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RESUMO

O estudo e o desenvolvimento de curativos tem despertado interesse devido a inovacdo de
materiais com potencial liberacdo controlada de farmacos prevenindo a invasao bacteriana e o
reduzindo o risco de infecgdes. O dleo de cravo € amplamente utilizado na medicina popular
devido as suas propriedades biologicas como atividade antimicrobiana, antifingica, anti-
inflamatdria e analgésica. O biopolimero coladgeno tém sido utilizado na area de biomateriais
devido a biocompatibilidade e capacidade de orientar a formacdo de tecidos em
desenvolvimento, promovendo a cicatrizagdo de feridas causadas por traumas quimicos e
mecanicos. No presente trabalho, produziram-se filmes de colageno, proveniente dos residuos
da industria coureira, incorporados com 0Oleo de cravo através da técnica evaporacdo de
solvente para potencial aplicacdo como curativos. A fracdo maéssica do dleo de cravo
adicionada a solucéo de colageno foi de 0%, 10% e 30%. O dleo de cravo foi caracterizado
pelas técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS),
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e Analise
Termogravimétrica (TG). Os filmes produzidos também foram caracterizados por FTIR, TG,
por Eletroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-vis), angulo de contato e ensaio de disco-
difusdo. Foram obtidos filmes transparentes com 0,10mm de espessura. O 6leo de cravo
utilizado é constituido por 85,47% de eugenol. A presenca do 6leo de cravo foi confirmada
nos filmes de colageno através do ensaio de FTIR. A liberacdo do 6leo de cravo em meio
aquoso ocorreu de forma sustentada até o término do ensaio, 150 minutos. O 6leo de cravo
puro e diluido apresenta atividade antimicrobiana contra as bactérias E. coli e S.aureus,
entretanto, pela técnica utilizada ndo foi possivel confirmar a atividade antimicrobiana dos
filmes de colageno contendo 6leo de cravo. Os resultados preliminares obtidos sugerem que

os filmes de colageno com 6leo de cravo possuem potencial aplicagdo como curativos.

Palavras Chave: Colageno Reciclado, 6leo de cravo, eugenol, curativo



ABSTRACT

The study and development of dressings has aroused interest due to the innovation of
materials with controlled drug release potential that prevent the invasion of bacteria and the
risk of infections. Clove oil is used in folk medicine because of its biological properties as
antimicrobial, antifungal, anti-inflammatory and painkiller activity. Biopolymer is used in the
field of biomaterials due to its biocompatibility and ability to guide the formation of
developing tissues, promoting wound healing caused by chemical and mechanical trauma. In
the present work, we produce collagen films, from residues of the leather industry,
incorporated with clove oil through the technical solvent casting for potential application as
dressings. A fraction of clove oil added to a collagen solution was 0%, 10% and 30% w / w.

The characterization of the clove oil was conducted through Fourier Transform Infrared
Spectrometry technique (FTIR), gas chromatography (GC/MS), and thermogravimetric
analysis (TG) techniques. The films were also characterized by FTIR, TG, Visible Ultraviolet
Electroscopy (UV-vis), contact angle and antimicrobial assay: It was obtained films of 0.10
mm thick. The used clove oil consists of 85.47% eugenol. The presence of clove oil was
confirmed in fiction films through the FTIR essay. The release of clove oil in aqueous
medium was sustained until the end of the test, 150 minutes. Pure and diluted clove oil has
antimicrobial activity against E. coli and S.aureus bacteria, however, the technique could not
confirm the antimicrobial activity of collagen films used with clove oil. The preliminary

results selected suggest that clove oil oil films have potential application as dressings.

Key words: Recycled Collagen, Clove Qil, Eugenol, Dressing
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, e, portanto, apresenta fundamental
importancia, uma vez que além de revestir a superficie do corpo, desempenha fun¢des como
protecdo do organismo contra agentes externos, desidratacdo e atrito. Atua na manutengéo da
temperatura corporal, sintese de vitamina D, protecdo contra raios ultravioleta, sensibilidade
corporal, excrecdo e balanco hidrico (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). A
descontinuidade do tecido epitelial ocasionada por fatores externos tais como objetos
perfurantes, reagentes quimicos, calor, irradiacbes e agentes bioldgicos resultam no
comprometimento da sua funcéo e danos a fisiologia corporal. Neste sentido, o tratamento das
lesGes superficiais é de suma importancia para o reestabelecimento da funcdo normal da pele
(ZHOURI, 2016, MURRAY et al., 2019).

Por ser um drgdo que estd em contato direto com o ambiente externo, lesdes nesta
regido ocorrem com frequéncia, e o agravamento de tais lesbes pode ocasionar problemas
sérios de salde devido as perdas volumosas de fluidos e a invasdo de microrganismos
(RATNER et al., 2004). Desta forma, o tratamento de feridas superficiais é importante, pois
propicia a restauracdo das funcGes basicas da pele. Nesse cenério, os curativos sdo uma
estratégia essencial, pois consistem em um tratamento ndo invasivo e amplamente utilizado.
Diversos grupos de pesquisa tém trabalhado no desenvolvimento de diferentes curativos com
0 intuito de acelerar a cicatrizacdo, evitar a contaminacdo por microrganismos e
consequentemente aumentar a eficacia do tratamento (REZENDE, et al., 2005; BARNEA, et
al, 2010, ROGNONI, et al. 2018; MURRAY et al., 2019).

O colageno constitui uma classe de proteinas com funcdo estrutural e que compde
30% da massa total das proteinas em seres humanos. O colageno possui ampla aplicacédo
como biomaterial, destacando-se seu uso como implante, revestimento de feridas, enxertos,
aplicacdes odontoldgicas e farmacoldgicas (SIONKOWSKA, 2000, WU et al., 2008, GIL et
al., 2016). Dentre as propriedades fisico-quimicas do colageno, pode-se destacar boa
aderéncia na pele, e, sobretudo, biocompatibilidade, caracteristicas que tornam o colageno um
excelente candidato para aplicagdes em curativos, tratamento de feridas e enxertos. Lyra e
colaboradores (2007) demonstram a utilizacdo de coldgeno como sistema de liberacdo de
farmacos para promover a cicatrizacao de feridas causadas por traumas quimico-mecanicos.

A estratégia de agregar novas propriedades a biopolimeros como atividade bactericida,

fungicida, antioxidante ou anti-inflamatoria a partir da incorporacéo de substancias bioativas
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tem sido intensamente estudada (BARNEA, et al., 2010; Morelli et al, 2015; SAHRARO et
al., 2016; FARRUGIA, et al., 2018). Nesse sentido, o 6leo de cravo é um composto
interessante para ser utilizado como aditivo pois, apresenta baixo custo e ampla utilizacdo na
medicina popular brasileira como antisséptico, anti-inflamatorio e anestésico (GIL, 2013). O
principal constituinte do 6leo de cravo é o eugenol, que possui propriedades antioxidantes e
antibacterianas (SILVESTRI et al., 2010). No presente trabalho foram produzidos filmes de
colageno, utilizando residuos da inddstria coureira, pela técnica de evaporacdo de solvente

com e sem Oleo de cravo para potencial aplicagdo como curativo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Produzir e caracterizar filmes de colageno utilizando residuos da industria coureira

incorporados com 6leo de cravo para potencial aplicagdo como curativos.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir filmes de colédgeno pelo método de evaporacdo de solvente sem Oleo de
cravo.

e Produzir filmes de colageno pelo método de evaporacdo de solvente com fracdo
massica de 10% e 30 % de 6leo de cravo.

e Caracterizar o 6leo de cravo pelas técnicas de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (GC/MS), Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e Analise Termogravimétrica (TG).

e Caracterizar os filmes produzidos pelas técnicas de FTIR, TG, angulo de contato e
ensaio de disco-difuséo.

e Investigar a liberacdo do 6leo de cravo nos filmes de colageno produzidos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Lesdes na Pele e tratamentos

A pele é o maior 6rgdao do corpo humano, e, portanto, apresenta fundamental
importancia, uma vez que além de revestir a superficie do corpo, desempenha fun¢des como
protecdo do organismo contra agentes externos, desidratacdo e atrito. Atua na manutengéo da
temperatura corporal, na sintese de vitamina D, protecdo contra raios ultravioleta (melanina),
na sensibilidade (receptores sensoriais), excre¢do e balanco hidrico (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013).

Pelo fato de a pele ser o 6rgdo que estd em contato direto com o ambiente externo, a
ocorréncia de feridas nesta regido € muito comum e dependendo da gravidade do processo
pode comprometer seu funcionamento e a homeostase do organismo (COSTA, 2005). Além
disso, a persisténcia dessas lesGes pode ocasionar problemas mais graves ao individuo, devido
as perdas volumosas de fluidos e a invasfes de microrganismos (RATNER et al., 2004).

A descontinuidade do tecido epitelial pode ser ocasionada por fatores externos (frio,
calor, irradiacdo), quimicos (reagentes quimicos), biolégicos (microrganismos) e mecanicos
(contencdo, perfuracdo e corte) que resultam no comprometimento da sua funcdo e danos a
fisiologia corporal (COSTA, 2005). Neste sentido, o tratamento das lesfes superficiais € de
suma importancia para o reestabelecimento da funcdo normal da pele (ZHOURI, 2016).

As lesbes na pele podem ser classificadas de diferentes maneiras. Segundo Echer et al.
(2010), a classificacdo pode ser também baseada no tipo de cicatrizacdo e no tempo de
duracdo da lesdo. J&, Savassi-Rocha et al. (2013) ressaltam a complexidade dessa
classificacdo, pelo fato de ter que se considerar as causas, a profundidade da lesdo, o grau de
contaminacdo, e a complexidade da ferida. Costa (2005), por sua vez, classifica as feridas
guanto ao tempo de duracdo, em feridas agudas e cronicas.

Apos a lesdo, em qualquer ferida, inicia-se 0 processo de cicatrizacdo, que pode ser
definido como um conjunto de processos complexos para restauracdo do tecido lesionado
(COSTA, 2005; ECHER et al., 2010). Esse processo ira apresentar trés fases principais: fase
inflamatoria, que tem inicio imediatamente apos a lesdo, com duracdo aproximada de 3 a 5
dias e cujo objetivo eliminar ou conter o agente lesivo, além de substituir as células afetadas
por células saudaveis. Posteriormente, ocorre a fase proliferativa, que tem a fungéo de formar

um tecido temporéario, para o preenchimento da lesdo. Por ultimo, se inicia a fase da
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maturagdo, um processo com duracdo maior, em que h& a remodelagdo do tecido cicatrizado
em tecido normal (COSTA, 2005).

Inimeros tratamentos sdo utilizados na clinica médica para acelerar o processo de
cicatrizacdo das feridas, promover a regeneracdo do tecido lesionado e restabelecer a
integridade funcional e anatémica do tecido (SMANIOTTO et al., 2012). De maneira geral, 0
tratamento consiste em limpeza do local da ferida, redugdo da dor, reducdo da progressdo
hemorragica e do edema traumatico. A limpeza deve ser feita com &gua e sab&@o ou solugdes
antissépticas nao irritativas, podendo ser indicado o resfriamento do local (utilizando gelo),
imobilizacdo, elevacédo e repouso da &rea afetada. E, em casos de dor, é recomendado o uso de
analgésico. Em caso de potencial risco de infeccdo, antibioticos deverdo ser ministrados
(SAVASSI-ROCHA et al., 2013).

Além disso, os curativos sdo amplamente utilizados no tratamento de feridas, pois,
permitem uma cobertura estéril da lesdo, propiciam um ambiente favoravel para a cicatrizagéo
e contribuem para a manutencdo da umidade da ferida, além de permitir a troca gasosa
(COSTA, 2005). Os curativos também auxiliam na absorcéo de secre¢des e reducdo do odor
(SAVASSI-ROCHA at al., 2013). Costa (2005) relata que antes da selecdo e emprego do
curativo héd necessidade de avaliacdo da lesdo quanto ao grau de contaminacdo, a etiologia,
fatores locais e sisttmicos e presenca de exsudato com a finalidade de acelerar o processo
cicatricial e assegurar a protecdo da ferida.

Atualmente, existem diversos curativos disponiveis no mercado que variam de acordo
com os requisitos de suas aplica¢fes, como por exemplo: gazes, filmes transparentes, espumas
poliméricas, hidrocoldides, hidrogéis e curativos contendo carvao ativado, papaina e fatores
de crescimento (SMANIOTTO et al, 2012). Os materiais poliméricos tém sido amplamente
utilizados como curativos para o tratamento de feridas. Estes materiais além de apresentarem
baixo custo, possuem facil processamento por ndo exigirem elevadas temperaturas,
possibilitam a obtencdo de um mesmo material a partir de diferentes métodos de
processamento, sdo transparentes permitindo a analise da evolucédo da ferida e possibilitam a
troca gasosa com o ambiente (MACHADO, 2017).

3.2 Colageno e aplicagdo como curativo

Colageno € a proteina mais abundante em organismos animais, compondo
aproximadamente 30% da proteina corporal total (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). E um
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componente mecanico de suma importancia para a forca, integridade e protecdo do corpo,
exercendo funcdo de suporte na estrutura geral dos tecidos, j& que formam fibras insoltveis
com alta forca de sustentacdo (FRIESS, 1998; GIRARDI 2005; GIL et al, 2016). As
propriedades mecanicas do coladgeno se devem a configuracao de tripla hélice formada pelas
cadeias polipeptidicas. J& foram identificadas até o presente momento pelo menos 46 cadeias
peptidicas diferentes que variam no comprimento da hélice e na natureza e tamanho das
por¢cdes ndo helicoidais (SHOULDERS, 2009; SILVA & PENNA 2012; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013).

O colageno do tipo | é o mais conhecido quimicamente e estruturalmente devido a sua
abundancia e ao importante papel que desempenha na manutencdo da resisténcia dos 0ssos
(SENA, 2004). Apresenta na estrutura primaria trés cadeias polipeptidicas caracterizadas pela
repeticdo dos aminoéacidos glicina, prolina e hidroxiprolina, que conferem ao arranjo grande
resisténcia a carregamentos de tragdo para as fibras. Adicional estabilidade mecénica e
quimica sdo derivadas de interagdes inter e intramoleculares (RODRIGUES, 2009).

A utilizacdo de colageno como biomaterial ndo é recente. E descrito na literatura a
utilizacdo de materiais a base de coldgeno em cirurgias reconstrutivas hd mais de 200 anos
(KESSLER, 2003). O avanco e o desenvolvimento dos biomateriais nos altimos 50 anos e o
surgimento de tecnologias para limpeza e esterilizacdo, intensificaram o uso de coladgeno na
area médica (WU, 2008; GIL et al., 2016).

Colageno tem sido utilizado em estudos de tratamentos de queimaduras, revestimento
de feridas, reconstituicdo tecidual, reparo de hérnias, 0ssos, cartilagem e reconstrucdo guiada
de 0ssos e dente (MIYATA, 1981). Também pode ser utilizado como mecanismo de liberacado
controlada de drogas (TAKEDA, 2003) e na Engenharia de Tecidos, a0 promover um
ambiente favoravel para a atividade celular, possibilitando o crescimento de células
(BARNEA, et al, 2010). Essa ampla utilizacdo do colageno nas mais diversas funcbes é
possivel devido as suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, que conferem alta
resisténcia a tensdo, biodegrabilidade controlada, biocompatibilidade e caracteristicas anti-
inflamatérias (GOISSIS, 2007; FRIESS, 2011).

Diversos trabalhos tém desenvolvido curativos a base de colageno (CHEN &
CHANG, 2008; BAO et al, 2008; FLECK, 2010). Esse biopolimero apresenta propriedades
desejaveis para a aplicacdo como curativo, tais como: baixa toxicidade, alta capacidade de
suporte estrutural, biodegradabilidade controlada, boa aderéncia na pele e biocompatibilidade
(SIONKOWSKA, 2000; DI, et al, 2009). Além dessas caracteristicas, biomateriais feitos a

base de coldgeno podem estimular o recrutamento de células especificas, como macréfagos e
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fibroblastos, melhorando a cicatrizag&o da ferida e criando um ambiente que promove a cura
(FLECK, 2010).

Miyata e colaboradores (1981) depositaram uma patente descrevendo a producdo de
curativos a base de colageno para tratamento de feridas e queimaduras. Os curativos
desenvolvidos possuiam boa aderéncia a ferida, aceleracdo no processo de epitelizagdo,
prevencdo contra infecgOes, reducdo de dor, ndo estimulacdo de resposta do tecido e
capacidade de preservacdo ao longo termo. Fleck e colaboradores (2010) descreveram a
producdo de um curativo de colageno e celulose capaz de estimular fatores de crescimento e
inativar metaloproteinases da matriz extracelular no tecido da ferida. Bao e colaboradores
(2008) desenvolveram um composito de colédgeno e agar para ser utilizado como curativos
para tratamento de queimaduras e Ulceras. O curativo desenvolvido nédo apresentou toxicidade
e regenerou o tecido lesionado apos trés semanas. No estudo desenvolvido por Chen e
colaboradores (2007) o curativo formado por um compésito de nanofibras de colageno tipo I,
quitosana e 6xido de polietileno apresentou auséncia de citotoxicidade contra fibroblastos.
Esse curativo, em testes animais, obteve resultados melhores em regeneracao tecidual, quando
comparados a gaze e outros materiais de colageno comercializados como curativo.

Filmes de colageno também sédo utilizados como sistemas de liberacdo de farmacos,
pois permitem a insercdo da droga, e posteriormente, sua liberagcdo diretamente na leséo
(FRIES, 1998; NUNES, 2009). Devido a alta solubilidade em &gua, o coldgeno pode ser
extraido em uma solucdo aquosa e ser modelado em diferentes formas para facilitar o
mecanismo de liberacdo. Além disso, podem ser esterilizados e quando hidrolisados tornam-
se flexiveis, mantendo assim, a resisténcia necessaria para serem manipulados (LEE et al.,
2001).

Estudos anteriores descreveram a utilizacdo de colageno sob a forma de filme,
contendo substancias bioativas como, por exemplo, tetraciclina (MINABE et al. 1989) e 4cido
usnico (NUNES, 2009). Os filmes contendo tetraciclina propostos por Minabe e
colaboradores (1989) foram utilizados em bolsas periodontais e apds uma semana da sua
aplicacdo, a concentracdo de tetraciclina no local era superior & concentracdo minima
inibitéria da microflora, diminuindo significativamente a densidade de microrganismos.
Nunes (2009), por sua vez, utilizou o filme de colageno com &cido Usnico para tratamento de
queimaduras provocadas em ratos e observou a melhora da cicatrizacdo das lesdes. Essa
melhora foi associada a modulacgdo da resposta inflamatoria e epitelizacao.

Mesmo com a ampla utiliza¢do do colageno como biomaterial, uma das limitagdes ao

uso esta relacionada ao seu elevado valor econdmico. Apesar da sua abundancia em
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organismos animais, o coldgeno puro, como matéria prima, possui um custo ainda elevado
(GIL, 2013). Por isso, fontes ricas em colagenos e acessiveis financeiramente, sdo importantes
para desenvolvimento de novos materiais.

O colageno é uma proteina fibrosa que pode ser obtida de diversas espécies animais.
Os biomateriais, na maioria das vezes, sdo formulados a partir de colageno tipo | bovino,
aviario ou suino (RUSCZAK, 2003). Todavia, devido a grande atividade da industria
agropecuaria no Brasil, a maior parte do colageno é proveniente dos subprodutos da carne,
como derme e 0ssos. Esses tecidos passam por um tratamento quimico visando a remocao da
gordura, eliminacdo do célcio e purificacdo do colageno (SILVA & PENNA, 2012).

Dentre as atividades agropecuérias, a industria coureira gera grande quantidade de
residuos e impactos ambientais, 0 que acarretou a criagdo de normas e legislacdes ambientais
cada vez mais rigorosas, a fim de minimizar o impacto dessas atividades produtivas (GIL,
2003). Além da grande quantidade de residuos gerados por esse setor, grande parte desse
rejeito contém Cromo Ill, composto toxico utilizado no processo de curtimento. O maior
problema se encontra no residuo sélido contendo o cromo (raspas, aparas e serragens
industriais ap6s o curtimento) que possuem aplicacfes limitadas, constituindo um sério
nocivo ambiental. Entretanto, apds tratamentos especificos, a partir desses residuos pode ser
obtido colageno tipo I (GIL, 2013). Dessa maneira, 0 colageno utilizado no presente trabalho
é proveniente do residuo da industria coureira, tornando sua utilizacdo economicamente

viavel e ambientalmente sustentavel.

3.3 Oleo de Cravo

O oleo de cravo é oriundo da planta arbdrea Cravo da india (Eugenia Caryophyllata).
Possui odor fortemente aromético. Sua composi¢do quimica é constituida principalmente por
eugenol, acetato de eugenol, betacariofileno, &cido olednico e substancias das classes
triterpeno como ceras vegetais, cetonas, resinas, taninos e esterdis. O eugenol, principal
constituinte desse 0Oleo, apresenta propriedades bioldgicas antibacteriana, antifingica, anti-
inflamatdria, cicatrizante, analgésica, propriedades antioxidantes e até mesmo anticancer
(FARJADO, 1997; NASCIMENTO et al., 2000; PRAMOD et al., 2010; CHAEIB, et al,
2007). O ¢6leo de cravo pode conter até 90% de eugenol, tendo como segundo maior

constituinte o cariofileno (ASCENCAO et al., 2013). Desta forma, o baixo custo e o alto teor
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de eugenol fazem do 6leo de cravo uma opgdo interessante como matéria-prima para a
producdo de produtos de maior valor comercial (CRAVEIRO et al.,1993).

O eugenol é um fenilpropeno, um guiacol com uma cadeia lateral alitica (Figura 1) e
constitui-se como um liquido oleoso, limpido, com coloracdo amarela palida e um aroma
picante. E extraido principalmente do cravo da india, canela, folha de louro, noz-moscada,
manjericdo e baunilha (CHATTERJEE et al, 2013; WORANUCH et al, 2013)

Figura 1 — Estrutura quimica do eugenol

Fonte: National Center for Biotechnology Information - PubChem Database. Eugenol.

O eugenol é um liquido com densidade de 1,067g/ml a temperatura de 25°C, massa
molecular de 164,20g.mol*, ponto de fusdo de -7,5°C e ponto de ebulicio de 254°C, sendo
ligeiramente sollvel em agua e solivel em solventes organicos (MOUCHREK FILHO, 2000).
O eugenol tem sido amplamente utilizado na industria farmacéutica, cosmética e na indudstria
alimenticia (embalagens) devido ao seu potencial carater antimicrobiano e atividade
antioxidante (CHATTERJEE & BHATTACHARIJEE, 2013; GONI et al., 2016). A atividade
do eugenol contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (DORMAN, 2000;
FRIEDMAN, et al, 2002) ocorre devido ao mecanismo de acdo do fenilpropeno que causa
disrupcdo da membrana plasmatica e alteracdo dos componentes celulares. Alem disso, 0
eugenol também inibe a produgdo de enzimas essenciais nas bactérias (HELANDER, et al,
1998).

Existem diversos estudos que relatam a incorporacdo de eugenol em filmes
poliméricos para ser utilizado como embalagens, a fim de melhorar a preservacdo da comida

(LIMA, et al., 2017). Além disso, o eugenol é muito utilizado na odontologia como produto
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antisséptico de higiene bucal, tendo comprovado efeito bactericida (MAZZAFERA, 2003).
Entretanto, ndo ha trabalhos na literatura em que o eugenol tenha sido incorporado em filmes

de colageno para a aplicagdo como curativos.

3.4 Material Proposto

O curativo é uma abordagem terapéutica amplamente utilizada na pratica clinica e que
deve possibilitar o processo de cicatrizacdo da ferida. Para isso, o curativo deve manter a area
da ferida limpa, promovendo conforto e higiene ao paciente; apresentar impermeabilidade a
bactérias, prevenindo infeccGes; possibilitar a troca gasosa, promovendo a oxigenacgdo e
permitir a manutencdo de meio imido no local da ferida, acelerando a epitelizacdo (ECHER
etal., 2013).

A produgdo de curativos também deve considerar a utilizacdo de matérias-primas
abundantes e de menor custo, por meio de processos de fabricacdo de automatizacéo acessivel
(IGNACIO, 2009). Além da pesquisa por materiais de menor custo com o intuito de produzir
curativos mais acessiveis a populacdo, é de extrema relevancia investigar materiais que
apresentem propriedades bioldgicas, mecanicas, e/ou fisico-quimicas que confiram
caracteristicas particulares a esses curativos (MACHADO, 2017).

Desta forma, no presente estudo, propde-se a producdo de um filme constituido de
colageno reciclado da industria do couro com a adicdo de 6leo de cravo. Os filmes serdo
produzidos pela técnica de evaporagdo de solvente, um dos processos mais utilizados para
produzir filmes a partir de termoplasticos (CAIRES, 2009). Nessa técnica o polimero é
disperso em um solvente adequado, a solugdo resultante é espalhada em uma superficie plana
e, apbs a evaporacdo do solvente, o filme é formado (JONES e MEDLICOTT, 1995). A
evaporacdo de solvente consiste em uma técnica simples que ndo exige equipamentos
robustos e possibilita a obtengdo de filmes de pequena espessura (CAIRES, 2009).
Inicialmente, o dleo de cravo foi analisado por cromatografia gasosa para a verificacdo de sua
composi¢do. Em seguida, os filmes de coldgeno com e sem 0leo de cravo incorporado foram
caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Analise Termogravimétrica (TG) e angulo de contato. O perfil de liberacdo do 6leo de cravo
foi avaliado por espectroscopia de UV-VIS e a atividade antimicrobiana pelo método de

disco-difusdo em agar.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

Os materiais e 0s reagentes empregados para a producéo dos filmes de colageno com e
sem Oleo de cravo foram:
¢ Residuo de colageno gentilmente cedido pelo Departamento de Quimica da UFMG em
colaboragdo com professor Dr. Luiz Carlos Alves de Oliveira.
Oleo de cravo da Laszlo® (CG: Eugenol 90-95%).
Acido Acético Glacial PA (99,7%) da Synth®.

Agua destilada e agua ultrapura.

Antibidticos tetraciclina e ampicilina - CECON®, Sao Paulo, Brasil.
Meio Agar Miller-Hilton da Kasvi® (Italia).

4.2 Delineamento Experimental

As etapas de producdo e caracterizacdo dos filmes de colageno com e sem dleo de

cravo estdo apresentadas no fluxograma (Figura 2).

Figura 2 — Fluxograma das etapas de trabalho.

Solugdo 3% &c. acético
(70 C2, 2h — agitador Evaporaco de solvente

Sti (70 C2, 2 dias) ) i i
Residuo de magnético] Solucdode Filmes de Colageno FTIR, TG, Angula|de
Colageno — colageno — Puro — ccnt_ato, Tesfe de
disco fusdo
Oleo de Cravo — FTIR, TG, CG/MS

Evaporago de solvente

Solugédo de (70 C2, 2 dias) Filmes de Colageno FTIR, TG, Angulo de
Coldgeno + Oleo de ¢/ dleo de cravo contato, Teste de
cravo (10%, 30%) 10%, 30%. disco fusdo

Fonte: Préprio autor.
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4.3 Preparo da solucdo de colageno

O residuo de colageno (Figura 3A) foi solubilizado em uma solucéo de &cido acético
3% (v/v) na concentracao de 1% em massa do soluto por volume de solucéo. O objetivo dessa
hidrolise foi a quebra parcial das ligacGes entre as hélices do colageno. A solucéo foi mantida
por duas horas a temperatura de 70°C, mediante agitacdo constante (Figura 3B). Decorrido
esse tempo, foi realizado uma filtracdo, primeiramente, passando a solu¢do em uma peneira e,
posteriormente em uma peneira forrada de algoddo para remocdo de possiveis impurezas
provenientes do residuo de colageno (Figura 3C). Essa etapa experimental foi feita de acordo

com o trabalho anteriormente realizado por GIL e colaboradores (2016).

Figura 3 — Solubilizacdo do residuo de colageno da industria

coureira.

A) Residuo de Colageno, (B) Solubilizacdo do coldgeno com solucdo de acido acético 3% (v/v), (C)
Solugdo de Colageno

Fonte: Préprio autor.

4.4 Determinacdo da concentracao da solucdo de colageno

Para determinacdo da concentracdo de colageno na solugdo, pesou-se o béquer vazio
(my1). Feito isso, adicionou-se 50ml da solucdo de colageno nesse bequer e deixou esse
sistema secar por 3 dias, na estufa a 70°C. Apds completa secagem, pesou-se novamente o
béquer (m2). Com isso, determinou-se a massa de colageno (mc) através da diferenga entre mp

e my. Essa etapa foi realizada em triplicada.
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4.5 Producéo dos filmes

A producéo dos filmes de colageno por evaporacéo de solvente foi realizada utilizando
a solucéo de colageno obtida. Adicionou-se 478ml dessa solucdo em moldes de polipropileno,
tampada com papel aluminio perfurado. O material secou na estufa a 70°C por dois dias. Em
seguida, a molde de polipropileno foi retirada da estufa e apos resfriamento em temperatura
ambiente o filme foi cuidadosamente removido .

Filmes de colageno incorporados com 10% e 30 % m/m de 6leo de cravo também
foram produzidos pela técnica de evaporacdo de solvente. O dleo foi pesado em um béquer,
depois de adicionada a solucdo de colageno, a mistura foi agitada por 1 hora, a temperatura
ambiente. Em seguida, a solucéo resultante foi vertida no molde de polipropileno e seguiram-
se 0s mesmos procedimentos utilizados para a producgéo do filme de colageno puro.

4.6 Caracterizacdo do Oleo de Cravo

A caracterizacdo do Oleo de cravo foi realizada pelas técnicas de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (GC/MS) e Andlise Termogravimétrica (TG). A Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier foi realizada no equipamento SHIMADZU IR
Prestige-21, com faixa de trabalho 4000cm™ a 400cm™ em atmosfera inerte. A técnica de
GC/MS foi realizada em um cromatografo AGILENT TECHNOLOGIES 7890A acoplado a
espectrometro de massa 5975C. O 6leo de cravo foi diluido em metanol (1:9) e a analise foi
realizada com aquecimento de 50 a 600°C, por 15 min, em coluna de fenilmetilsiloxano HP-
5MS a 5%. A analise termogravimétrica foi conduzida no equipamento DTG 60H da
SHIMADZU, utilizando 1,25mL de 6leo, submetido a uma faixa de temperatura da ambiente
até 800 °C, com taxa de aquecimento mantida em 15°C/min e fluxo de nitrogénio de

50ml/min.

4.7 Caracterizacao dos filmes

Depois de produzidos, os filmes de colageno com e sem Gleo de cravo foram
caracterizados pelas seguintes técnicas: FTIR, TG, angulo de contato, espectroscopia de UV-

VIS e ensaio de disco-difusdo.
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4.7.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi realizada no
equipamento SHIMADZU IR Prestige-21, com faixa de trabalho 4000cm™ a 400cm™ em

atmosfera inerte.

4.7.2 Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi conduzida no equipamento DTG 60H da SHIMADZU,
utilizando 50 miligramas dos filmes, submetidos a uma faixa de temperatura, da ambiente até

600°C, com taxa de aquecimento mantida em 15°C/min e fluxo de nitrogénio de 50ml/min.

4.7.3 Angulo de Contato

As medi¢bes do angulo de contato foram realizadas no equipamento DSA1 da
KRUSS. Para realizar a medicdo os filmes foram cortados em fragmentos de 1cm?. O ensaio
foi realizado em triplicata e 2L de 4gua foram colocados sobre os filmes com auxilio de uma
seringa, a velocidade do embolo foi mantida em 10 mm/min. O procedimento foi executado
em diferentes regides de cada filme, e o angulo 0 final foi calculado como uma média simples

dos angulos encontrados nas medicdes.

4.7.4 Espectroscopia UV-vis

O perfil de liberagdo do 6leo de cravo incorporado aos filmes de colageno foi estimado
pela técnica de espectroscopia UV-vis utilizando o espectrofotdbmetro da PerkinElmer
Lambda 1050 e cubeta de quartzo de 1,0cm. Primeiramente foi construida uma curva de
calibracéo para o 0leo de cravo. Para isso, partiu-se da concentracéo de 0,01% m/m de o6leo de
cravo em agua ultrapura e realizou-se a leitura da absorbancia de 190nm a 800nm. A partir da
varredura, encontrou-se o comprimento de onda com a maxima absor¢do (Amax = 279nm).
Apos a determinacdo do comprimento de onda, a curva de calibracdo foi realizada utilizando

as concentracdes de 0,025% a 0,01% de 6leo de cravo totalizando 7 pontos. As leituras foram
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realizadas em triplicata. A partir dos valores de absorbancia obtidos, determinou-se através do
método dos minimos quadrados, a equacao da curva de calibracéo.

Para o estudo de liberacdo do 6leo de cravo, 0,5g dos filmes (puro, 10% e 30 % de
6leo de cravo) foram colocados em um béquer de vidro contendo 40ml de &gua ultrapura.
Uma aliquota de 3ml da amostra foi retirada em intervalos de tempo pré-determinados de 15
minutos até completar 150 minutos de exposic¢ao dos filmes na dgua. Essas aliquotas foram
analisadas no comprimento de onda maximo encontrado na curva de calibragdo (Amax =
279nm). A quantidade de 6leo de cravo liberado com o tempo foi determinada utilizando a

curva de calibracéo feita anteriormente.

4.7.5 Ensaio de disco-difusdo

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos filmes de coldgeno produzidos com e
sem Oleo de cravo foi realizada pelo método de disco-difusdo. A tabela 1 sumariza os

microrganismos, o meio de cultura e os discos de antibioticos utilizados no ensaio.

Tabela 1 — Microrganismos e materiais utilizados no ensaio de disco-difusdo em

agar.
Microrganismo Linhagem Meio de Cultura Disco de Antibiotico
Staphylococcus ATCC Agar Mueller Hinton Tetraciclina (30 mcg)
aureus 6538P
Escherichia coli ATCC Agar Mueller Hinton Ampicilina (10 mcg)
25922

Fonte: Préprio autor.

Em placas de petri contendo o meio agar Mueller Hinton foram espalhados 10 uL da
suspensdo microbiana em fase exponencial de crescimento (escala Mac Farland de 0,5). Em
seguida, amostras de 5mm de diametro dos filmes de colageno (com e sem ¢6leo de cravo), do
6leo de cravo puro, do dleo de cravo diluido em etanol nas mesmas propor¢fes do 6leo no
filme (10% e 30%) e dos controles (positivo — antibidticos e negativo — solugdo salina) foram
colocadas sob o meio sélido com auxilio de uma pinga estéril. As placas foram levadas para
estufa microbiologica Quimis® modelo Q316M a 37°C durante o periodo de 24 horas. Apds o
periodo de incubacdo houve a avaliacdo do halo de inibicdo (&rea da placa de cultivo sem
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crescimento visivel dos microrganismos a olho nu) conforme norma ANVISA M2-A8. O
didmetro de cada halo formado foi medido com paquimetro MITUTOYO (0,05mm) e o0s
resultados encontrados comparados com os valores padrdes dos halos inibitérios para os

antibioticos. O ensaio foi realizado em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacéo do Oleo de Cravo

As principais bandas de absorc¢éo do 6leo de cravo obtidas pela técnica de FTIR séo
apresentadas na figura 4 e identificadas na Tabela 2.

Figura 4 — FTIR do 6leo de cravo

Absorbancia (u.a)

4000 3500 2000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm’™)

Fonte: Proprio autor.

Tabela 2: Principais bandas identificadas no espectro de FTIR para o 6leo de cravo.

Comprimento de Onda (cm) Associado com
3520 3500 -3350 cm™ - O-H
3077 3080 — 3020 cm™* - =C-H
2834 2960 - 2850 cm™ — C-H alifaticos
1612, 1514 1600 — 1450 cm™ — C=C do anel aromético
1261 1275 - 1020 cm™ - C-O de éteres
1032, 750 C-H aromético

Fonte: Proprio autor.
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As bandas de absorcdo, listadas na tabela, em comprimentos de onda de 3500 cm™ a
3350cm™ que sdo associadas com vibragOes de estiramento O-H. Bandas de absor¢do em
3077 cm™ referente ao grupo =C-H, em 2900 cm™ devido a deformac&o axial dos grupos CH:
e CHs em 1640 cm? deformacgdo referente ao grupo C=C, em 1600cm?- 1514cm?
deformacéo axial C=C no anel aromatico e em 1033cm™ referente ao grupo C-H aromatico
com deformacéo angular fora do plano referente. Em um estudo de caracterizagao do eugenol,
Chen et al. (2014) e Meneses et al. (2018) relatam a presenca de bandas semelhantes.

Desta forma, é possivel observar que no presente trabalho, o espectro de absorcao do
6leo de cravo na regido do infravermelho contém bandas caracteristicas do eugenol,
confirmando a presenca deste composto no 6leo de cravo utilizado. Além disso, de acordo
com os resultados obtidos, ndo foram observadas bandas de absor¢do que pudessem indicar a
presenca de substancias contaminantes.

O cromatograma do Oleo de cravo obtido pela técnica GC/MS encontra-se
representado na figura 5. Os principais constituintes encontrados com 0s respectivos tempos

de retencdo e porcentagem de abundéancia estdo representados na tabela 3.

Figura 5 — Cromatograma GC/MS do 6leo de cravo.

Abundéncia
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Fonte: Préprio autor.
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Tabela 3 — Constituintes encontrados no 6leo de cravo através da técnica de GC/MS.

Constituinte Tempo % Abundancia
1 Eugenol 3,153 min 85,47 %
2 Cariofileno 3,686 min 12,36%
3 Humuleno 3,944 min 1,46%

Fonte: Préprio Autor

Os resultados encontrados confirmam que o eugenol é o componente majoritario do
o6leo de cravo utilizado, com uma abundancia de 85,47 %, seguido pelo cariofileno com 12,36
%. O percentual encontrado para o eugenol e para o cariofileno é semelhante ao observado em
trabalhos anteriores (Marques, 2006; Oliveira et al; 2009; Costa et al, 2011). Além disso, 0s
constituintes presentes em maior proporcdo no Oleo de cravo apresentam interessantes
propriedades biologicas, como pode ser observado na tabela 4, justificando a adi¢do desse

6leo em biomateriais, especialmente os curativos.

Tabela 4 — Constituintes com atividades bioldgicas relatados para o 6leo de Cravo.

Constituinte Atividade biologica
Eugenol Antioxidantes, antibacterianas, anti-inflamatdria
Cariofileno Antibacterianas e anti-inflamatorias
Humuleno Anti-inflamatério

Fonte: Adaptado de SILVESTRI et al, 2010; BONAN et al. (2015)

5.2 Producéo dos filmes de coldgeno com e sem 6leo de cravo

O aspecto dos filmes de colageno com e sem 6leo de cravo produzidos pela técnica de

evaporacédo de solvente pode ser observado na figura 6.
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Figura 6 — Filmes de Colageno produzidos

A) Filme de Coléageno puro, (B) Filme de Colageno com 10 % de 6leo de cravo, (C) Filme de Coladgeno com 30
% de 6leo de cravo.

Fonte: Proprio autor.

A técnica utilizada de evaporacdo de solvente possibilitou a producdo de filmes com
espessura variada entre 0,03mm a 0,10mm. Apesar da coloracdo marrom caracteristica do
colageno utilizado, os filmes ainda apresentaram certa transparéncia, caracteristica importante
para a aplicagdo como curativo. Nos filmes com 6leo o odor caracteristico do cravo se
manteve. Os filmes produzidos ndo eram uniformes, apresentando algumas partes mais finas e
outras mais espessas; isso pode ter ocorrido devido ao utensilio plastico usado, aos desniveis
da estufa utilizada para a secagem do material e também devido a circulacdo de ar existe na

estufa.
5.3 Caracterizacdo fisico-quimica dos filmes de colageno

5.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

O espectro de absorcdo obtido por FTIR para o filme de colageno puro encontra-se

apresentado na Figura 7 e as principais bandas identificadas na Tabela 5.
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Figura 7 — FTIR do filme de colageno puro

Absorbancia (u.a)

4000 3500 3000 2300 2000 15010 1004
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 5- Principais bandas identificadas no espectro de FTIR para o filme de colageno

puro
Comprimento de Onda (cm™) Associado com
3280 3400-3200 cm™ O-H / 3600-3150 cm™ v(N-H)
3071, 2937, 2877 2800-3000 cm™ v(C-H)
1628 1600-1760 cm™ (amida I: v (C=0))
1530 1540 cm-1 (amida IT: 6 N-H + v C-N +v C-C)
1448 1450 cm-1 v(C-H) do anel pirrolidico
1390 1390 - 1370 cm™ - CHs
1239 1300 — 1200 cm™* - C-O de &c. carboxilicos
1081 1280 - 1180 cm™ - C-N de alifaticos

Fonte: Proprio autor.

A soma das bandas de absor¢do encontradas indicam que o filme é composto por
colageno tipo I, conforme anteriormente descrito na literatura (GIL, et al., 2016) Além de
confirmar a composicdo do colageno pela presenca de bandas de absorcéo caracteristicas, 0
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espectro de FTIR também pode ser utilizado para verificar a integridade da estrutura de tripla
hélice do colageno. Esse procedimento € necessdrio quando o coldgeno é submetido a
tratamentos na presenca de solucgdes acidas. Para isso, faz-se a razdo entre as intensidades das
bandas em 1235/1450 cm-! que sdo associadas com os estiramentos e deformagdes nas
ligacOes presentes no grupo amida Il e da ligacdo C-H do carbono da cadeia principal (GIL,
et al., 2016). A razdo de 1,0 indica a manutencdo da integridade da estrutura de tripla hélice,
sendo o0 menor valor aceitavel de 0,5, pois valores menores que este indicam desnaturacdo da
proteina (GORDON, et al., 1974; GIL, et al., 2016). O valor obtido no presente estudo foi de
0,84, indicando que a estrutura do coldgeno foi, em grande parte, preservada durante o
processamento do filme.
A presenca da banda caracteristica do estiramento C-O de acido carboxilico (1239cm’

1) pode ser tanto oriunda das ligagGes da estrutura do colageno, como também remanescente
do éacido acético utilizado para a producdo da solucdo de colageno (SADER, 2010, GIL et al.,
2016). Todavia, mesmo que o &cido acético esteja presente no material, trabalhos anteriores
indicam que esse composto ndo € citotoxico para as condicdes testadas (GIL et al., 2016).
Neste sentido, mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos biologicos do possivel
acido acetico remanescente no material.

Os filmes de colageno contendo 6leo de cravo também foram caracterizados por FTIR.
Os espectros de absorcéo obtidos estdo apresentados na figura 8 e identificados na tabela 6.
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Figura 8: FTIR dos filmes de colageno incorporados com 6leo de

cravo.

4 a) Filme com 10% de oleo de cravo

- b) Filme com 30% de oleo de cravo

Abosrbancia (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Fonte: Proprio autor

Tabela 6: Principais bandas identificadas no espectro de FTIR para os filmes de

colageno incorporados com 6leo de cravo.

Comprimento de Onda Associado com Referente a
(cm™)
3293 3400-3200 cm™ O-H / 3600- Colageno
3150 cm™ v(N-H)
3067 3080 — 3020 cm™* - =C-H Eugenol e Colageno
2926, 2871 2960 - 2850 cm™ - C-H Eugenol
alifaticos
1628, 1450 1600 — 1450 cm™* — C=C do Eugenol
anel aromatico
1307, 1230 1300 — 1200 cm™ - C-O de Colageno
ac. carboxilicos
1078 1280 - 1180 cm™ - C-N de Colageno
alifaticos

Fonte: Proprio autor
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O espectro dos filmes de coldgeno contendo 10% e 30 % de 6leo de cravo apresentaram
alteracbes quando comparados ao espectro do filme de colageno puro conforme visualizado
na figura 9, nas bandas de 1600 — 1450 cm™ e 3293 cm™*,que correspondem as vibracdes das
ligacbes C=C do grupo aromatico e da ligacdo O-H, respectivamente; grupos funcionais
presentes no eugenol (SILVERSTEIN et al, 2007). Além disso, a absorcéo entre 2960 — 2850
cmt sdo atribuidas ao estiramento da ligagdo C-H alifatico, também caracteristico do eugenol
(SILVERSTEIN et al, 2007) Como o eugenol é o constituinte majoritario do 6leo de cravo, é
possivel atribuir a existéncia dessas bandas a incorporacdo do 6leo de cravo na matriz de
coladgeno no presente estudo. Adicionalmente, conforme o esperado pode-se perceber que o
filme contendo 30% de Oleo de cravo apresenta bandas com maior intensidade quando

comparado ao filme contendo 10% de 6leo.

Figura 9: FTIR das amostras

a)Filme de Colageno puro

b) Filme de Colédgeno 10% Oleo de cravo

c) Filme de Colageno 30% Oleo de cravo
1 d) Oleo de cravo
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Fonte: Préprio autor.

5.3.2 Analise Termogravimétrica

As propriedades térmicas dos filmes de colageno puro, do 6leo de cravo e dos filmes
incorporados com oleo de cravo foram obtidas por analise termogravimétrica (TG). A analise

da curva termogravimétrica do filme de colageno puro (Figura 10) mostra que a perda de
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massa ocorre em quatro principais estagios. O primeiro estagio, referente a perda de agua de
até 100°C, o segundo estagio de 130°C a 190°C pode ser atribuido a perda de agua da
estrutura do colageno. O terceiro estagio de 280°C a 390°C pode ser atribuido a degradacgéo
térmica do esqueleto da cadeia do coldgeno e o quarto estagio entre 490°C e 590°C esta
relacionado com a carbonizacdo do material, devido a presenca de oxigénio no ar (Friess,
1999, Gil, 2013, Rodrigues et al, 2017)

Figura 10 — Analise termogravimétrica do filme de colageno puro
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Fonte: Préprio autor.

Na andlise termogravimétrica do 6leo de cravo (Figura 11) observa-se que até 75°C o 6leo
apresenta estabilidade térmica e ha apenas uma etapa de decomposicao que inicia-se a partir
de 75°C e termina em 210°C. Nesse periodo tem-se uma perda de massa de aproximadamente
96%. Esse perfil ocorre possivelmente devido a alta volatilidade dos 6leos essenciais e
reacOes de decomposi¢do. Em estudos anteriores, Teodoro (2016) observou um
comportamento térmico similar para o 6leo de cravo. Como no presente trabalho a
temperatura maxima utilizada para a producéo dos filmes de colageno incorporados com éleo
de cravo foi 70 °C, a baixa resisténcia térmica deste 6leo ndo constitui um problema para a
producdo do material.
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Figura 11 — Andlise termogravimétrica do dleo de cravo
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Na figura 12 as curvas termogravimétricas do 6leo de cravo, do filme de colageno
puro e dos filmes com 6leo de cravo incorporados sdo apresentadas. Na tabela 7 as
porcentagens de perda de massa em fungdo da temperatura desses materiais encontram-se
detalhadas. O filme contendo 10% de 6leo de cravo apresentou perda de massa maior ou
igual ao filme de colageno puro em todas as temperaturas analisadas. Esse comportamento
pode ter ocorrido em funcdo da decomposicao do 6leo que se inicia a partir de 75°C. Todavia,
esse padrdo ndo foi observado em todas as temperaturas para o filme contendo 30% de dleo
de cravo. Esse resultado pode sugerir que o 6leo ndo tenha sido completamente incorporado
ao filme ou tenha sofrido exsudacdo. Desta forma, estudos futuros para entender o

comportamento térmico desses materiais S40 necessarios.
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Figura 12 — Andlise termogravimétrica das amostras
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Fonte: Proprio autor

Tabela 7 — Porcentagem de massa do éleo de cravo e dos filmes de colageno puro e

incorporados com o 6leo de cravo, em funcéo da temperatura.

100 °C 200°C 300 °C 400 °C 500 °C 600 °C

Puro 96,3 % 89,3 % 75,3 % 42,18 % 32,1 % 25,1 %
Oleo 95,8 % 30,8 % 2,1% 2% 2% 2%

10% 94, 6% 85,98 % 742 % 142,18 % 32,12 % 21,3 %
30% 944 % 89,4 % 71,1 % 44 % 34,12 % 21,3%

Fonte: Préprio autor

5.3.3 Angulo de contato

A imagem da gota de agua em contato com os diferentes filmes de colageno e os

valores médios dos angulos estdo representados na figura 13 e tabela 8, respectivamente.
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Figura 13— Imagem da gota de agua na superficie dos filmes

A B C

(A) Filme de Colageno puro, (B) Filme de Colageno com 10 % de dleo de cravo, (C) Filme de Colageno com 30
% de 6leo de cravo.

Fonte: Préprio autor

Tabela 8 — Angulos de contato dos filmes de colageno.

FILMES DE COLAGENO ANGULO DE CONTATO
(Média + desvio padrao)

Filme Colageno Puro 950+5°
Filme de Colageno com 10 % o6leo de cravo 520+ 4°
Filme de Colageno com 30% 6leo de cravo 920+3°

Fonte: Préprio autor

Segundo Barrioni et al. (2015) baixos angulos de contato indicam uma maior interagao
do material com a &gua, ou seja, o material é hidrofilico. E o material apresenta carater
hidrofobico quando os valores de angulos estiverem acima de 90 °. Considerando o desvio
padréo, todos os filmes produzidos podem apresentar valores de angulos abaixo de 90 °,
apresentando, portanto, carater hidrofilico. Entretanto, os resultados encontrados para 0s
filmes contendo 6leo de cravo, especialmente do filme contendo 10%, ndo foram esperados,
uma vez que a adi¢do de um 0leo, a principio, deveria tornar o material mais hidrofoébico.

Sabe-se que a superficie do material interfere em seu carater hidrofilico. Assim,
superficies com menor rugosidade propiciam maior area de contato entre 0 material e a agua,
e por sua vez, foram angulos menores. Ja superficies mais rugosas levam a menor area de
contato, devido a presenca de bolhas de ar presas na superficie, gerando angulos de contato
maiores (TIJING et al., 2013). Desta forma, os resultados inesperados encontrados no
presente trabalho podem ter ocorrido devido a diferenca de rugosidade dos filmes. Outra
possibilidade que também deve ser levada em consideracdo ¢é a falta de homogeneidade do
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6leo incorporado aos filmes. Neste sentido, estudos posteriores devem ser realizados para
analisar a topografia dos filmes e otimizar o processo de homogeneizacao do 6leo.

Também foi analisado o contato dos filmes com a agua ap6s 5 minutos. Como pode
ser analisado na figura 14, o material foi gradativamente interagindo e absorvendo a agua.
Esse mesmo comportamento foi descrito anteriormente por GIL e colaboradores (2016). Isso
ocorre porque o colageno na presenca de dgua forma um hidrogel. Portanto, o colédgeno é
capaz de sair do estado solido para se gelificar na presenca de agua. O colageno, em sua
forma gel primeiro incha ao entrar em contato com a agua e depois inicia 0 processo de

degradacéo .

Figura 14— Imagem da gota de agua na superficie dos filmes apds 5 min

B C

(A) Filme de Colageno puro, (B) Filme de Colageno com 10 % de dleo de cravo, (C) Filme de Colageno com 30
% de 6leo de cravo.

Fonte: Proprio autor

A hidrofilicidade é uma propriedade importante no campo biomédico, pois a
molhabilidade afeta a interacdo 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 regeneracdo das células, além de minimizar as dores devido ao ressecamento de
terminag0es nervosas.

Além disso, o comportamento de formacao de hidrogel, e em seguida, degradacao do
coldgeno (GIL et al, 2016) sdo caracteristicas interessantes para aplicagdo como curativos,
uma vez que dispensa a remogdo do material da pele no momento da colocagdo de um novo
curativo. Esse comportamento favorece o processo de cicatrizagdo tecidual, ja que o ato de

remover o curativo acaba danificando as células neoformadas e retarda o processo de cura.
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5.3.4 Ensaio de liberacdo do 6leo de cravo

O perfil de liberacdo do 6leo de cravo incorporado aos filmes de colageno foi estimado
pela técnica de espectroscopia UV-vis. Na figura 15 esta representado o espectro UV-vis do

6leo de cravo diluido em &gua ultrapura na concentracéo de 0,01%.

Figura 15— Espectroscopia UV/vis do 6leo de cravo em agua ultrapura
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Fonte: Proprio autor

Como pode ser observado, o comprimento de onda em que ocorreu a maior absorbancia para
0 6leo de cravo foi em 279nm, resultados similares foram relatados por Pereira (2007). A
partir desse resultado, a curva de calibracdo do 6leo de cravo diluido em agua ultrapura foi

realizada (Figura 16).



Figura 16— Curva de calibracgdo do 6leo de cravo em agua
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Utilizando a equacdo da reta obtida pela curva de calibracdo foi determinada a

concentracdo média de 6leo de cravo liberado. A tabela 9 exibe os valores médios das

porcentagens de 6leo de cravo liberado dos filmes de colageno em fungéo do tempo. A partir

desses valores, foi possivel obter os perfis de liberacdo do 6leo (Figura 17).

Tabela 9 - Valor médio das porcentagens de 6leo de cravo liberado em funcéo do

tempo.
Tempo (min) Concentracdo Média (%0)
Filmes com 10 % o0leo de cravo  Filmes com 30% de 6leo de cravo
15 0,002 0,007
30 0,003 0,008
60 0,007 0,009
90 0,008 0,011
120 0,008 0,012
150 0,008 0,012

Fonte: Proprio autor
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Figura 17- Perfil de liberagéo do 6leo de cravo presente nos filmes de colageno.
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Fonte: Préprio autor

Apo6s 15 minutos em contato com a agua foi observada a liberagdo do 6leo de cravo nos
dois tipos de filmes produzidos. Esse comportamento pode ser atribuido a elevada
solubilidade do colageno em meio aquoso (TAKEDA, 2003). Nos filmes contendo 10% de
6leo de cravo foi observado um aumento na porcentagem de 6leo liberado até 90 minutos,
apos esse periodo o dleo continuou a ser liberado em uma concentragcdo constante até o Gltimo
tempo analisado. Perfil semelhante de liberacdo foi observado para os filmes de colageno
contendo 30% de 6leo de cravo, entretanto, a liberagdo se manteve constante a partir do tempo
de 120 minutos. Além disso, conforme esperado, a porcentagem de liberagdo do 6leo de
cravo foi maior nos filmes que continham 30% do 6leo em relacéo aos filmes que continham
10% do 6leo em todos os tempos observados.

No presente trabalho, a cinética de liberacdo do 6leo de cravo incorporado aos filmes de

colageno foi avaliada até o tempo de 150 minutos. Como neste tempo a porcentagem de
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liberacdo do dleo se manteve constante nos dois tipos de filmes produzidos, estudos futuros
com tempos de liberagdo maiores devem ser realizados. Todavia, é importante ressaltar que
materiais cuja cinética de liberacdo € constante ao longo do tempo, isto €, materiais em que 0
principio ativo ndo seja liberado ap6s um breve contato com o tecido, constituem uma

alternativa promissora para a utilizagdo como curativos.

5.3.5 Ensaio de disco-difusdo

A atividade antimicrobiana do 6leo de cravo e dos filmes de colageno contendo 10% e
30% de o6leo foi analisada pelo ensaio de disco-difusdo. Na tabela 10 estdo apresentados 0s
valores padrbes dos halos inibitérios de antibidticos utilizados no ensaio de disco-difuséo.
Desta forma, a avaliacdo da sensibilidade de cada microrganismo foi realizada de acordo com
o didametro do halo formado (sensivel, intermediario ou resistente ao agente antimicrobiano

analisado).

Tabela 10 — Valores padrées de halos inibitérios utilizados no ensaio de disco-difuséo.

Antimicrobiano Resistente Intermediario Sensivel
Ampicilina 11 mm 12 -13 mm 14 mm
Tetraciclina 14 mm 15-18 mm 19 mm

Fonte: PEDROSO, et al., 2014; Laia, A. 2015.

A figura 18 representa da placa de petri em que as bactérias E. coli foram previamente

espalhadas, e em seguida, os diferentes materiais foram adicionados.
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Figura 18 — Placa de E. coli contendo as amostras apos 24h de

incubacéo

FILME 0% OC

OC: 6leo de cravo. Setas: filmes de coldgeno com e sem 6leo de cravo dissolvidos na placa de petri.
Fonte: Proprio autor

Ap0s a incubacdo da placa em estufa por 24 horas (figura 18 e tabela 11), observou-se
que o disco de antibidtico (controle positivo) formou um halo de inibicdo de 20mm, e,
portanto, a bactéria E. coli apresenta sensibilidade a ampicilina, conforme esperado e descrito
na Tabela 11. O controle negativo (papel embebido em solugdo salina) ndo gerou halo
inibitério. O 6leo de cravo puro e com a concentracdo de 30% apresentou halo de inibicdo de
15,5mm e 15,0 mm, respectivamente. Dessa maneira, € possivel inferir que as bactérias E.
coli sdo sensiveis ao 6leo de cravo, ou seja, 0 Oleo apresenta propriedade antimicrobiana.
Entretanto, o 6leo de cravo na concentragdo de 10% apresentou halo de inibi¢cdo de 9,0mm,

indicando que nessa concentracao o 6leo ndo apresenta efeito antimicrobiano significativo.

Tabela 11 — Halos de inibic&o e sensibilidade para a bactéria E. coli

Amostras Halo de Inibi¢ao (mm) Interpretacédo
Controle * (ampicilina) 20,0+28 Sensivel
Oleo de Cravo 100% (puro) 155+0,7 Sensivel
Oleo de Cravo 30% 15,0+ 1,4 Sensivel
Oleo de Cravo 10% 9,0+0,0 Insuficiente

Fonte: Proprio autor
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Os filmes de coldgeno com e sem Oleo de cravo dissolveram-se no é&gar,
impossibilitando concluir se a mancha clara ocorreu devido a formacéo do halo de inibi¢éo ou
a degradacdo do filme na placa. Sendo assim, tornam-se necessarios outros ensaios para
avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes. Em estudos futuros, poderia ser realizado, por
exemplo, o teste de macro diluicdo para fazer o ensaio com o sobrenadante e, dessa maneira,
avaliar sua atividade.

Ensaio similar foi realizado com a bactéria S. aureus conforme pode ser observado no
na placa apresentado na figura 19. Neste ensaio o controle positivo foi o antibidtico

tetraciclina.

Figura 19 —Placa de S. aureus contendo as amostras ap6s 24h de incubacéo
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FILME 10% OC\
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'\ SALINA Tetraciclina /
0C 30%
EILME 30% OC

~__ FWMEO%OC

OC: 6leo de cravo. Setas: filmes de colageno com e sem 6leo de cravo dissolvidos na placa de petri

Fonte: Proprio autor.

Apdbs 24 horas de incubacdo da placa em estufa foi verificado que o disco de
tetraciclina gerou um halo de inibicdo de 29mm, e, portanto, a bactéria S. aureus apresenta
sensibilidade a tetraciclina, conforme esperado e descrito na Tabela 12. O dleo de cravo puro
e com a concentracdo de 30% apresentou halo de inibicdo de 19,0mm e 15,0mm,
respectivamente. Assim, pode-se inferir que as bactérias S. aureus sdo sensiveis ao 6leo de
cravo, ou seja, o Oleo apresenta propriedade antimicrobiana contra esse microrganismo.
Entretanto, o 6leo de cravo na concentracdo de 1 % apresentou halo de inibicdo de 8,7mm,

indicando que nessa concentracdo o 0leo ndo apresenta efeito antimicrobiano significativo.
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Tabela 12 — Halos de inibicéo e sensibilidade para a bactéria S. aureus

Amostras Halo de Inibi¢do (mm) Interpretacao
Controle * (Tetraciclina) 29014 Sensivel
Oleo de Cravo 100% (puro) 19,0+ 1,4 Sensivel
Oleo de Cravo 30% 150+1/4 Intermediario
Oleo de Cravo 10% 8,711 Insuficiente

Fonte: Proprio autor

De maneira similar aos ensaios realizados com E. coli, os filmes de colageno com e
sem 06leo de cravo em contato com o agar e as bactérias S. aureus se dissolveram total ou
parcialmente. Desta forma, diferentes ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana desse

material S0 necessarios.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho foram produzidos e caracterizados filmes de colageno,
proveniente de residuos da industria coureira, contendo 10% e 30 % m/m de 6leo de cravo. O
6leo de cravo utilizado é constituido majoritariamente por eugenol, substancia com
comprovada atividade antibacteriana, antifungica e analgésica. A presenca do 6leo nos filmes
foi confirmada pelas técnicas de FTIR e TG. A liberacdo do 6leo em meio aquoso ocorreu de
forma sustentada até 150 minutos. Apesar do 6leo de cravo puro e diluido apresentar atividade
antibacteriana contra E. coli e S. aureus, essa atividade ndo pode ser confirmada pelo ensaio
de disco-difusdo nos filmes contendo 6leo de cravo. Desta forma, os resultados preliminares
sugerem que o filme de colageno derivado da inddstria coureira e incorporado com 6leo de

cravo apresenta potencial aplicacdo como curativo.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, as seguintes perspectivas podem ser

elencadas:

o analisar a topografia dos filmes de colageno produzidos;

o otimizar o processo de incorporacdo do 0leo de cravo nos filmes de colageno;

o quantificar a quantidade de 6leo de cravo efetivamente incorporada nos filmes;

o estudar o comportamento térmico dos filmes produzidos utilizando outras técnicas,

como por exemplo, Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC);

o realizar o ensaio deliberacdo por periodos mais longos, chegando a 3 dias, tempo
médio de utilizacdo de um curativo;

o realizar o ensaio de macro-diluicdo nos filmes produzidos para verificar a propriedade
antimicrobiana;

o realizar ensaios de viabilidade celular utilizando células epiteliais de mamiferos.
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