersos em PBS, em fun¢éo do tempo.

Em relacdo, a imersdo em PBS, os percentuais de intumescimento foram maiores
quando se compara com a imersdo das composicGes na dgua, com excecdo a MQ, que
obteve parametro maior quando imerso neste fluido.

Em contato com a solucdo de PBS, MQ apresentou 66%(+17) de intumescimento,
com maior resultado em 24 horas de imersdo. Quando niveis diminuidos do éleo foram
acrescentados na quitosana, esses percentuais foram acima da MQ. No entanto, o
melhor crescimento foi obtido para a composi¢do com 0,5%(v/v) de emulséo do 6leo
(225+25%) quando comparado com a composi¢do contendo 0,1% (v/v)do Oleo por
emulséo (204+37%).

Todavia, esse comportamento parece diminuir na medida em que maiores
guantidades do 6leo foram adicionados na quitosana. Entdo, percentuais mais baixos
foram atingidos para as composi¢ées com 1,0%(v/v) e 5,0%(v/v) do éleo emulsionado.
Mas, o menor percentual foi obtido quando se obteve 5,0%(v/v) por emulséo do 6leo
(66,+2,0%) em relacdo a composi¢do contendo 1,0%(v/v) da emulsdo do 6leo (72,+12
%).

O estudo em questdo mostrou que a quitosana possui melhor afinidade com agua

em relagcdo ao PBS. Um dos motivos dessa divergéncia foram explicados no estudo de
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ASSIS e SILVA (2003), os quais sugerem que a absorcdo entre as solucdes utilizadas
para imersdo decorre, provavelmente, pela diferenca de polaridade existente entre a
agua e o PBS. Afirmam ainda que a quitosana possui melhor interacdo com a agua
devido a forte afinidade por moléculas polares, em funcéo de seus grupamentos amina e
hidroxila. Por isso, a absorcdo da membrana de quitosana foi relativamente mais
satisfatoria na agua.

Por outro lado, pode-se inferir que a adi¢do do 6leo de copaiba por emulsdo em
teores mais baixos do 6leo melhorou a capacidade de absorcdo da quitosana tanto na
agua como na solucdo em PBS. Isto pode estar relacionado com a estrutura porosa
destas composicdes que pode ter favorecido a entrada de liquidos na rede polimérica.

Todavia, a maior a quantidade do 6leo dificultou o intumescimento da membrana
de quitosana em ambas as solucBes, sugerindo pouca porosidade ou inibicdo da
quitosana na absorcdo da dgua devido maior hidrofobicidade dessas composigdes.

Por isso, acredita-se que esse resultado pode ter sido influenciado pela
microestrutura heterogénea que diferiu entre as composicOes, 0 que pode promover
resultados diferentes de intumescimento das membranas por emulsdo do 6éleo. Apesar
disso, o resultado desse estudo pode ser considerado bom, uma vez que as membranas
produzidas por emulséo foram capazes de absorver fluidos. Para feridas exsudativas, o
ideal sdo materiais com alto poder de absorcédo de fluidos corporais

Sobre isso, GUNES e TIHMINHOGLU (2017) concluiram, em seus estudos, que o
aumento de intumescimento na pelicula contendo 6leo H. perfuratum pode ser
explicado pela formacédo de estrutura porosa com a adi¢do do 6leo na matriz polimérica,
corroborando com os achados do presente estudo quando comparado com os resultados
obtidos pelo MEV.

No entanto, PENG e LI (2014) obtiveram graus de intumescimento diminuidos em
filmes de quitosana combinados com 6leo de liméo, tomilho e canela. Para esses autores
a diminuicdo do intumescimento pode ser atribuida ao aumento da reticulagdo entre
quitosana e o0s Oleos hidrofébicos. Esse fato pode justificar a diminuicdo do
intumescimento de membranas com concentra¢Ges mais elevadas do 6leo de copaiba no
presente estudo.

Em relacdo ao uso desses materiais em feridas cutaneas, os resultados deste teste
podem indicar que MQCo-1,0 e MQCo-5,0, com concentragdes maiores do 0Oleo de

copaiba, podem ser mais favoraveis em feridas com pouco exsudato.



87

Em contrapartida, as MQCo-0,1 e MQCo-0,5, parecem ser mais apropriadas para
feridas altamente exsudativas, procurando controlar a umidade local e, dessa forma,
evitar o agravamento da lesdo decorrente de maceracdo do tecido lesionado por acimulo
de exsudato.

Para comparar se houve diferenca estatistica significativa do percentual de
intumescimento entre as membranas sintetizadas por emulsdo do 6leo, nas solugdes (
agua x PBS) foi realizada a analise de variancia (ANOVA), com p <0,05, conforme
mostrada na Tabela 3.

Tabela 3- Resultados da analise de variancia (ANOVA), fator unico, realizada para
avaliar o intumescimento das membranas por emulsdo do Oleo, ap6s 24 horas de

imersdo na solugdo de agua e PBS.

Fonte da F

variacdo SQ gl MQ F valor-P critico

Entre 2,392
115108,3997 9 12789,82219 43,02099639 3,81066E-11 81410

grupos 3

Dentro

dos 5945,851218 20 297,2925609

grupos

Total 121054,2509 29

*SQ: soma dos quadrados; gl: grau de liberdade; MQ: quadrado médio.

O resultado mostra que o F calculado foi maior que o F critico, e 0 quadrado médio
entre os grupos foi maior que o quadradro médio dentro do grupo, com nivel de
significancia a 5%. Conclui-se que existe pelo menos uma diferenca significativa entre
0s percentuais de intumescimento das membranas de quitosana por emulsdo do 6leo de
copaiba imersas 24 horas na agua e PBS.

Para validar os dados obtidos pelo teste estatistico de variancia para unico fator,
aplicou-se 0 método estatistico de Tukey para identificar as membranas sintetizadas por
emuls&o com diferenga significativa entre os resultados de intumescimento, imersas em
agua e PBS, ap0s 24 horas de analise. Foi encontrado o valor igual a 31,7050
correspondente ao d.m.s (diferenca minima significativa). Os resultados do teste de
Tukey estdo no Anexo A.

Na Figura 25, sdo mostradas as composi¢des das membranas de quitosana
preparadas por emulsdo com diferenca estatistica significativa analisada pelo teste de

Tukey, apds 24 horas de imersdo em agua e PBS.
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Figura 25- Comparacdo dos percentuais de intumescimento das membranas de
quitosana por emulsdo do 6leo, apds 24 horas de imersdo na agua e PBS. (*) O
asterisco significa as composices com diferenca estatistica significativa.

Com base no resultado do teste de Tukey, constatou-se que as membranas de
quitosana preparadas com 0,1%(v/v) e 0,5 %(v/v) do Oleo de copaiba por emulsédo
(MQCo-0,1 e MQCo0-0,5) em solucdo de PBS demonstraram estatisticamente diferenca
entre as membranas sintetizadas, sugerindo maior capacidade de intumescimento na
solucdo em PBS ao comparar com a imersao na agua. Esse resultado é favoravel para
materiais em contato com feridas, considerando que a solugdo PBS simula a
composicao dos fluidos corporais humanos.

Isso pode indicar que as membranas de quitosana (MQCo-0,1 e MQCo-0,5) podem
ser apropriadas para feridas altamente exsudativas, procurando controlar a umidade
local, e dessa forma evitar o agravamento da lesdo decorrente de maceracao do tecido
lesionado por acimulo de exsudato, portanto exigindo retirada frequente desse material
em feridas.

Na Figura 26, sdo apresentados os percentuais de intumescimento das membranas

de quitosana por nanoemulsdo do 6leo de copaiba, imersas na agua.
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Figura 26- Percentual de intumescimento da membrana de quitosana sem 6leo (MQ) e

membranas de quitosana por nanoemulsdo do 6leo, em meio aquoso, em funcdo do
tempo.

Ja as nanoemulsBes, imersas na agua, demonstraram melhores resultados de
crescimento dos percentuais de intumescimento, em relacdo a MQ, no periodo de tempo
analisado.

Na primeira hora, as composicdes com 0,5%(v/v) e 5,0%(v/v) do oOleo
nanoemulsionado tiveram um crescimento mais acentuado do percentual entre as
composicoes (285, +47% e 206, +27%), respectivamente, com queda dos valores no
decorrer das anélises.

Quando atinge a terceira hora, observa-se que a composi¢do de quitosana contendo
1,0 % (v/v) do O6leo por nanoemulsdo consegue atingir o melhor valor de
intumescimento (206, +8,0%). Para a composicdo de 0,1% (v/v) do dGleo por
nanoemulsdo na quitosana, foi a inica amostra a ter bons resultados dos percentuais, em
24 horas de imersdo na agua ( 214, +3,0%).

De modo geral, os maiores percentuais de intumescimento das membranas por
nanoemulsao do 6leo de copaiba na quitosana em ordem crescente, apos 24h de imersao

na agua foram obtidas pelas composi¢des: MQCON-0,1 (214+3,0%), MQCoN-
5,0(207,£15%), MQCoN-1,0 (195, +6,0% ) e MQCoN-0,5 (172, +1,0%).



90

Na Figura 27, sdo apresentados os percentuais de intumescimento das membranas

de quitosana por nanoemulsdo do éleo de copaiba, imersas em PBS.
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Figura 27- Percentual de intumescimento da membrana de quitosana sem 6leo (MQ) e

membranas de quitosana por nanoemulsdo do oleo, imersos em PBS, em fungdo do
tempo.

Em relacdo, a imersdo em PBS, as nanoemulsdes do ¢leo na quitosana
apresentaram comportamento de crescimento do intumescimento acima do valor
percentual da MQ.

Ja, os resultados mais satisfatorios de intumescimento das nanoemulsdes, em PBS,
foram obtidos no periodo de 24 horas de anélise. O valor do percentual mais elevado

foi a composi¢cdo contendo quitosana e 5,0%(v/v) do dleo por nanoemulsdo (220,
+7,0%). Em seguida, as composi¢cGes de quitosana e 0,5%(v/v) do Oleo por
nanoemulsdo (184,+ 9,0%) e quitosana com 1,0%(v/v) do éleo (183, +5,0%). Por fim, a
composic¢do de quitosana com 0,1%(v/v) do dleo por nanoemulsdo ( 138,+13,0%).

Para comparar se houve diferenca estatistica significativa do percentual de
intumescimento entre as membranas sintetizadas por nanoemulséo do 6leo, nas solu¢Ges
( 4gua x PBS) foi realizada a analise de variancia (ANOVA), com p <0,05, conforme

mostrada na Tabela 4.
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Tabela 4- Resultados da analise de variancia (ANOVA), fator unico, realizada para
avaliar o intumescimento das membranas por nanoemulsdo do Oleo, imersas por 24

horas na solucdo de &gua e PBS.

Fonte da F

variagéo SQ gl MQ F valor-P critico

Entre 2,392
82755,32802 9 9195,036447 79,91548587  1,05358E-13 81410

grupos 3

Dentro

dos 2301,19015 20 115,0595075

grupos

Total 85056,51818 29
*SQ: soma dos quadrados; gl: grau de liberdade; QM: quadrado médio.

O resultado mostra que o F calculado foi maior que o F critico, e 0 quadrado médio
entre os grupos foi maior que o quadrado médio dentro do grupo, com nivel de
significancia a 5%. Conclui-se que existe pelo menos uma diferenca significativa entre
0s percentuais de intumescimento das membranas, indicando que houve efeito no
intumescimento das membranas por nanoemulsdo do 6leo imersas 24 horas na agua e
PBS.

Foi aplicado o método de Tukey para confirmacdo dos dados relacionados ao teste
estatistico de variancia (ANOVA), de Unico fator, para identificar entre as membranas
de quitosana preparadas por nanoemulsdo do 6leo de copaiba, aquela que demonstrou
estatisticamente diferenca significativa entre os resultados de intumescimento, imersas
em agua e PBS, ap06s 24 horas de anélise. Foi encontrado o valor igual a 31,0269
correspondente ao d.m.s (diferenca minima significativa). O resultado do teste de
Tukey, comparando as diferencas entre as amostras estdo apresentados em tabela no
Apéndice B.

Na Figura 28, sdo mostradas as composicdes com diferenca estatistica
significativa, apos teste de Tukey, em relacdo ao percentual de intumescimento entre as
membranas sintetizadas por nanoemulsdo do éleo na solugdo (agua e PBS) apos 24

horas de imersao.
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Figura 28- Comparacdo dos percentuais de intumescimento das membranas de
quitosana por nanoemulsdo do 6leo, imersas 24 horas na solucéo (agua e PBS). (*) O
asterisco significa as composicdes com diferenca estatistica significativa.

O resultado do teste de Tukey aponta que o intumescimento, em solucdes
diferentes (dgua e PBS), da amostra com 0,1%(v/v) do 6leo por nanoemulsdo séo
diferente estatisticamente entre si.

A respeito disso, BRAS et al. (2020) relacionam a diminui¢do da capacidade
volumétrica de intumescimento ao carater hidrofébico do extrato Cynara cardunculus,
que pode ser atribuida a presenca de fracdo lipidica na composicédo, dificultando na
absorcdo de fluidos, o que pode ser apropriado para curativos onde uma sor¢édo
excessiva de fluidos néo é desejada.

Mas, de acordo com ALENCAR et al. (2015), a interagdo com 06leos naturais é
mais favoravel se houver um sistema de emulsificacdo do éleo, com uso de surfactantes
para melhorar suas caracteristicas de permeabilidade, biodisponibilidade e liberacdo dos
componentes ativos do 6leo.

Por isso, acredita-se que a sintese por nanoemulsdo do 6leo de copaiba melhorou o
intumescimento das membranas ao comparar com as membranas sintetizadas por
emulsdo. Esse comportamento pode ter sido relacionado pela melhor distribuigéo
homogénea das gotas do 6leo na solucdo de quitosana associado com o tamanho em

nandmetros das gotas.
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Portanto, as membranas por nanoemulsdo do 6leo parecem mais vantajosas, dada
ao comportamento satisfatorio de absorcdo de fluidos. Para materiais de curativos, estas
membranas podem ser mais indicadas no tratamento de feridas com grandes volumes

de liquidos corporais.

4.3.7. Determinacéo do percentual de umidade
Os valores relacionados ao teor de umidade das membranas de quitosana

sintetizadas por emulsdo do 6leo e por nanoemulsdo estdo expressos em percentuais e
descritos na Tabela 5.

Tabela 5- Percentual de umidade das membranas de quitosana sintetizadas por emulséo
e nanoemulsdo do 6leo de copaiba.

Membranas Percentual de umidade (%o)
MQ 21+1,18
MQCo-0,1 18 £2,45
MQCo-0,5 11 £1,13
MQCo-1,0 10 £0,25
MQCo-5,0 19+1,12
MQCoN-0,1 0,8+1,37
MQCoN-0,5 3,0+0,79
MQCoN-1,0 12 £2,02
MQCoN-5,0 10+ 1,50

De maneira geral, observou-se que a adi¢do do dleo na quitosana, sintetizadas por
emulsdo e nanoemulsdo das membranas, parece ter influenciado na diminuicdo do
percentual de umidade, ao comparar com a membrana de quitosana sem 0Oleo. Todavia,
as membranas sintetizadas por nanoemulséo, apresentaram-se efeitos de diminuicdo de
umidade mais pronunciadas.

Ao comparar as membranas produzidas por emulsdo e nanoemulsdo, de mesmos
componentes e concentracbes, foi possivel notar que houve diferenca entre os
percentuais de umidade. No entanto, pode-se observar que apenas a composigdéo com
1,0%(v/v) do 6leo por nanoemulsdo ndo apresentou diferenca entre os percentuais.

Em relacdo as membranas sintetizadas por emulsdo, os principais percentuais de

diminuicdo de umidade foram as amostras compostas por 0,5 e 1,0% (v/v) do oOleo.
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Para as amostras por nanoemulsao, os compostos contendo 0,1 e 0,5% (v/v), obtiveram
os resultados dos percentuais de diminui¢do de umidade mais expressivos.

O teste de variancia (ANOVA), fator Unico, foi realizado para verificar a existéncia
da diferenca estatistica significativa entre os percentuais de umidade das membranas de
quitosana sintetizadas por emulsdo e por nanoemulsdo do 6leo. Os dados gerados pelo
teste estatistico estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6- Resultados da analise da variancia (ANOVA), fator Unico, realizada para
avaliar o percentual de umidade entre as membranas de quitosana por emulsdo e

nanoemulsao do 6leo.

Fonte da F

variagéo SQ gl QM F valorP rttico

Entre 2,510
1195,786691 8 149,4733364 70,97568925 4,93818E-12 15789

grupos c

Dentro

dos 37,90762843 18 2,105979357

grupos

Total 1233,69432 26

*SQ: soma dos quadrados; gl: grau de liberdade; QM: quadrado médio.

Esse resultado do teste de variancia (ANOVA), por fator Unico, confirmou que ha
diferenca estatistica significativa entre as membranas sintetizadas, visto que o F
calculado foi maior que o F critico, assim como o quadrado médio entre os grupos foi
maior que o quadradro médio dentro do grupo, com nivel de significancia a 5%. Estes
dados significam que existe pelo menos uma membrana com percentual de umidade que
diferem entre as demais amostras, apontando que o éleo modificou tais valores.

A validacdo do teste de variancia (ANOVA) foi realizada pelo teste de Tukey para
comparacdo das médias de cada membrana e identificacdo da diferenca entre elas. Esses
resultados estéo descritos no Anexo C. Foi calculado o d.m.s, com valor de 4,156.

Na Figura 29, é mostrado o resultado do teste de Tukey, ao comparar a média de
umidade entre a membrana de quitosana sem 6leo e a média das demais membranas

preparadas por emulsé@o do 6leo de copaiba.
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Figura 29- Comparacdo dos percentuais de umidade entre a membrana de quitosana sem
0leo e as membranas de quitosana por emulsdo do dleo. (* ) O asterisco significa as
composicdes com diferenca estatistica significativa.

O resultado do teste de Tukey apontou que as membranas sintetizadas por emulsao
do 6leo nas concentracBes de 0,5%(v/v) e 1,0%(v/v) diferem estatisticamente da
membrana de quitosana sem o0leo (MQ), sugerindo que o processo de sintese utilizando
emuls&o nestes percentuais influenciou no teor de umidade das membranas.

Na Figura 29, é mostrado o resultado do teste de Tukey, entre a membrana de

quitosana sem 6leo e as membranas preparadas por nanoemulsdo do éleo de copaiba.
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Figura 30- Comparacdo dos percentuais de umidade entre a membrana de quitosana sem
6leo e as membranas de quitosana por nanoemulsdo do 6leo. (* ) O asterisco significa as
composi¢des com diferenca estatistica significativa.

Verificou-se no teste de Tukey que todas as membranas sintetizadas por
nanoemulsdo do Oleo diferem estatisticamente da membrana de quitosana sem Gleo
(MQ), mostrando que o processo de sintese utilizando nanoemulsdo influenciou
fortemente no teor de umidade das membranas.
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Figura 31- Comparacdo dos percentuais de umidade entre a membrana de quitosana por
emulsdo e nanoemulsdo do 6leo. (* ) O asterisco significa as composi¢ces com
diferenca estatistica significativa.

Ao comparar os percentuais de umidade das membranas de quitosana sintetizadas
por emulsdo e nanoemulsdo do 6leo, de mesma concentracdo, observou-se que houve
diferenca significativa de umidade entre as composicfes, exceto as membranas
compostas por 1% (v/v) do 6leo de copaiba que ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si.

Segundo os estudos de DASHIPOUR et al. ( 2015) o teor de umidade do filme a
base de carboximetilcelulose diminuiu completamente quando o dleo essencial
de Zataria multiflora foi incorporado. Esse resultado foi atribuido a reducdo da natureza
hidrofilica dos filmes..

Na pesquisa de RODRIGUES et al. (2020) a adi¢do do 6leo de copaiba, direta e
microencapsulada, reduziu a solubilidade dos filmes. Isso pode ser relacionado a

reducdo do carater hidrofilico dos filmes ocasionado pela interacdo entre o0s
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componentes do 0leo e os grupos hidroxila da matriz polimérica, que se tornam menos
disponiveis e consequentemente melhora a resisténcia dos filmes a agua.

Segundo KIMURA et al. (2016) e YOSHIDA et al. (2021) o teor de umidade
controlado na ferida favorece o processo de cicatrizagdo, portanto, faz-se necessario a
troca de curativos em feridas com excesso de fluido para evitar maceracao e infeccao.
Afirmam ainda, que feridas mais secas afetam o percurso natural da cicatrizagdo. Por
isso, oferecer um material para curativo com capacidade de absor¢do e controle de
umidade ajudam a ferida a cicatrizar-se adequadamente.

Com base nos resultados apontados no presente teste, entende-se que as
membranas compostas por nanoemulsées do Oleo de copaiba, especialmente as de
menores concentragdes do 6leo (0,1 % e 0,5 % v/v), devem ser priorizadas na sintese de
biomateriais para tratamento de lesdes por apresentarem maior possibilidade de
capacidade hidratante e manutencdo da umidade da lesdo, aspecto importante no

processo de cicatrizagao.

4.3.8 Determinacéo do angulo de contato

Na Tabela 7 ¢é apresentado o angulo de contato das membranas de quitosana
sintetizadas por emuls&o e por nanoemulsao do 6leo.
Tabela 7- Comparagéo do angulo de contato das membranas de quitosana sintetizadas

por emulsdo e nanoemulsao do 6leo.

Membranas Angulo de contato (°)
MQ 67+2,56
MQCo-0,1% 83+3,78
MQCo0-0,5% 81+5,65
MQCo-1% 38+4,97
MQCo-5% 65+2,77
MQCoN-0,1% 86+1,96
MQCoN-0,5% 49+1,55
MQCON-1% 683,05
MQCoN-5% 57+2,38

Esses resultados mostram que as membranas sintetizadas, por emulsdo e
nanoemulsdo apresentaram valores de angulos de contato abaixo de 90°, indicando

hidrofilicidade da superficie das membranas.
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Em relacdo a sintese das membranas por emulsédo, péde ser observada maiores

valores do angulo para as composi¢des contendo 0,1 e 0,5% (v/v) do Oleo, em 83 + 4°e

81 + 5° respectivamente, evidenciando que a adi¢do do 0leo, nessas concentracdes,

contribuiu para o aumento da natureza hidrofébica da superficie das membranas.

Entretanto, constatou-se baixos valores de angulo de contato das composi¢des do
0leo por emulsdo em 1,0 e 5,0%(v/v), para 38 + 5° e 65 + 3° respectivamente,
demonstrando comportamento mais hidrofilico dessas membranas oleosas.

Quando comparado com as nanoemulsées do 6leo, o valor do angulo de contato é
diferente entre as composic¢des. O angulo maior verificou-se na composi¢do com 0,1%
(v/v) do bleo, com 86 + 2° apontando a amostra com carater menos hidrofilico. Mas,
esse comportamento foi diferente para as demais composi¢fes do Oleo por
nanoemulsdo. Para as amostras contendo 0,5%, 1,0% e 5,0% (v/v) os valores do angulo
foram iguais a 49+1,55° 67+3° e 57+2°, respectivamente.

Na Tabela 8, sdo exibidas imagens de algumas composi¢cGes com resultados de
angulos de contato.

Tabela 8- Comparacédo do teste da gota séssil para anélise do angulo de contato.

Imagem Composicéo Angulo de contato (°)

MQ 67°

MQC0-0,5 810
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MQCoN-0,5 490

Estes dados demonstram a gota de agua formando o angulo de contato na
superficie das membranas de quitosana sem Oleo e com 06leo. Observa-se que a
membrana controle, obteve angulo de 66°, evidenciando a caracteristica hidrofilica da
quitosana.

Constatou-se angulo de contato igual a 81° da membrana de quitosana com
0,5%(v/v) do oOleo por emulsdo, demonstrando um carater mais hidrofébico da
membrana quando comparada com a membrana de quitosana sem 0leo. Por sua vez, o
angulo igual a 49° da membrana de quitosana por nanoemulséo do 6leo na concentragao
de 0,5%(v/v) foi revelada a membrana com superficie mais hidrofilica.

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada, com a finalidade de investigar a
diferenca estatistica significativa entre as médias dos valores de angulo de contato das
membranas de quitosana sintetizadas por emulsdo e nanoemulsao do 6leo. Os resultados
do teste, fator unico, foram apresentados na Tabela 9.

Tabela 9- Resultado da analise de variancia (ANOVA) para avaliar os valores do
angulo de contato entre as membranas de quitosana por emulsdo e nanoemulsdo do
Oleo.

Fonte da F
variacdo Q gl M F valor-P critico
2,510
6181,306667 8 772,6633333 65,1975436 1,02723E-11 15789
5

Entre
grupos

Dentro
dos 213,32 18 11,85111111
grupos
Total 6394,626667 26
*SQ: soma dos quadrados; gl: grau de liberdade; QM: quadrado médio.

Como o F calculado foi maior que o F critico, e 0 quadrado médio entre 0s grupos

foi maior que o quadrado médio dentro do grupo, ao nivel de significancia a 5%,
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confirmou-se que ha diferenca estatistica entre as membranas. Esse resultado evidencia
que h& pelo menos uma diferenca estatistica significativa entre as membranas, por
emulsdo e nanoemulsdo, quanto aos valores de angulo de contato, evidenciando que o
o0leo de copaiba foi capaz de modificar a molhabilidade da superficie.

Para validar os dados do teste de variancia (ANOVA), fator unico, aplicou-se o
teste de Tukey para identificar as membranas com diferenca estatistica significativa
entre os resultados dos valores do angulo de contato. Foi encontrado o valor igual a
9,858, correspondente ao d.m.s (diferenca minima significativa). O resultado do teste de
Tukey, comparando as diferencas entre as amostras estdo apresentados em tabela no
Apéndice B.

Na Figura 32, é mostrado o resultado do teste de Tukey, ao comparar a média do
angulo de contato entre a membrana de quitosana sem 0Oleo e a media das demais

membranas preparadas por emulsao do 6leo de copaiba.
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Figura 32- Comparacgédo do angulo de contato entre a membrana de quitosana sem 0Oleo
(MQ) e as membranas de quitosana por emulsdo do 6leo. (*) O asterisco significa as
composi¢des com diferenca estatistica significativa.

Verificou-se pelo teste de Tokey que as membranas sintetizadas por emulsdo nas
concentragdes 0,1% (v/v), 0,5%(v/v) e 1,0% (v/v) do éleo demonstraram que existem
diferenca estatistica significativa com a membrana de quitosana sem 6leo.

Na Figura 33, € mostrado o resultado do teste de Tukey, do angulo de contato entre

a membrana de quitosana sem 0leo e as membranas por nanoemulsao do oleo.
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Figura 33- Comparagdo do angulo de contato entre a membrana de quitosana sem dleo
(MQ) e as membranas de quitosana por nanoemulsdo do 6leo. (*) O asterisco significa
as composic¢oes com diferenca estatistica significativa.

Para as membranas sintetizadas por nanoemulséo, o teste de Tokey mostrou que as
concentragdes 0,1% (v/v) e 0,5%(v/v) do 6leo foram as membranas que apresentaram
diferenca estatistica significativa ao comparar-se com a membrana de quitosana sem
oleo.

Na Figura 34, é mostrado o resultado do teste de Tukey, ao comparar a média do
angulo de contato entre a membrana de quitosana sem 6leo e a média das demais

membranas preparadas por emulsdo e nanoemulsao do 6leo.
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Figura 34-Comparacdo do angulo de contato entre a membrana de quitosana por
emulsdo e nanoemulséo do 6leo. (*) O asterisco significa as composi¢ées com diferenca
estatistica significativa.

Ao comparar as membranas sintetizadas por emulsdo e nanoemulsdo do oleo, de
mesmas concentracdes, o teste de Tukey evidenciou uma diferenca significativa entre as
composig¢des contendo 0,5%(v/v) e 1,0% do o6leo.

Levando em consideracdo os métodos de sintese, por emulsdo e nanoemulsdo, da
adicdo do dleo de copaiba, pode-se sugerir que houve pouca influéncia no angulo de
contato entre as membranas. Esses resultados divergentes entre as sinteses e
composicoes pode estar diretamente relacionada com a microestrutura heterogénea
produzida durante o processo de sintese. Para tanto, esse fato mostra a necessidade de
investigacdo de meétodos de sintese envolvendo 6leo vegetal para melhorar a natureza
hidrofébica das membranas estudadas.

A hidrofilicidade é uma propriedade importante no campo biomédico, pois a
molhabilidade afeta a interagdo das células com os materiais em que estdo em contato
(BARRIONI et al., 2015). Os filmes hidrofilicos empregados como curativo
possibilitam a permeabilidade seletiva e a manutencdo da umidade da ferida que
contribui para o processo de regeneragdo das celulas, além de minimizar as dores devido
ao ressecamento de terminag0es nervosas.

Pensando sobre isso, MACHADO (2017) aponta que a superficie do material
interfere no seu carater hidrofilico/hidrofobico, visto que superficies mais lisas, podem
resultar em maior area de contato para o sélido e a agua, e superficies asperas levam a
menor area de contato devido a presenca de bolhas de ar presas na interface, gerando
elevados valores de angulos de contato.

Valores de angulos de contato para materiais contendo Oleo de copaiba sao
descritos por BONAN et al. (2015), que relatam um aumento do angulo de contato
(120,35+0,46°) de nanofibras de poli (acido latico)/polivinilpirrolidona devido a
presenca deste Oleo-resina, que gera um carater hidrofobico. Segundo MACHADO
(2017) o ¢6leo de copaiba, por ser de natureza hidrofobica, pode favorecer a reducgéo da
hidrofilicidade dos filmes poliméricos.

Portanto, entende-se que, no aspecto de molhabilidade e hidrofilicidade da
superficie do material, o ideal para tratar feridas, foram as sinteses das membranas de
quitosana preparadas por emulsdo com 1,0%(v/) do 6leo de copaiba (MQCo-1,0) e 0,5%

(v/v) por nanoemulséo do 6leo (MQCoN-0,5).
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4.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

A atividade antibacteriana, testada frente a bactéria S.aureus, das membranas
sintetizadas, por emulsdo e nanoemulséo estdo apresentadas na Tabela 10.
Tabelal0- Teste de atividade antibacteriana, em meio sélido contendo S.aureus das
membranas de quitosana por emulsdo e nanoemulséao do 6leo.

. Diametros
) Atividade o
Imagem Composicao ] ) de Inibicdo
antibacterina
(mm)
+ 7,7
MQ
+ 6
Quitosana/ Copaiba 0,1%
(MQCo-0,1)
+ 6
Quitosana/Copaiba 0,5%
(MQCo-0,5)
+ 6
Quitosana/Copaiba 1,0%
(MQCo-1,0)
. « + 4
Quitosana/emulsédo de
copaiba 0,5 %
(MQCo-5,0)
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Quitosana/Nanoemulsédo de
copaiba 0,1 % (MQCoN-0,1)

Quitosana/Nanoemulséo de
copaiba 0,5 % (MQCoN-0,5)

Quitosana/Nanoemulsédo de
copaiba 5 % (MQCoN-5,0)

Foi possivel observar uma resposta antibacteriana favoravel das membranas
estudadas, contra a cepa gram positiva S.aureus, vistas pela zona de inibicdo nas placas
contendo as amostras.

A maior atividade antibacteriana foi constatada na membrana de quitosana sem
oleo (MQ), podendo observar efeito mais eficaz na diminuicdo do crescimento celular
da cepa analisada, ao comparar com as membranas constituidas do 6leo.

A inibicdo bacteriana parece diminuir com a adi¢do do Oleo de copaiba na
quitosana, por emulsdo e nanoemulsdo. Ao comparar com a MQ, observou gue a sintese
das membranas por emulsdo do 0leo, apresentou efeito antibacteriano diminuido. O
comportamento de inibicdo bacteriana foi semelhante para as composi¢des MQCo-0,1,
MQCo-0,5 e MQCo-1,0. Mas, para MQCo-5,0, esse efeito antibacteriano foi mais
diminuido entre as membranas por emuls&o.

Quando compara a MQ com as membranas sintetizadas por nanoemulséo,
percebeu diferenca na atividade antibacteriana entre as composi¢des. A composi¢éo
contendo MQCoN-1,0 foi a segunda membrana a demonstrar melhor efeito
antibacteriano. Entretanto, a composic¢do contendo quitosana e 0,1%(v/v) do o6leo por
nanoemulsdo, aparentemente, ndo demonstrou nenhum efeito inibitorio. Para as demais
composicoes, MQCoN-0,5 e MQCoN-50, foram exibidos menores efeitos

antibacterianos.
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Segundo MATICA et al. (2019) o mecanismo de ac¢ao da quitosana na inibigcdo do
crescimento microbiano esté relacionado com a presenca de seus grupos aminicos que
sdo protonados e se ligam a grupos anidnicos desses microrganismos, modificando
atividade celular e a permeabilidade da membrana, resultando na perda de componentes
intracelulares e consequentemente inibicdo microbiana .

Quanto aos efeitos antibacterianos do 6leo de copaiba, MARANGON et al. (2017)
desenvolveram em seus estudos emulsdes formuladas com 6leo incorporado a quitosana
e gelatina. Tais composic¢des foram capazes de inibir infec¢bes por S.aureus.

A nanobiotecnologia melhora propriedades biologicas do 6leos vegetais. A esse
respeito, ALENCAR et al. (2015) conseguiram mostrar que o 6leo nanoestruturado
potencializou a capacidade antimicrobiana em infeccdes de pele.

Para LUCCA et al. (2015) esses efeitos aumentados do 6leo nanoestruturado na
capacidade de absorcdo na pele, estdo relacionados possivelmente com a entrega
melhorada dos constituintes bioativos do 6leo.

Tal fato foi observado por RODRIGUES et al. (2020) ao avaliar filmes
poliméricos incorporados com 0Oleo de copaiba, na forma direta e microencapsulada. Os
resultados mostraram que o 6leo encapsulado foi capaz de inibir as bactérias gram-
positivas, indicando que esse método de encapsulamento foi mais eficiente para
proteger os compostos bioativos do 6leo.

MORELLI et al. (2015) confirmaram atividade antibactericida contra a bactéria
gram positiva, Bacillus subtilis, com 06leo de copaiba incorporado em filmes de poli-
acido-latico (PLA).

Aparentemente, no estudo em questdo, o efeito antibacteriano foi melhor nas
membranas produzidas por emulsdo, pois provavelmente as produzidas por
nanoemulsdes podem ter apresentado maior dispersdo do 6leo e parcial solubilizacéo, o
que pode ter interferido na capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano. Além
disso, pode ter havido aprisionamento dos componentes bioativos diminuindo a
capacidade antibacteriana.

Mediante os dados apresentados do estudo antibacteriano, pode-se supor efeito
inibitdrio presente nas membranas estudadas por emulsdo e nanoemulsdo em relacédo a
bactéria S.aureus, exceto a composicdo MQCON-1,0 que ndo produziu nenhuma
atividade antibacteriana.
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5 CONCLUSAO

- Foram obtidas membranas a base de quitosana, por emulsdo e nanoemulsdo do 6leo de
copaiba em diferentes proporcgoes.

- Os principais componentes quimicos identificados no oleo de copaiba foram os
compostos cariofileno, alfa-trans-bergamoteno e beta-bisaboleno.

- A emulsificacdo ultrassdnica do 6leo de copaiba resultou em tamanho de goticulas do
oleo em escalas nanométricas e dispersdo homogénea do 6leo no sistema, visto pelo
DLS.

-Quanto a morfologia, as membranas de quitosana sintetizadas por emulséo,
apresentaram aparéncia heterogénea, amareladas, pouca maleabilidade e bom manuseio.
Para as nanoemulsdes do 6leo foram observadas aparéncia homogénea, cor levemente
amarelada, boa manuseabilidade e pouco maledveis. Comparando as sinteses e
composi¢des, a sintese por nanoemulsdo produziram membranas com melhores
caracteristicas macroscopicas como a coloracdo, homogeneidade e continuidade, exceto
a MQCoN-5,0.

- Quanto a analise microestrutural, 0 MEV mostrou que a sintese em emulsdo do 6leo
modificou a superficie das membranas com surgimento de microporos influenciados
pela concentragdo oleosa, exceto a MQCo-0,1. Mas, a sintese por nanoemulso do 6leo
aumentou a quantidade de porosidade dispersas nas superficies das membranas. Ao
comparar as sinteses, o MEV, demonstrou que as nanoemulsdes influenciaram
fortemente nas mudancas microestruturais devido a porosidade mais numerosa e
distribuicdo mais homogénea na superficie das membranas.

- Os espectros de DRX mostraram que a emulsdo do 6leo de copaiba na quitosana,
associada com a concentracao oleosa, influenciaram na diminuicdo da cristalinidade da
quitosana. Estruturas menos cristalina foi também observada nas membranas de
quitosana sintetizadas por nanoemulsdo do 6leo. A adicdo do 6leo de copaiba por
nanoemulsdo proporcionou maior amorficidade das membranas sintetizadas quando
comparadas com a sintese por emulsdo, portanto mais indicadas para tratar feridas,
devido maior influéncia bioativa no processo cicatricial.

- Quanto ao FTIR, a sintese por emulsdo e nanoemulsdo proporcionou inclusdo dos
componentes oleosos na quitosana. Todavia, nanoemulsdes evidenciaram melhor

interacdo com constituintes do 6leo de copaiba.
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- Na andlise termogravimeétrica, por DSC, demonstraram que a sintese por emulséo
e nanoemulsdo do 06leo favoreceram a estabilidade das membranas sintetizadas. No
entanto, os efeitos dessa estabilidade foram melhorados pela obtencdo das
membranas de quitosana por nanoemulsao.

- O intumescimento das membranas de quitosana, por emulsdo do Oleo,
apresentaram capacidade de absorcdo nas solucBes utilizadas (dgua e PBS),
entretanto os percentuais foram melhores alcangados na agua. As nanoemulsdes do
6leo intumesceram satisfatoriamente quando imersas em agua € o PBS. Ao
comparar, 0s percentuais de intumescimento, a sintese por nanoemulsdo do 6leo
apresentaram melhores taxas de crescimento de absorcéo de fluidos.

- O percentual de umidade foi levemente influenciado pela sintese de emulsdo do
6leo de copaiba, mostrando-se membranas com pouca umidade. As nanoemulsdes
do 6leo modificaram a umidade das membranas sintetizadas, mantendo-se mais
Umidas, portanto, mais hidratadas. A sintese das membranas de quitosana por
nanoemulsdo do 6leo apresentaram comportamento de umidade mais satisfatorios
em relacéo as sintetizadas por emulséo.

- Quanto ao angulo de contato, houve pouca influéncia entre os metodos de sintese
por emulsdo e nanoemulséo do 6leo. As composi¢cdes MQCo-1,0 e a MQCoN-0,5
foram as membranas com comportamento mais hidrofilico.

- As membranas sintetizadas por emulsdo e nanoemulséo foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano S.aureus, exceto a MQCoN-1,0.

- As membranas de quitosana produzidas em nanoemulsdes podem ser mais
indicadas para aplicagdo em feridas agudas, cronicas, exsudativas e infectadas pela

bactéria S. aureus.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar novos métodos de sintese de emulsdo do 6leo de copaiba incorporado na
quitosana.

- Realizar teste de permeacdo cutanea.

- Realizar testes mecanicos das membranas sintetizadas.

- Avaliar citotoxicidade das membranas produzidas através de estudos in vitro.

- Replicar o teste antibacteriano por difusdo em agar das membranas sintetizadas.

- Realizar outros metodos mais sensiveis de atividade antibacteriana.

- Realizar teste In vivo.
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Abstract: The interaction of copaiba oil in the polymer matrix of chitosan can produce a favorable
synergistic effect and potentiate properties. Indeed, the bioactive principles present in copaiba oil
have anti-inflammatory and healing action. In the present work, chitosan membranes containing
different contents of copaiba oil copaiba (0.1, 0.5, 1.0 and 5.0% (/1)) were for the first time investi-
gated. The membranes were developed by the casting method and analyzed for their morphology,
degree of intumescence, moisture content, contact angle, Scanning Electron Microscope, and X-ray
diffractometry. These chitosan/copaiba oil porous membranes disclosed fluid absorption capacity,
hydrophilic surface, and moisture. In addition, the results showed that chitosan membranes with the

addition of 1.0% (17/) of copaiba oil presented oil drops with larger diameters, around 123.78 um.
The highest fluid absorption indexes were observed in chitosan membranes containing 0.1 and 0.5%

(v v) of copaiba oil. In addition, the copaiba oil modified the crystalline structure of chitosan. Such

characteristics are expected to favor wound treatment. However, biological studies are necessary for
the safe use of chitosan/copaiba oil membrane as a biomaterial.

Keywords: polymers; chitosan; copaiba oil; wound healing
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neutral with regard to jurisdictional Innovative dressings have been targeted by researchers to assist in the regeneration
claims in published maps and  of damaged tissues. For efficient wound healing, it is necessary that the dressing is non-
institutional affil- fations. allergenic, non-toxic, maintains moisture, allows gas exchanges, protects the wound against

pathogenic microorganisms, and absorbs exudates from the wound. Moreover, it must

stimulate growth factors, promote tissue granulation and reepithelization, and be easy
BY .y . - -

to remove [1,2]. In addition to these attributes, researchers are currently searching for

Copyright: ©202Lby the authors. - 4rassing covers that interact with the wound and release natural bioactive molecules that
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This article is an open access article Biopolymers materials, for example, are commonly used in the medical field as dress-
distributed under the terms and ings, wound treatment, drug delivery, tissue engineering, and medical implants [4,5]. Chi-
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attributes suitable for application in dressings [7,8]. Chitosan’s numerous essential advan-
tages are related to its interaction with the tissue, causing no or low toxicity to degradation,
as well as having anti-inflammatory and antibacterial effects [9—11]. In addition, chitosan
acts actively as a hemostatic agent and supports tissue regeneration, and is therefore
beneficial in wound healing [12,13].

Chitosan is composed of units of poly-(beta-1-4) N-acetyl-D-glucosamine, extracted
through partial deacetylation of chitin, one of the most abundant renewable biopolymers,
which is obtained at low cost and on a large scale through marine sources [14]. The
chemical modifications of chitosan are associated with a tendency for changes caused
by the hydroxyl and amine functional groups present in its structure [15]. However, the
efficacy of its properties depends strictly on molecular weight, degree of deacetylation,
polydispersibility, and its structure [16]. Therefore, chitosan can be easily processed into a
variety of forms to treat skin lesions. Some of these forms, such as membranes, gels and
hydrogels, nanoparticles, and scaffolds, can be effective in drug delivery with controlled
release of active elements with antimicrobial actions, avoiding infections and accelerating
healing [17].

Several chitosan membranes are formulated in combination with natural and synthetic
base materials for wound treatment. Tamer et al. [18] formulated a chitosan-based mem-
brane with sodium hyaluronate and used glutathione with antioxidant action to accelerate
wound healing. In studies by Kenawy et al. [19], the chitosan/gelatin/cinnamaldehyde
combined dressing produced membranes with effective antibacterial properties that could
be used on wounds. Xie etal. [20] created a membrane composed of chitosan, collagen, and
alginate with promising effects on tissue repair. A study conducted by Susanto et al. [21]
concluded that the chitosan membrane associated with collagen induced an increase in the
number of fibroblasts in the mandibular defect of rats.

Medicinal alternative therapies for treating wounds with bioactive compounds have
gained importance in recent years [22]. Combining chitosan with copaiba oil can be an
attractive compound to minimize wound healing difficulties, and prevent infections.

Copaiba oleoresin is an abundant natural resource in the Brazilian Amazon, used
for centuries by traditional peoples for therapeutic purposes, mainly anti-inflammatory
and wound healing [23—25]. The medicinal property of copaiba oil was attributed to p-
caryophyllene, one of the most important constituents of the oil. Several studies have

reported 3-caryophyllene as possibly responsible for the anti-inflammatory action [26,27].
Moreover, other pharmacological properties have been attributed to the oil, such as anal-

gesic, antinociceptive, antitumor, antioxidant, and antimicrobial activities [28—30]. The
antibacterial effect was potentially observed against the pathogen Staphylococcus

aureus by combining chitosan/gelatin/copaiba oil in the form of an emulsion [31].

Biopolymers’ properties can be enhanced or improved with the incorporation of
copaiba oil. Norcino et al. [32] concluded that pectin films loaded with copaiba oil na-
noemulsions improved physical-mechanical and antimicrobial properties. Experiments
by Pascoal et al. [33] resulted in developing topical dressings with copaiba oil conju-
gated with commercial biopolymers as an option for the controlled release of cutaneous
anti-leishmaniasis drugs. Hydrogel formulation based on polymers containing copaiba
oil nanoemulsions reduced the inflammatory factors caused by ear and paw edema in
mice [34]. Nanocapsules containing copaiba oil and chitosan may increase synergism
with anti-cancer drugs [35]. Chitosan-based membranes have been widely explored, es-
pecially as wound dressings [36—41]. However, there are gaps involving wound healing
and appropriate materials according to the type of wounds. Studies exploring polymer
synergism with copaiba oil are necessary due to incipience in the literature. Recently,
Debone et al. [41] researched different concentrations of chitosan-copaiba oil films for
wound dressing application, but in this work, the authors did not investigate the combina-

tion of various copaiba oil concentrations (0.1, 0.5, 1.0, and 5.0% /) in chitosan solution

(1.0% /). Furthermore, [41] did not research the contact angle, moisture content, and
X-ray diffraction of films. Moreover, [41] did not perform statistical analysis to validate the
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results. In the present work, a detailed statistical analysis of the results of contact angle
and moisture content was done, and the interaction of chitosan and copaiba oil was for the
first time studied in different concentrations as an approach to develop a membrane that
could be beneficial as an active dressing for skin wounds. In this context, the objective of
this study is to analyze the influence of copaiba oil on the chitosan membrane as a possible
application in the treatment of skin wounds.

2.Materials and Methods

2.1. Materrals

Commercial chitosan (CAS: 9012—76—4) (medium molecular weight-190,000—310,000 Da
and deacetylation degree in the range 75—85%) was obtained from Sigma Aldrich Labo-
ratory (Sdo Paulo, Brazil). Glacial acetic acid (Scientific Exodus), sodium hydroxide P.A.

(Vetec) reagents, and distilled water (conductivity 1.5 uS/cm). Phosphate buffered saline
solution (PBS) with pH = 7.2. The copaiba resin oil was obtained from Amazon Qil (Belém,
Brazil). Its technical characteristics are listed in Tablel.

Table 1. Technical specifications of commercially purchased copaiba oil.

Chavracteristics Units Presentation
Appearance (25 C) e Liquid, with low viscosity
Color _— Yellowish, greenish to brown
Aroma e Typical wooden
Density g/mL 0.912
Refraction index (20 “C) —_— 1.5
Solubility in water R Insoluble

2.2 Membrane Production by Casting Method

The emulsions for membrane production were prepared following the method de-
scribed by [41] with modifications. For the production of chitosan suspension, the polysac-

charide (1.0% /1) was dissolved in an aqueous solution of acetic acid (1% /). To verify

the effective formation of the emulsion, solutions were kept at rest for 7 days, and then a
visual analysis was carried out in order to verify the non-separation of the phases.

The membranes were obtained by the casting method (see Figurel) according to the
methodology proposed by [41] with modification. Chitosan was dissolved in an aqueous
solution of acetic acid in magnetic agitation for 24 h. Copaiba oil was added to the chitosan
solution in magnetic agitation for another 3 h. Four concentrations of copaiba oil (0.1%,

0.5%, 1.0%, and 5% /) were analyzed in chitosan solution. After stirring, the mixture

(chitosan/oil solution) was spilled into a polystyrene Petri dish with a volume of 50 mL.
The solutions were subjected to a drying process for 24 h on a stove at 40 °C for both acid
evaporation and membrane formation. Dry membranes were neutralized with 5% sodium

hydroxide (/) for 2 h. After this period, the membranes were washed with plenty of

distilled water to remove the excess from the reagent and then placed for drying at room
temperature (RT) for 24 h. The chitosan membrane without copaiba oil was produced as a
control sample and subjected to the same processing conditions.

2.3 Characterization of Membranes
2.3.1. Macroscopic Analysis

The chitosan membranes prepared with and without copaiba oil were subjected to vi-
sual and tactile inspection to evaluate color, continuity, homogeneity, and maneuverability.
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2.3.2. Scanning Electron Microscopy (SEM)

The surface of the membranes was observed using a scanning electron microscope
(Tescan-Vega 3, Brno, Czech Republic) equipped with a 5 kV field emission electron source.
Initially, the membranes cryogenic cut on liquid nitrogen then mounted on a metal smear
and coated with a thin layer of gold—palladium. The particle diameter was measured using
the Vega 3 software, model Vega 3 (Tescan, version 3, Czech Republic).

Chitosan solution and copaiba oil Chitosan/copaiba oil emulsion

Casting method
Chitosan/copaiba oil membrane

Drying

< —

Figure 1. Schematic diagram of the synthesis of chitosan membranes/copaiba oil by the

casting method.

2.3.3. Absorption Capacity/Degree of Intumescence

Tests for the absorption capacity or degree of intumescence of Ch-control membranes
ChCo-0.1, ChCo-0.5, ChCo-1.0, ChCo-5.0 samples with a 1 cm diameter were performed
in phosphate-saline buffer solution (pH = 7.4) and in distilled water at RT in triplicate to
evaluate the initial behavior of intumescence in the first hour and after 24 h, 7 days, and
14 days, which corresponds to the time of the future biocompatibility study. The samples
were initially weighed on a digital analytical scale (ChyoBrand, jk 200 model, Tokio, Japan)
and then immersed in fluids. After each period of analysis, the tumid membranes were
removed from the medium, and the excess liquid was removed from the surface using
filter paper. The absorption capacity was determined by means of the difference of the
tumid samples in relation to the dried samples according to:

Absorption (%) = (Mf - Mi)/Mi) x 100 )]

where: Mf = final mass of the tumid sample; Mi = dry initial sample mass.

2.3.4. Moisture Determination

The moisture content of the membranes was evaluated by the gravimetric method.
For this, the initial mass of the samples of the three membranes was weighed on the
above-mentioned analytical scale. Then, the samples were dried in an analogical stove

(Sterilifer-modelSX1.2, Sao Paulo, Brazil) at # 105 °C for 24 h. After this procedure, they
were again weighed. The humidity contained in the samples was determined according to:
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U (%) = ((Mi - Mf)/Mi) x 100 2)
where: U = percentage of humidity; Mi = initial mass; Mf = final mass.

2.3.5. Contact Angle Measurement

The contact angle of the droplet with the membrane was determined on each sample
using the sessile drop method. A drop (0.05 mL) of distilled water was placed on the
membrane at RT for 30 s. Images were captured with a camera and analyzed by the ImageJ
software (National Institute Health, version 1.51n) to measure the angle formed between
the membrane contact and water drop.

2.3.6. X-ray Diffractometry (XRD) Analysis

XRD analyses were performed on the Empyrean Model X-Ray diffractometer (DXR)
(Malvern, United Kingdom) of PANalytical using Co anode ceramic X-ray tubes

(K1 =1.789010 A). Phase identification was performed using the X-Pert HighScore Plus
(Panalytical) software (Malvern Panalytical, version 5.1).

2.3.7. Statistical Analysis

The statistical validation of the data was performed using the analysis of variance test
(ANOVA), with a confidence interval of 95% (# < 0.05). The mean values were compared
by the Tukey test.

3.Results and Discussion

3.1 Macroscopre Analysis of Membranes

Table2shows the macroscopic aspects of the membranes.

Table 2. Macroscopic characteristics of membranes.

Description Color Homogeneity Continuity Handling
Ch-control . Slightly Loud Loud Loud
yellowish
ChCo-0.1 Sllghfcly Intermediate Loud Loud
yellowish
ChCo-0.5 SllghFIy Intermediate Loud Loud
yellowish
More intense .
ChCo-1.0 Intermediate Loud Loud
yellow+
ChCo-5.0 More intense Low Low Low
yellow++
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All chitosan solutions produced thin, yellowish membranes. The pure chitosan mem-
brane (without oil) exhibited a slightly yellow color and relative transparency. The yellow
color was more intense in the membranes prepared with copaiba oil. Such aspects of the
color of the membranes are related to both the color of chitosan and the direct influence
of the natural color of the oil. Thus, the yellowish color of the membranes is directly
proportional to the concentration of copaiba oil in the chitosan matrix. Moreover, the
chitosan membranes with higher copaiba oil contents not only modified the color of the
polymer but left them less transparent. However, at lower levels of copaiba oil, the color
and transparency seemed similar. Similar effects were observed for chitosan films con-

taining two concentrations of copaiba oil (1% and 2% /1), in which a significant color

difference for films more than 2% chitosan were formed for higher oil concentration [41].
The electrostatic interaction between the protonated amino groups of chitosan and the
molecules of copaiba oil might have induced this significant change in color with the
increase in oil concentration [42].

Based on these results, it can be confirmed that Ch-control and membranes prepared
with 0.1%, 0.5% and 1% copaiba oil presented better macroscopic characteristics such
as good solubility, no fractures or ruptures, and easy handling. However, the chitosan
membrane with 5% copaiba oil (ChCo-5.0) seems to be less appropriate, as it presented
fragility during the detachment of the petri dish and caused the separation of phases. This
separation seen macroscopically on the membrane surface suggests that the polymer did
not completely incorporate the oil into its structure, apparently because it is the membrane
with the highest amount of copaiba oil.

3.2. SEM

Figure2shows the microstructure of the surfaces of Ch-control and chitosan mem-
braneswith copaibaoil (ChCo-0.1; ChCo-0.5; ChCo-1,and ChCo-5.0), and Table3describes
the size of pore diameters.

VEGA3 TESC

PPGF | UFPA

Figure 2. Cont.
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VEGAI TESCAN|

FPGE [ UFPA

SEM HV: 5.0 kV WD: 15.06 mm VEGA3 TESCAN
View field: 1.15 mm Det: SE 200 pm
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Figure 2. Cont.
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SEM HV: 5.0 kV
View field: 1.15 mm

‘WD: 15.00 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV I WD: 15.11 mm 1 VEGA3 TESCAN|
Det: SE 200 pm View field: 2.9 pm | Det; SE
SEM MAG: 180 x  Date(mid/y): 07/10/21 PPGF /| UFPA : 9. H PPGF /| UFPA

(M) ()
Figure 2. Membrane micrographs: (a) oil-free chitosan (Ch-control)180 magnification; (b) Oil-
free chitosan (Ch-control) magnification of 9.08; (¢) chitosan with 0.1% copaiba oil (ChCo-0.1) 180
magnifi- cation; (d) chitosan with 0.1% copaiba oil (ChCo-0.1) magnification of 9.08; (e) chitosan
with 0.5% copaiba oil (ChCo-0.5) magnification of 180, (f) chitosan with 0.5% copaiba oil (ChCo0-0.5)
magnifica- tion of 9.08; (g) chitosan with 1.0% copaiba oil (ChCo-1)magnification of 180; (h)
chitosan with 1.0% copaiba oil (ChCo-1)magnification of 180; (i) chitosan with 5.0% copaiba oil

(ChCo-5) magnification of 180; (j) chitosan with 5.0% copaiba oil (ChCo-5) magnification of 9.08.

Table 3. Size of membrane

pores.
Descriptio >Diameter <Diameter
n (um) (um)
Ch-control - -
ChCo-0.1 - -
ChCo-0.5 65.20 33.75
ChCo-1.0 123.78 30.39
ChCo-5.0 10.38 2.25

In Figure2c—j, the membrane matrices with copaiba oil were irregular, discontinuous,
and with oil droplets, unlike the control matrix (Ch-control) that presented a rough surface.
The membrane matrix (ChCo-0.1) shows a structure without the formation of appreciable
oil droplets with a dense surface. On the other hand, in the membranes with 0.5%, 1%, and
5% of copaiba oil, dispersed oil drops were observed in their microstructures. However, the
number of droplets was more evident in the membrane matrix (ChCo-0.5), whose droplet
diameter ranged from 65.20 um to 33.75 um. Nevertheless, when the oil concentration was
increased to 1% (ChCo-1.0), the size of the drops gained greater effects on the chitosan
matrix, with diameters between 123.78 um and 30.39 um. In addition, it produced a
cluster of drops in the chitosan matrix, promoting interconnection between the drops.
This behavior can be explained due to the presence of hydroxyl groups and primary
amines that provide the molecule a polar character, so there is repulsion to copaiba oil
molecules and, consequently, less miscibility [43,44]. Conversely, the matrix (ChCo-5.0)
revealed a structure with a smaller droplet size, which ranged from 10.38 um to 2.25 pum.
Although more pronounced, irregular characteristics were observed, which may indicate
fragmentation in the microstructure.

Silva et al. [45] observed that the addition of andiroba oil decreases the number and
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size of pores, as the concentration of oil in poly-based polymeric film (&-caprolactone)
(PCL), as well as no oil retention on the surface of the films, which may indicate a good

interaction of the compound PCL/andiroba. However, the changes that occurred in the
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structure of chitosan with the incorporation of oils depending on the molecular structure
of the polymer and its chemical interactions. Interaction with natural oils is more favorable
if there is an oil emulsification system. The might be achieved using surfactants to improve
the permeability, bioavailability, and release characteristics of the active components of
the oil [46]. Therefore, it is believed that there was a greater repulsion of the molecules of
copaiba oil with chitosan due to the hydrophobic nature of the oil.

3.3.  Absorption Capacrty/Degree of Intumescences

Figure3shows the degree of intumescences as a function of time for chitosan mem-
branes without copaiba oil, and chitosan membranes with copaiba oil, after immersion in
water and phosphate-saline buffer solution (PBS).

300 /
—m— Ch- control
—®—ChCo-0.1
—A— ChCo-0.5
250 | _y—chco-10
—&— ChCo-5.0
200

ot

Absorption capacity- Water (%)

150
A
100 1 l,,__——-—-’i
/ ./ /.
“‘-‘!/-"—-ﬂI'—. i
50 ~ ; N —_—
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@
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—&— Ch-control
—8— ChCo-0.1
—&—ChCo-05
= 250 | & chco-10
é ChCo-5.0
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Figure 3. (a) Degree of absorption of membranes in aqueous medium asa function of time; b)

Degree of absorption of membranes in phosphate-saline buffer solution (PBS) as a function of
time.
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Absorbent materials are ideal for wound healing as they provide controlled moisture,
avoiding infection and maceration in the wound bed. The present results showed that the
membranes were able to promote fluid absorption. The high absorption rate of membranes
containing copaiba oil at concentrations of 0.1% and 0.5% was evident (ChCo-0.1; ChCo-
0.5). They revealed higher absorption rates in the presence of PBS solution, whose values
obtained in 14 days were 214% and 230%, while in water, they reached 161% and 163%,
respectively. However, high concentrations of copaiba oil in the polymer matrix (ChCo-1.0
and ChCo-5.0) showed low absorption rates, especially when in contact with water with
values of 56% and 61%, and PBS solution, 90%, and 86%, respectively. However, the oil-
free chitosan membrane (Ch-control) interacted better with water, obtaining enhanced
absorption capacity in this medium, with a value of 109% and 82% in PBS solution in the
period of 14 days. The reason for this divergence of absorption between the solutions
stems from the polarity difference between water and the buffer solution. Chitosan has a
strong affinity for polar molecules due to its amine and hydroxyl groups, so it has better
interaction with water because it is extremely polar (pH =5.6) when compared to the buffer
solution (pH =7.2) [42]. However, copaiba oil seems to influence the absorption behavior
of the chitosan membrane when immersed in water by reducing absorption in this medium.
The data also suggest that the effect of porosity may have favored the absorption capacity of
membranes with low concentrations of copaiba oil in the chitosan matrix. However, as the
oil concentration increases, this phenomenon is reversed due to some kind of interaction or
repulsion to the oil.

Gunes and Tihminhoglu [47] concluded in their studies that the increased intumes-

cence in the film containing 4~ /%rﬂ{rm‘am oil could be explained by the formation

of a porous structure with the addition of oil in the chitosan matrix. This finding
corroborates the results of the present study, as evidenced by the microstructural data

obtained by SEM. The analysis of variance, ANOVA, with g < 0.05 shown in Table4,

indicates a statisti-
cally significant difference in permeability between the groups of chitosan treated without
copaiba oil and with copaiba oil when immersed in water and solution in PBS.

Table 4. Results of variance analysis (ANOVA), performed to evaluate the absorption capacity of

membranes with copaiba oil content on the chitosan matrix in water and PBS solution.

Origin of
Variation

Degrees

Sum of Squares Freedom Middle Square Value of F p-Value

)

Between groups
Within two groups

Total

493,634 9 54,848.20 30.2 <0.05
364,143 200 1820.71 - -
857,777 209 0.00001

In Figure4, the Tukey test suggests a statistically significant difference between
chitosan membranes prepared with 0.1% and 0.5% (/) of copaiba oil, in which greater

absorption capacity was observed in the solution in PBS in relation to water. This resultis
favorable for materials in contact with wounds, considering that the PBS solution simulates
the composition of human body fluids. There was no statistically significant difference

between oil-free membranes and membranes with 1.0% and 5.0% (/1) of copaibaoil.

In the case of dressing materials, the results may indicate that the membranes compo-
sitions ChCo-1.0 and ChCo-5.0 might be more favorable in wounds with little exudates.
For example, in cases of dry wounds, this material could be used previously hydrated to
dampen the site and stimulate the closure of the lesion. On the other hand, the ChCo-0.1
and ChCo-0.5 membranes may be suitable for highly exudative wounds to control local
moisture and thus avoid worsening the injury due to macerated tissue caused by exudates
accumulation, thus requiring frequent removal of this material in wounds.
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According to the study by Bras et al. [8], a decrease in the volumetric capacity of

intumescences with the incorporation of Cynara cardunculus extractwas observed. This

was attributed to the hydrophobic character of the extract and by the presence of lipid
fraction
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in the composition, which may be appropriate for dressings where excessive sorption of
fluids is not desired.
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Figure 4. Evaluation of the absorption capacity of fluids of polymeric membranes of Ch-control
without chitosan, and incorporated with copaiba oil (ChCo-0.1; ChCo-0.5, ChCo-1.0, ChCo-5.0)
immersed for 24 h in water and PBS. The asterisk indicates the statistical difference between the
control group and the group with oil obtained in the Tukey test.
3.4 Contact Angle and Moisture Content Determination
Table5shows the measurements of the contact angle with water and moisture content
for oil-free chitosan membranes and membranes with copaiba oil, aiming to investigate the
surface permeability of membranes.
Table 5. Measurements of the contact angle with water and moisture content of the developed
membranes.
Membranes Contact Angle (°) Moisture Content (%)
Control chitosan membrane Ch-control 66.73 + 2.56 21.28 +1.18
Crinwoun bucgpalba OL;F ool 83.63 +378 18.57 % 2.45
Chitosan mer%%rggﬁ)vgimp.s% ChCo-05 80.90 + 5.65 11.39 #1.13
Chitosan merpbrang with 1% ChCo-1.0 38.33 # 4.97 9.93 #0.25
Chitosan merggﬁ%%gv(i“ 5% ChCo-5.0 65.03 + 2.77 19.42 #1.12

The wettability of the surface of a biomaterial significantly influences the interaction
with the tissue that comes into contact, inducing favorable or unfavorable reactions to
the organism [48]. Table5shows that all developed membranes presented hydrophilic
surfaces, although the surface interaction with water occurred in different ways. This
result can be explained by the presence of hydroxyl and amino groups present in the
structure of chitosan. The positive charges that arise when the amino groups are protonated
decrease the surface free energy, improving the wettability of the membranes [32]. Thus,
it is assumed that copaiba oil with low contents (ChC0-0.1 and ChCo-0.5) modified the
hydrophilic characteristic of membranes, reducing surface hydrophilicity. However, 1.0%
oil content enhanced the membrane hydrophilicity. Such behavior can be associated
with the equilibrium relationship between the adhesive and cohesive forces of the liquid,
suggesting that a change in this balance may have caused a change in the droplet diameter
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and, consequently, an increase in hydrophilicity as indicated by [15]. Meanwhile, the
hydrophilic condition of the sample with 5% oil (ChCo-5%) approached that of the control
membrane. Similar results [32] occurred in the formation of the film containing copaiba oil
and pectin,which caused anincrease in the contactangle and consequently resultedina
decrease in the hydrophilicity of the polymericfilm.

Table5presents values of the moisture content of the membranes. The developed
membranes disclose different percentages of moisture. However, the oilless chitosan
membrane (Ch-control) is shown to be relatively moister between the membranes. This
behavior decreased in membranes containing copaiba oil, making them less moist.

ANOVA showed a hydrophilicity effect associated with the surface of chitosan mem-
brane with copaiba oil since it showed a statistically significant difference between oil-free
membranes and oil-treated membranes, as shown in Table6.

Table 6. Results of variance analysis (ANOVA) performed to evaluate the effect of hydrophilicity

on the surface of membranes with copaiba oil content on the chitosan matrix.

Origin of S : Degrees .
Variation um of Squares Freedom Middle Square Value of F p-Value
of
(DF)
Between groups 3886.70 4 971.68 56.93 <0.05
Within two groups 170.69 10 17.07 - -
Total 4057.39 14 0.00008

In Figure5, the Tukey Test confirms that the chitosan membrane with 1.0% copaiba oil
was the most hydrophilic sample with the lowest contact angle with a significant statistical

difference (» < 0.05) between the membranes. In contrast, samples with low copaiba oil
content have a less hydrophilic character when compared to the control sample and the
sample with 5% (/) of oil.

100
Il Ch-control
I chCo-0.1
Il ChCo-0 5
80 I chCo-1.0

B ChCo-5.0

60

40

Contact angle ( °)

20

Time (sec)

Figure s. Contact angle of membranes with analysis of the Anova Test (# < 0.05; DF = 4) and the
Tukey Test. The asterisk indicates the sample with significant statistical difference (¢ < 0.05).
As was observed by the ANOVA, there is a statistical difference between membranes.

Indeed, there is an effect on the membrane moisture when copaiba oil is incorporated in
the polymer matrix of chitosan, as shown in Table7.
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Table 7. Results of variance analysis (ANOVA) performed to evaluate the effect of moisture of

membranes with copaiba oil content on the chitosan matrix.

Origin of Sum of S Degrees .
Variation quares Ereedom Middle Square Value of F p-Value
of (DF)
Between groups 312.31 4 78.0769 38.78 <0.05
Within two groups 20.13 10 2.01318 - -
Total 332.44 14 0.00027

In Figure6, the Tukey Test showed that chitosan membranes containing 0.5% and
1.0% showed a statistically significant difference between membranes (# < 0.05). Thus,

the data suggest that the water content was lower in the ChCo-0.5 and ChCo-1.0
membranes. However, chitosan membranes with 0.1% and 5.0% copaiba oil lost little
water in their structures compared to the control chitosan membrane (Ch-control).

30
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R
c
[++]
wd
c
=]
Q
E 10
Q
=
0
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Figure 6. Percentage of membrane moisture with analysis of the ANOVA Test (¢ < 0.05; DF = 4)

and the Tukey Test. The asterisk indicates the sample with significant statistical difference (¢ <
0.05).

3.5 X-ray Diffractometry (XRD) Analysis

The diffractogram of the studied membranes is shown in Figure7. This figure shows
that the addition of copaiba oil causes a broadening of the peaks of chitosan without oil,
whose diffractogram is characteristic of a semi-crystalline material.

The diffractions of 2 broad peaks in 28: 10.55, 23.373, 26: 11.55, and 23.70, respectively,
were analyzed. Such peaks are typically chitosan. Chitosan arrangements with copaiba
oil promote enlargement of the peaks of the polymer matrix, resulting in a decreased
crystallinity. In the chitosan sample with 0.1% copaiba oil, only 1 peak was observed at
20: 22.96. In samples containing 0.5% and 1.0% copaiba oil, diffraction peaks were not
identified, characterizing them as an amorphous structure. There was a discrete peak in 26
in the sample containing 5.0% copaiba oil in 26: 7.92. Similar behavior was observed in
the interaction between cyclodextrin and copaiba oil, causing changes in the XRD profile
resulting in the formation of inclusion complexes [49]. Tovar et al. [50] observed that the
crystalline structure of chitosan was slightly affected by the incorporation of

Rutagraveolens essential oil.
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4.Conclusions

Polymeric membranes composed of chitosan and copaiba oil were successfully de-
veloped by the casting method for application in wound treatment. The incorporation
of copaiba oil in the polymer matrix produced membranes. These membranes can be
applied to wounds with different exudative characteristics, such as ChCo0.1 and ChCo0.5%
indicated for more exudative wounds, and ChCo0l.0 and ChCo05.0% for less exudative
wounds. The membrane structure presented interfacial matrices with favorable porosity
and wettability, which may have improved fluid absorption, strongly dependent on oil
concentrations. In addition, copaiba oil produced an interaction with chitosan, altering its
crystallinity pattern. These results indicate that the influence of copaiba oil on the chitosan
matrix might be favorable in wound healing. However, further studies of the mechanical
properties and tests of antimicrobial and cytotoxic activities are necessary to ensure the
safety and use efficacy as a biomaterial.
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MQCo- MQCo-0,5- MQCo- MQCo-
MQ MQCo-0,1 MQCo-0,5 MQCo-1,0 MQCo-5,0 MQ-pbs

0,1pbs pbs 1,0pbs 5,0pbs
MQ 0 | 65,27926667 64,1983 30,5403 25,1259 | 9,787891358 130,7368 | 160,701835 | 4,115292352 | 4,945018182
MQCo-0,1 65,27926667 0 | 1,080966667 | 95,81956667 | 90,40516667 | 75,06715802 | 65,45753333 | 95,4225683 | 69,39455902 | 70,22428485
MQCo-0,5 64,1983 | 1,080966667 0 94,7386 89,3242 | 73,98619136 66,5385 | 96,50353497 | 68,31359235 | 69,14331818
MQCo-1,0 30,5403 | 95,81956667 94,7386 0 5,4144 | 20,75240864 161,2771 | 191,242135 | 26,42500765 | 25,59528182
MQCo-5,0 25,1259 | 90,40516667 89,3242 5,4144 0 | 15,33800864 155,8627 | 185,827735 | 21,01060765 | 20,18088182
MQ-pbs 9,787891358 | 75,06715802 | 73,98619136 | 20,75240864 | 15,33800864 0| 140,5246914 | 170,4897263 | 5,672599006 | 4,842873176
MQCo-0,1pbs 130,7368 | 65,45753333 66,5385 161,2771 155,8627 | 140,5246914 0 | 29,96503497 | 134,8520924 | 135,6818182
MQCo-0,5-pbs | 160,701835 | 95,4225683 | 96,50353497 | 191,242135 | 185,827735 | 170,4897263 | 29,96503497 0| 164,8171273 | 165,6468531
MQCo-1,0pbs | 4,115292352 | 69,39455902 | 68,31359235 | 26,42500765 | 21,01060765 | 5,672599006 | 134,8520924 | 164,8171273 0| 0,82972583
MQCo-5,0pbs | 4,945018182 | 70,22428485 | 69,14331818 | 25,59528182 | 20,18088182 | 4,842873176 | 135,6818182 | 165,6468531 | 0,82972583 0
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APENDICE C- Resultado do teste de Tukey na analise de intumescimento das membranas sintetizadas por nanoemulsdo do 6leo de copaiba,

imerso na gua e PBS. A cor vermelha indica a diferenca estatistica significativa entre as composic¢oes.

MQ MQCON-0,1 |MQCoN-0,5 |MQCoN-1,0 |MQCoN-50 |MQ-pbs MQCoN-0,1- | MQCoN-0,5- | MQCoN- MQCoN-5,0-
pbs pbs 1,0pbs pbs

146,452016

MQ 0|  140,0391 97,9186|  121,0598 132,8617 7,596533| 64,6985862| 110,166001| 109,512786 ”
6,41289110

MQCON-0,1 140,0391 0|  42,12053|  18,97935 7,177404 147,6357| 75,34053938| 29,8731242| 30,5263398 )
48,5334161

MQCON-0,5 97,9186|  42,12053 0| 2314118 34,94312 105,5151| 33,22001431| 12,2474009| 11,5941853 ;
25,3922374

MQCON-1,0 121,0598|  18,97935|  23,14118 0 11,80194 128,6563 | 56,36119302| 10,8937779| 11,5469934 .
13,5902951

MQCON-5,0 132,8617|  7,177404|  34,94312|  11,80194 0 140,4583 | 68,16313533| 22,6957202| 23,3489357 -
MQ-pbs 7,596533 147,6357 105,5151|  128,6563 140,4583 0| 72,29511953| 117,762535| 117,109319| 154,04855
MQCON-0,1pbs |  64,69859|  75,34054|  33,22001|  56,36119 68,16314 72,29512 0| 45,4674152| 44,8141996 81'7534303
gﬂb?CON'O'S' 110,166|  29,87312 12,2474  10,89378 22,69572 117,7625| 45,46741517 0| 0,65321557 36286015?
36,9392308

MQCON-1,0pbs |  109,5128|  30,52634|  11,59419|  11,54699 23,34894 117,1093| 44,8141996| 0,65321557 0 ;
MQCON-5,0pbs 146,452|  6,412891|  48,53342|  25,39224 13,5903 154,0486| 81,75343048| 36,2860153| 36,9392309 0
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APENDICE C- Resultado do teste de Tukey na anélise de umidade das membranas sintetizadas por emulsdo e nanoemulsdo do 6leo de copaiba.

A cor vermelha indica a diferenga estatistica significativa entre as composicdes.

MQ MQCo-0,1 MQCo-0,5 MQCo-1,0 MQCo-5,0 MQCoN-0,1 | MQCoN-0,5 | MQCoN-1,0 | MQCoN-5,0
MQ 0| 2,71404204 | 9,889386517 | 11,34604367 | 1,864445103 | 20,49086689 | 18,29250969 | 8,637249449 | 10,84452882
MQCo-0,1 2,71404204 0 | 7,175344477 | 8,632001627 | 0,849596937 | 17,77682485 | 15,57846765 | 5,923207409 | 8,130486785
MQCo-0,5 | 9,889386517 | 7,175344477 0| 1,45665715 | 8,024941414 | 10,60148038 | 8,403123177 | 1,252137068 | 0,955142308
MQCo-1,0 | 11,34604367 | 8,632001627 | 1,45665715 0 | 9,481598564 | 9,144823225 | 6,946466027 | 2,708794218 | 0,501514842
MQCo-5,0 | 1,864445103 | 0,849596937 | 8,024941414 | 9,481598564 0| 18,62642179 | 16,42806459 | 6,772804346 | 8,980083722
MQCoN-0,1 | 20,49086689 | 17,77682485 | 10,60148038 | 9,144823225 | 18,62642179 0| 2,198357198 | 11,85361744 | 9,646338067
MQCoN-0,5 | 18,29250969 | 15,57846765 | 8,403123177 | 6,946466027 | 16,42806459 | 2,198357198 0 | 9,655260245 | 7,447980869
MQCoN-1,0 | 8,637249449 | 5,923207409 | 1,252137068 | 2,708794218 | 6,772804346 | 11,85361744 | 9,655260245 0| 2,207279376
MQCoN-5,0 | 10,84452882 | 8,130486785 | 0,955142308 | 0,501514842 | 8,980083722 | 9,646338067 | 7,447980869 | 2,207279376 0
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APENDICE D - Resultado do teste de Tukey na anélise de angulo de contato das membranas sintetizadas por emulso e nanoemulséo do 6leo de
Copaiba. A cor vermelha indica a diferenca estatistica significativa entre as composi¢oes.

MQ MQCo-0,1 | MQCo-0,5 | MQCo-1,0 | MQCo-5,0 | MQCoN-0,1 | MQCoN-0,5 | MQCoN-1,0 MQCoN-5,0
MQ 0 16,900 14,167 28,400 1,700 19,467 17,133 1,100 9,700
MQCo-0,1 16,900 0 2,733 45,300 18,600 2,567 34,033 15,800 26,600
MQCo-0,5 14,167 2,733 0 42,567 15,867 5,300 31,300 13,067 23,867
MQCo-1,0 28,400 45,300 42,567 0 26,700 47,867 11,267 29,500 18,700
MQCo-5,0 1,700 18,600 15,867 26,700 0 21,167 15,433 2,800 8,000
MQCoN-0,1 19,467 2,567 5,300 47,867 21,167 0 36,600 18,367 29,167
MQCoN-0,5 17,133 34,033 31,300 11,267 15,433 36,600 0 18,233 7,433
MQCoN-1,0 1,100 15,800 13,067 29,500 2,800 18,367 18,233 0 10,800
MQCoN-5,0 9,700 26,600 23,867 18,700 8,000 29,167 7,433 10,800 0
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