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RESUMO

A Vitamina E (VE), esta presente numa variedade de fontes alimentares, tanto de origem animal
quanto vegetal. E conhecida por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
regeneragdo tecidual. A ideia de combinar a VE com filmes de quitosana (QT) visa criar um
biomaterial com potencial para ser utilizado como curativo. A QT, com capacidade de
biodegradacao, funcionalidade biologica e compatibilidade com o corpo, tem atraido interesse
de pesquisadores na busca por novos biomateriais. O objetivo deste estudo foi desenvolver um
biocomposito de QT e VE para a aplicacdo como biomaterial. Para a producdo dos filmes,
utilizou a técnica de evaporacdo de solvente, empregando uma solucdo contendo 1% de QT em
acido acético. Adicionou 15 mg de VE a 30 ml da solucdo de QT. Apds a formagao dos filmes,
foram submetidos a analises de Microscopia FEletronica de Varredura (MEV), Energia
Dispersiva de Raios-X, testes de citotoxicidade e avaliagdo da liberagdo de Oxido Nitrico (ON).
A andlise no MEV revelou a presenca de filmes densos onde a VE estava dispersa. Através da
analise quimica identificou os elementos constituintes da membrana dos filmes. Os testes de
citotoxicidade e liberagdo de ON confirmaram a biocompatibilidade do material, os filmes
compostos demonstraram baixa ou nenhuma toxicidade para as células. Com base nos
resultados obtidos, conclui - se que a incorporacdo da VE nos filmes de QT foi eficaz,
resultando num material com potencial aplicagdo na area de biomateriais. O estudo representa
avanco na busca por alternativas promissoras para curativos e outros usos médicos.
Palavras-Chave: Biodegradaveis; Bactericida; Biomedicina; Citotoxicidade.

ABSTRACT

Vitamin E (VE), which is present in a variety of food sources, both animal and vegetable, is
known for its antioxidant, anti-inflammatory and tissue regeneration properties. The idea of
combining VE with chitosan (CS) films aims to create a biomaterial with the potential to be
used as a dressing. CS, with biodegradation capacity, biological functionality and compatibility
with the body, has attracted the interest of researchers in the search for new biomaterials. The
aim of this study was to develop a CS and VE biocomposite for application as a biomaterial.
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For the production of films, the solvent evaporation technique was used, using a solution
containing 1% CS in acetic acid. Added 15 mg of VE to 30 ml of the CS solution. After the
formation of the films, they were submitted to analysis by Scanning Electron Microscopy
(SEM), Energy Dispersive X - Rays, cytotoxicity tests and evaluation of the release of Nitric
Oxide (NO). The SEM analysis revealed the presence of dense films where the VE was
dispersed. Through chemical analysis, he identified the constituent elements of the membrane
of the films. Cytotoxicity and NO release tests confirmed the biocompatibility of the material,
composite films showed little or no toxicity to cells. Based on the results obtained, it is
concluded that the incorporation of VE in CS films was effective, resulting in a material with
potential application in the field of biomaterials. The study represents a breakthrough in the
search for promising alternatives for dressings and other medical uses.

Keywords: Pregnancy; labor; health vulnerability.

1 INTRODUCAO

A Vitamina E ¢ um composto soluvel em gordura que ¢ naturalmente encontrado em
alimentos de origem vegetal, principalmente nos vegetais verde-escuros, em sementes
oleaginosas, nos dleos vegetais ¢ no gérmen de trigo. Também podem ser encontradas em
alimentos de origem animal, como gema de ovo e figado (Rychter et al., 2022).

A Vitamina E ¢ o termo geral para tocoferdis e tocotriendis , vitaminas lipossoliveis
essenciais para humanos que possui uma ampla gama de fungdes fisiologicas baseadas em
suas propriedades antioxidantes, incluindo melhoria da imunidade e fertilidade do corpo,
possuindo propriedades anticancerigenas e anti - inflamatorias, prote¢ao cardiaca, prote¢ao
nervosa e outras caracteristicas funcionais. E amplamente utilizado em aditivos para ragdes,
medicamentos, alimentos, cosméticos e outras areas (Lee e Han, 2018; Mohd ef al., 2018; Ye
et al., 2022).

O tocoferol possui agentes antioxidantes que ¢ um dos seus componentes mais
biologicamente funcionais que acaba reagindo com os radicais livres produzidos no corpo
durante o metabolismo normal e exposi¢do a varios fatores ambientais, prevenindo o dano
celular ao inibir a peroxidacdo lipidica, a formacdo de radicais livres e doengas
cardiovasculares. Além disso, a vitamina E apresenta propriedades imunomoduladoras e tem
efeito anti-inflamatorio através da modulagao de algumas sinaliza¢des moleculares inibindo
a formacao de marcadores inflamatoérios, reduzindo danos inflamatorios (Lee ¢ Han, 2018;
Yadollahi et al., 2021.).

Também ¢ parcialmente responsavel pela regeneracao de todos os tecidos do corpo,

incluindo sangue, pele, ossos, musculos e nervos. Devido a essas caracteristicas ela vem
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sendo utilizada para regenerar tecidos lesados do corpo e estudada no contexto de aplicacio
como biomaterial (Ulatowski et al., 2022).

Nos ultimos anos, a pesquisa e¢ o desenvolvimento de biomateriais tém
desempenhado um papel importante na busca por solucdes inovadoras em varias aplicagoes
biomédicas. Os biomateriais sdo materiais projetados para interagir de forma segura e eficaz
com sistemas bioldgicos, € a sua escolha exerce um papel fundamental tanto em relagdo a
eficacia quanto a seguranca de dispositivos médicos, implantes, sistemas de liberagdo de
medicamentos e muitas outras aplicagdes na area da saude (Kumar et al., 2018; Masood et
al., 2019).

Os biomateriais sao definidos como instrumentos que sao destinados a interagir com
sistemas biologicos com o designio de tratar, avaliar, melhorar e/ou substituir qualquer tecido,
6rgdo ou fungdo do corpo. Dentre as caracteristicas mais interessantes dos biomateriais estdo:
serem atoxicos, anticarcinogénicos, antimutagénicos, ndo desencadearem resposta imune, €
serem biocompativeis. Esta propriedade garante que o biomaterial quando implantado
apresente uma resposta harmoniosa ao hospedeiro, evitando que reacdes adversas acontegam
a exemplo de causar uma resposta imune do corpo ao biomaterial (Costa, Gomes e Martins,

2018).

Os biomateriais poliméricos naturais sdo os materiais mais desejados para
substitui¢ao de produtos derivados de recursos ndo renovaveis em muitas aplicagoes (Mufioz-
Bonilla et al., 2019). Dentre os biomateriais poliméricos, a quitosana vem sendo estudada
em maior frequéncia, pois pode ser obtida das carapacas de crustaceos como camardes €
caranguejos, bem como em alguns fungos. Portanto, pode-se utilizar essa materia prima
diretamente da industria pesqueira (casca de camarao) que seriam descartados como residuos,
evitando dessa forma a contaminagdo do solo ¢ a 4gua no ambiente. Esse biopolimero ¢
biocompativel, antioxidante e biodegradavel, o que apresenta caracteristicas que os tornam
atrativos para aplicacdes biomédicas, bem como para industrias alimenticias e cosméticas
(Casadidio et al., 2019 ; Munioz-Nunez et al., 2023).

A quitosana de forma compendiosa ¢ um biopolimero, que ¢ hidrofilico, obtido a
partir da desacetilacdo da quitina, material existente nas carapagas de crustdceos, tem uma
facilidade de ser moldado em diferentes formas, sejam elas membranas, tubos, esferas, fios,
entre outras, € essa sua caracteristica moldavel nos permite as suas aplicacdes nas mais

diversas areas, além de ser um componente hipoalergénico, que auxilia na cicatrizagdo,
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acelera a reposicao celular, recuperando com maior rapidez tecidos lesados (Miguel et al.,
2018; Tang et al., 2023).

A quitosana detém a vantagem de que seus produtos de degradacdo nao serem
imunogénicos, nao carcinogénicos e tem chamado atencdo consideravel para o
desenvolvimento de filmes devido ao seu vasto espectro antimicrobiano que pode promover
a cicatrizacdo de feridas, ativando os fibroblastos, regulando a deposicdo das fibras de
colageno e facilitando a migracdo celular (Kumar et al., 2018; Masood et al., 2019; Bai et
al., 2019).

A quitosana desempenha varios papéis funcionais, como agentes antimicrobianos,
biossensores, antioxidantes, transportadores de medicamentos, antitumorais, agentes
hemostaticos, anticoagulantes, imunogenicidade e anticolesterolémico (Zou et al., 2019;
Azeem et al., 2022; Maleki et al., 2022; Uyanga et al., 2023 ).

Visando a potencialidade dos biomateriais, este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de filmes a base de quitosana incorporados com vitamina E. Dessa maneira
utilizar-se-4 0 composito como meio regenerativo para tecidos epiteliais lesionados uma vez
que a quitosana através de suas caracteristicas, com vasto espectro antimicrobiano e promove
a cicatrizagdo de feridas, permite ser transformada em filmes biodegradaveis que sao
absorvidos com maior facilidade pelo organismo, favorecendo a introdug¢do da Vitamina E,

com finalidade de acelerar a regeneragao tecidual.
2 METODOLOGIA
2.1 Localizaciao da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida e caracterizada no Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste/Universidade Federal de Campina Grande —
Unidade Académica de Engenharia de Materiais — Campina Grande - PB.

2.2 Materiais Utilizados

Para realizacao do trabalho experimental foram utilizados os seguintes materiais a

seguir:
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° Quitosana de médio peso molecular com grau de desacetilacdo entre 75-85%;
Vitamina E DL. Alfa Tocoferol Acetato (pd); O acido acético glacial P.A; O hidroxido
de sédio P.A;

° Camudongos machos Swis, procedentes do CEMIB (Centros Multidisciplinar
para Investigacao Biologica), UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas), Sao
Paulo. Todos os procedimentos que utilizaram células vivas foram conduzidos
conforme normas do SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorios) e que obtiveram parecer do Comité de Etica local (parecer n°.08/2009

CEP/FCF/CAY).

2.3 Preparacao das Membranas de Quitosana, Quitosana/Vitamina E

A solugdo quitosana foi preparada através da técnica de evaporagdo do solvente,
dissolveu 1g de quitosana em 100 ml de uma solugdo a 1% de acido acético glacial sob
agitacdo mecanica por 20 h. Em seguida, a solu¢ao polimérica foi filtrada em vacuo para

remover o material insoltvel. O filtrado foi vertido em placas petri e acondicionado em estufa

a 50 0C por 20 h para evaporagdo do acido e formagao do filme de quitosana.

Obtidas as solugdes de quitosana, foi adicionado 15 mg de vitamina E em um
volume de 30 mL da solugdo de quitosana. Estas adi¢des foram realizadas em temperatura
ambiente, sob agitacdo mecanica por 10 minutos para homogeneizagao.

Apo6s 10 minutos sobre agitagdo, foram retiradas 30 ml de cada uma das solugdes e
vertidas em placas de petri, seguindo o mesmo procedimento da preparacdo do filme de
quitosana. Depois de preparadas, todas as membranas foram caracterizadas por Energia

Dispersiva de Raio X, Citotoxicidade e Produgdo de 6xido nitrico.

2.4 Analise de Caracterizacdes da Pesquisa

Microscopia Eletronica de Varredura — MEV e Espectroscopia por Energia Dispersiva
de Raios X (EDS). Aparelho Microscopio eletronico de varredura foi o de bancada Hitachi,
modelo TM-1000, magnificagdo maximo de 10000x, profundidade de foco de 1 mm, resolucao
de 30 nm, 15 KV, baixo véacuo e pressdo variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento metalico,
mesmo em amostras nao condutoras. J& o Aparelho Detector de EDS foi o acoplado ao
microscopio eletronico de bancada HITACHI, modelo TM 1000. O ensaio foi realizado na

magnificacdo de 1000x.
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2.5 Citotoxicidade

A citotoxicidade das amostras foi analisada pelo método de contato indireto, seguindo
ISO 10993-5, avaliagdo bioldgica de dispositivos médicos, parte 5: testes para citotoxicidade
in vitro e adaptando a metodologia adotada por Shalumon et al., 2018. As amostras foram
esterilizadas por luz UV e imersos em 1 ml de meio de cultura celular contendo 10% (v/v) de
soro fetal bovino e 1% (v/v) antibidtico-antimicético a 37 © C por 24 h. Células L929 na
concentragdo de 1 x 105 células/pogo foram semeadas em uma placa de cultura de tecidos de
96 pocos por 4 h e cultivadas com o extrato de cada amostra pelo tempo de 1 dia e 4 dias, em
ambiente umidificado com 5% de CO2 e temperatura de 37 °C. O Espectrofotometro Victor
X3 (Perkin Elmer, Massachussetts) foi empregado para leitura das placas e consequentemente
da viabilidade com valores de absorbancia em 492 nm. O célculo da viabilidade foi por meio
do Teste de Grubbs para Outliers, posteriormente desse teste o calculo da média e o desvio

padrdo corrigido foi realizado pelo Graph Pad Prism 6.0.

2.6 Producio de oxido nitrico - ON

O ON ¢ encontrado desempenhando a funcao de sinalizador molecular em muitas
partes do organismo, bem como sendo uma importante molécula citotoxica de resposta imune
inata. Sua acdo inclui a funcdo hemostatica, incluindo vasodilata¢do, neurotransmissao,
inibi¢do da adesdo e da agrega¢do plaquetaria (que representam a defesa do organismo contra
agentes infecciosos tais como bactérias, fungos e parasitas), agindo também como destruidor
de células tumorais. Muitas células imunes sdo capazes de produzir NO, inclusive os
macréfagos (Lima, 2010; Campos, 2017; Mioto, 2016; Sarraipo, 2018; Araujo, 2019; Nelson;
Cox, 2022)

O ON produzido pelos macrotagos foi dosado pelo reagente de Griess (Green et al.,
1982). Resumidamente, 50 pul de sobrenadante celular de cada poco foram coletados e
distribuidos em placas de 96 pocgos e 50 ul de reagente de Griess (1: 1, 0, 1% de dicloridrato
de N- (1-Naftil) etilenodiamina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) em &4gua destilada e
sulfanilamida 1% (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) em acido fosforico 5% (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos). As placas foram incubadas em temperatura ambiente e o nitrito foi lido em

leitor de placas (Espectro fotdmetro Victor X3 marca Perkin Elmer). a 540 nm. O valor do
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nitrito foi calculado a partir de uma curva padrdo calibrada usando nitrito de sédio variando

de 0 a 100 uM.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar a morfologia da membrana de quitosana (Figura 1A) observa-se uma
superficie plana e lisa, visivelmente ndo foram detectados poros, caracterizando as
membranas como densas. Lima (2010) e Fidéles (2010) analisaram a morfologia de filmes
de quitosana e encontraram também uma superficie plana e densa. Ao analisar o espectro de
EDS (Figura 2A), constatou-se a presenca dos elementos O e C caracteristicos da quitosana
corroborando com Holanda (2011).

A Figura 1 ilustra as imagens da membrana de quitosana (A), P6 da vitamina E (B)

e quitosana com vitamina E (C) ja a Figura 2 ilustra o EDS das mesmas amostras.

Figura 1: Imagens de MEV da membrana de quitosana (A), P6 da vitamina E (B) e quitosana

com vitamina E (C) magnificacao de 1000X.
B R ¥

CERTBIO_1480 012007/16 1550 D29 x10k 100um  CERTBIO 1535 201207117 1501 028 x10k 100 um
VITE QUITHIT

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Quitosana 201211015 1412 D135 x10k  100um

Na Figura 1B, observa-se a imagem referente ao pd da vitamina E. Com uma
magnificacdo de 1000x, sendo possivel notar uma heterogeneidade na estrutura da vitamina
E (morfologicamente ha homogeneidade — os cristais apresentam formatos irregulares, e
tamanhos diferentes). Por sua vez, os resultados das micrografias mostram que as particulas
estdo agrupadas na forma de aglomerados.

A Figura 1C ilustra a imagem da membrana quitosana — vitamina E. A analise do
composito, mostrou a incorporagdo da vitamina E na membrana de quitosana e sua dispersao

na membrana.
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Na analise de EDS representada na Figura 2B, foram encontrados apenas os
elementos o carbono e oxigénio, os quais sdo caracteristicos da vitamina E, faltando apenas
o Hidrogénio. Segundo Rinzler (2011) isso ocorreu devido ao detector de EDS nao detectar
o Hidrogénio.

Na andlise de EDS representada na Figura 2C foram encontrados os elementos

carbono e oxigénio esses elementos sdo caracteristicos da vitamina E (Rinzler, 2011).

Figura 2: EDS e Percentual de Massa da membrana de quitosana (A), P6 da vitamina E (B)
e quitosana com vitamina E (C).

A B

Mass perent (rorm) Quitosana 1000%

T T T T T 18
" " W 1 T
i ' e 1} i 4 1

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

4 CITOTOXICIDADE

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagdo (International Standard
Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o primeiro teste para avaliar
a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos. Uma vez
comprovada a sua nao toxicidade ¢ que o estudo da biocompatibilidade do produto pode ter
continuidade realizando-se os ensaios necessarios em animais de laboratdrio.

Quando analisado o percentual de citotoxicidade das amostras, com o valor minimo
determinado pela norma ISO 10993-5:2009, que ¢ de 70 %, pode-se afirmar que todos sdo
vidveis para uso em meio organico, visto que, se encontram com percentual de viabilidade

acima do valor minimo exigido pela norma e estdo ilustrados no Grafico 1.

Revista Eletrénica do Centro Universitdrio UNIFACISA.




TEMA - Revista Eletrénica de Ciéncias (ISSN 2175-9553). Volume 25, n. 38, janeiro a dezembro de 2024.

Grafico 1: Viabilidade celular das amostras
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Legenda: A — Quitosana (Quit); B — Quit - Vitamina E (Vit); LPS - controle positivo; CN -
controle negativo.

As letras A e B representam os resultados, com um desvio padrdo calculado. Ao
serem comparados com o valor minimo requerido para o teste de citotoxicidade, que ¢ de

50% conforme definido por Bispo (2009). Os resultados demonstram a viabilidade dessas

composicdes. A incorporacao da vitamina E nas membranas ndo alterou significativamente a
viabilidade celular, o que pode inferir que as mesmas se enquadram no conceito de
biomaterial e pode ser utilizada com seguranga.

Sousa (2018), Moraes (2019) e Alves (2022) produziram membranas de quitosana
e, de maneira semelhante, verificaram que a quitosana ndo demonstra citotoxicidade,

reforcando assim os resultados obtidos neste estudo.

5 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

O oxido nitrico (ON) ¢ uma molécula reguladora produzida predominantemente por
macrofagos ativados, desempenhando um papel fundamental nos processos de resposta
imune, inflamacao, metabolismo 6sseo e apoptose. Esta molécula gasosa exibe beneficios
potenciais, incluindo atividade antimicrobiana e modulagdao da resposta imunoldgica. No
entanto, em concentragdes elevadas, pode adquirir uma agao citotoxica, resultando em danos
aos tecidos circundantes (Etienne; Viegas; Viegas, 2021).

O o6xido nitrico, como principal mediador citotoxico produzido por cé€lulas imunes

ativas, desempenha fungdes cruciais nos processos fisiologicos e patologicos dos organismos

Revista Eletrénica do Centro Universitdrio UNIFACISA.




TEMA - Revista Eletrénica de Ciéncias (ISSN 2175-9553). Volume 25, n. 38, janeiro a dezembro de 2024.

vivos. Na determinagdo de o6xido nitrico (Grafico 2), em contato com as membranas

analisadas a produg¢ao foi em torno de 10 umols/mL.

Grafico 2 - Producdo de 6xido nitrico na presenga dos filmes:
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Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Legenda: A — Quitosana (QT); B — Quit-Vitamina E (Vit); LPS - controle positivo; CN -
controle negativo.

Todas as amostras foram semelhantes estatisticamente ao controle negativo, o que
indica uma a¢ao anti-inflamatoria (Lima, 2010) e confirmando, portanto, juntamente com o
ensaio de viabilidade celular a ndo toxicidade das membranas.

E fundamental que os biomateriais ndo estimulem uma producio excessiva de 6xido
nitrico (ON) nem interfiram na sintese desse composto por células estimuladas, ja que tais
situacdes poderiam acarretar problemas ao longo do tempo (Lima, 2010). Neste estudo,
observou-se que os niveis de produgdo de ON foram baixos, o que classifica o material em
analise como nao citotoxico, estabelecendo assim seguranga para sua aplicacao experimental

in vivo.

6 CONCLUSOES

Os resultados demonstraram uma incorpora¢dao da vitamina E nas membranas de
quitosana. Além disso, a avaliagdo de citotoxicidade revelou que as membranas
desenvolvidas s3o altamente promissoras como biomateriais, uma vez que demonstraram
baixos niveis de toxicidade, confirmando, assim, sua biocompatibilidade e seu potencial para

aplicagdes na area da saude.
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A incorporagdo de quitosana e vitamina E em filmes biomédicos representa uma
promissora fronteira na pesquisa de biomateriais, destacando-se pelas propriedades
biocompativeis, biodegradaveis e antioxidantes. Essa sinergia entre a quitosana e a vitamina
E oferece aplicagdes versateis, desde curativos avangados até a engenharia de tecidos, com
potencial para a medicina regenerativa e a terapia de liberagdo controlada de farmacos.
Apesar dos desafios técnicos e regulatdrios, o estudo desses biomateriais continua a abrir
portas para avangos significativos na area biomédica, promovendo a inovacao e melhorando

a qualidade de vida dos pacientes.
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