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RESUMO

RODRIGUES, J. S. Composito amido/melamina com extrato de Bixa Orellana L.
para aplicacdo biologica na cicatrizacdo em feridas. 2019. 63 p. Tese orientada
pelo prof. Dr., Santos Junior, J. R. dos (Doutorado em Biotecnologia) —
Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2019.

O urucum (Bixa orellana L.) € uma fonte natural de corantes vermelhos, além da
bixina, estdo presentes nas suas sementes outros carotendides, como a
norbixina e o B-caroteno. O extrato de urucum tem sido empregado como anti-
hemorragico, expectorante, laxativo e cicatrizante. No presente trabalho foi
desenvolvido um filme polimérico de amido/melamina com extrato de Bixa
orellana L. adsorvido, para a acdo biolégica de cicatrizacdo de feridas. Para este
proposito, foram sintetizados compdésitos com diversas relagdes de concentracao
de melamina e com diferentes extratos de urucum. Apos a elaboracéo do filme
foi realizado a caracterizacéo por técnicas de UV, TG, DSC e MEV. O Filme
caracterizado foi empregado em acdo biologica, para ser um agente de
cicatrizacdo em feridas. O composito amido/melamina com extrato de Bixa
Orellana apresentou melhor acdo que as bases poliméricas separadas, cola
amilacia e resina melamina formaldeido. O filme (composito) de amido/melamina
e a cola amilacia apresentaram-se maleavel, e a resina melamina formaldeido
um material rigido e quebradico com caracteristica termorrigida o que foi
observado nos resultados de Termogravimetria. A formagdo dos compositos em
diversas relacdes de concentracdo e adi¢cao de diferentes extratos a 10%, o que
apresentou o melhor resultado foi o composito amido/melamina com 1% de
resina melamina. A analise ultravioleta- visivel dos compdsitos ndo mostrou as
transicOes caracteristicas de bixina/norbixina. Somente quando adsorveu o
extrato neutralizado com NaOH pode-se observar as transicdes eletrbnicas
caracteristicas do carotendide. As analises de TG apresentam informacdes da
composi¢cdo amido melamina/bixina, com diferenciacdo em temperaturas acima
de 350 °C. As analises de Microscopia Eletronica de Varredura mostraram
micrografias bem diferenciadas entre a cola amido e resina melamina, esta
apresentou fortes tendéncias de estrutura termoplastica. Quando os compositos
foram aplicados na cicatrizacao, observou-se que todos 0s grupos tratados com
compodsito de extrato de urucum apresentaram diferenca significativa
comparados ao grupo controle negativo na analise macroscépica. Na analise
histopatoldgica, no sétimo dia formou-se tecido de granulacdo imaturo com boa
deposicao de colageno e processo de re-epitelizacdo avancada nos compositos.
No decimo quarto dia, observou-se uma inflamacédo leve, caracterizada pela
formacdo de tecido de granulacdo maduro. ApOs o0 vigésimo primeiro dia
observou-se formacdo evoluida de fibrose evidente, onde ocorreu uma
deposicdo de coldgeno comparado com o0 grupo controle. Para o teste de
micronucleo os compadsitos mostraram-se nao citotdoxico em aplicacao in vivo.
Os compadsitos amido/melamina com extrato de urucum, revelaram-se agentes
de cicatrizacdo, com respostas que podem ser consideradas significativas na
avaliacdo do tratamento de acao rapida, em feridas.

Palavras chaves: Compdsito amido/melamina, Bixa orellana L., cicatrizagédo



RODRIGUES, J. S. Starch / melamine composite with extract of Bixa orellana L. for
biological application in wound healing. 2019. 63 p. Thesis oriented by MSc.PhD. Jose
Ribeiro dos Santos Junior (Doctorate in Biotechnology) - Federal University of Piauli,
Teresina, 2019.

ABSTRACT

Urucum (Bixa orellana L.) is a natural source of red dyes, in addition to bixin,
other carotenoids such as norbixin and (3-carotene are present in its seeds.
Urucum extract has been used as anti-hemorrhagic, expectorant, laxative and
cicatrizant. In the present work a polymeric starch / melamine film with extract of
Bixa orellana L. adsorbed for the biological action of wound healing was
developed. For this purpose, composites with different concentrations of
melamine and different extracts of urucum were synthesized. After the
elaboration of the film, the characterization was performed by UV, TG, DSC and
MEV techniques. The featured film was used in biological action to be a wound
healing agent. The composite starch / melamine with Bixa Orellana extract
presented better action than the separated polymer bases, glue amylacia and
resin melamine formaldehyde. The starch / melamine (composite) film and the
amylacea glue were malleable, and the melamine formaldehyde resin was a rigid
and brittle material with a thermosetting characteristic which was observed in the
results of Thermogravimetry. The formation of the composites in various
concentration ratios and addition of different extracts at 10%, which presented
the best result was the starch / melamine composite with 1% melamine resin.
Ultraviolet-visible analysis of the composites did not show the transitions
characteristic of bixin / norbixin. Only when adsorbed the extract neutralized with
NaOH can observe the characteristic electronic transitions of the carotenoid. The
TG analyzes present information on the composition melamine / bixin starch, with
differentiation at temperatures above 350 °C. The Scanning Electron Microscopy
analyzes showed very different micrographs between the starch glue and the
melamine resin, which presented strong trends of thermoplastic structure. When
the composites were applied in the healing, it was observed that all groups
treated with urucum extract composite presented significant difference compared
to the negative control group in the macroscopic analysis. In the histopathological
analysis, on the seventh day, immature granulation tissue was formed with good
collagen deposition and advanced re-epithelization in the composites. On day
fourteenth, mild inflammation was observed, characterized by the formation of
mature granulation tissue. For the micronucleus test the composites were non-
cytotoxic in application in vivo. The starch / melamine composites with urucum
extract were shown to be healing agents, with responses that may be considered
significant in the evaluation of fast acting wound treatment. After the twenty-first
day an evolved formation of evident fibrosis was observed, where a deposition of
collagen occurred compared to the control group.

Keywords: Starch / melamine composite, Bixa orellana L., healing
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1. INTRODUCAO

As feridas sdo consequéncias de uma agressao por um agente ao tecido vivo,
podendo ser classificadas, de varias maneiras pelo agente causal do tipo incisas
ou cortantes provocados por agentes cortantes. Apds ocorrer a lesdo a um
tecido, imediatamente iniciam-se fenGmenos dinamicos conhecidos como
cicatrizacdo, que € uma sequéncia de respostas dos mais variados tipos de
células (epiteliais, inflamatorias, plaquetas e fibroblastos), que interagem para o
restabelecimento da integridade dos tecidos. (BALBINO et al., 2005)

A cicatrizacdo € um dos procedimentos mais avaliados, devido complexidade
nas etapas e a importancia de sua estimulacdo na recuperacao funcional do
paciente. A cicatrizacdo das feridas ocorre uma sequéncia de estagios
interdependentes e sobrepostos descritos como inflamacao (fase exudativa),
reconstrucao (fase proliferativa), epitelizacéo (fase regenerativa) e maturacao.
No decorrer do tempo, o homem sempre utilizou recursos com a funcéo de
acelerar o processo cicatricial através do uso de substancias ou procedimentos
(GARROS, 2006).

Varios materias polimericos de origem sintetica e natural sdo utilizados, com
a finalidade de acelerar a cicatrizacdo em feridas, por apresentarem cinética de
degradacdo conhecida e podem ser sintetizados de forma controlada e
reprodutivel. Os polimeros sintéticos geralmente ndo apresentam grupos
guimicos favoraveis para interacao celular e podem ainda liberar subprodutos
toxicos na corrente sanguinea durante sua degradacdo, o que poderia
desencadear reacdes inflamatdrias no paciente ao longo de sua utilizacdo. Para
minimizar esse efeito o presente trabalho desenvolveu um filme polimerico a
partir do amido com a resina de melamina/formaldeido, incorporado com extrato
de urucum para otimizar o processo de cicatrizacao.

O amido é um carboidrato encontrado em abundancia na natureza,
apresenta-se na forma de granulos com formato e tamanho dependentes da sua
fonte botanica. Em funcdo das suas propriedades fisico-quimicas e funcionais
exclusivas, os carboidratos possuem grande importancia nos mais diversos
setores industriais (ROCHA et al., 2008).
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Os granulos de amido estdo organizados em regides cristalinas e
amorfas, sendo a transicdo entre elas gradual. A regido cristalina é constituida
de cadeias laterais da amilopectina, enquanto que os pontos de ramificacdo e a
amilose sao os principais componentes das regides amorfas (PARKER; RING,
2001). A interacdo entre os componentes das regides cristalinas e amorfas é
influenciada pela razado entre amilose e amilopectina, e pelas caracteristicas
desses polimeros em termos de peso e distribuicdo molecular e grau e tamanho
das ramificacBes. As cadeias do amido apos polimerizagdo, formam filmes
muitos finos e quebradico e de facil solubilizacdo, ocorrendo a necessidade de
incorporacao de agente impermeéavel (HOOVER, 2001).

A melamina é uma substancia fracamente alcalina que pode ser
hidrolisado em acido forte ou solu¢des alcalinas. Desta maneira, a extragcado pode
ser realizada em condi¢cfes neutras, acidas ou basicas, entretanto, as extracoes
acidas e neutras sdo de uso mais comum. Suas principais aplicagdes incluem
adesivos para madeira, resinas para téxteis e papel, tinta, vernizes e po de
moldagem, largamente empregado em artigos domesticos. Possui

caracteristicas termoplasticas.

O urucum (Bixa orellana L.), € um arbusto tropical, amplamente utilizado
como corante nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética, de tintas e
vernizes. Suas sementes, possuem carotenoides entre a bixina e norbixina onde
a maior concentracao € a bixina, que compreende mais de 80% dos carotenoides
totais, € lipossoluvel e, portanto, sujeita a extracdo com alguns solventes
organicos. Sua concentracdo varia de acordo com o tipo de cultivo, solo e clima
(DORNELAS, 2010).

Dentre os principais compostos do urucum estdo os compostos fendlicos
e 0s carotenoides e por vezes estdo envolvidos com a atividade antioxidante,
responsavel pela protecéo a oxidacao celular, podendo agir de modo preventivo
contra canceres, problemas cardiovasculares e envelhecimento (SANTOS et al.,
2014)

Esse trabalho, tem como objetivo a confec¢do de um filme polimérico de
amido/melamina com extrato de Bixa Orellana L. adsorvido. Inicialmente foi
realizada a obtencéo de extratos das sementes de urucum (Bixa orellana) em

diferentes solventes. Posteriormente a formag¢do dos compoésitos em diversas
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relacdes de concentracdo, em seguida a construcdo dos filmes de compadsitos
com diferentes concentracdes dos extratos. Apos a elaboragdo do filme foi
realizada a caracterizacdo por técnicas de UV, TG, DSC e MEV, e sua em

animais para verificar acao biologica na cicatrizagdo em feridas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ferida

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano. Ela consiste em duas camadas
histol6gicas de origens diferentes, que se encontram firmemente aderidas uma
a outra: a epiderme e a derme (JUNQUEIRA, 2014).

As feridas ocorrem ap6s de uma leséo tecidual, induzidas por traumatismo
ou por procedimentos cirargicos. A cicatrizacdo inicia como resposta tecidual as
lesdes. ApGs ocorrer a lesdo a um tecido, imediatamente iniciam-se fenébmenos
dindmicos conhecidos como cicatrizagdo, que constitui conjunto dinamico de
alteracoes teciduais importantes na manutencdo da integridade do organismo,
gue envolve inflamacédo, quimiotaxia, proliferacdo celular, diferenciacdo e
remodelacdo. (CLARK, 1995; AMADEU, 2008).

Em feridas superficiais, ha proliferacdo das células da camada basal da
epiderme, que produzem um epitélio em baixo da crosta. Entéo, os fibroblastos,
produtores de colageno, multiplicam-se garantindo forca e suporte ao novo
tecido. Em feridas profundas, o tecido de granulacédo é produzido em maiores
guantidades e move-se a partir das bordas da leséo, iniciando a contracéo, com
atuacao dos miofibroblastos e preenchendo o espaco (ROCHA JUNIOR et al.,
2006).

Os principais mediadores que atuam no processo cicatricial sao os fatores
de crescimento, que sdo proteinas que se ligam aos receptores da superficie
celular, ativando a proliferacdo e/ou diferenciacdo celular. Muitos fatores de
crescimento sdo versateis, estimulando a divisdo celular em diferentes tipos de
células, enquanto outros sao especificos para um tipo particular de célula. Estes
processos, muitas vezes, sdo basicos no funcionamento da célula, tais como:
angiogénese, mitogénese, transcricdo genética, entre outros (BALBINO et al.,
2005).

2.2 Processo de cicatrizacao

A cicatrizagdo é o processo pelo qual um tecido lesado € substituido por
tecido conjuntivo vascularizado. Ha, inicialmente, a instalacdo de uma reagéo

inflamatoéria cujo exsudato de células fagocitarias reabsorve o sangue
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extravasado e os da proliferacéo fibroblastica e endotelial que formam o tecido
conjuntivo cicatricial. Posteriormente, o tecido cicatricial sofre remodelacéo, que
resulta em diminuicdo do volume cicatricial, podendo chegar até seu
desaparecimento (PARENTE et al., 2009).

De acordo com a literatura, a cicatrizagéo é classificada como primeira,
segunda ou terceira intencdo. A cicatrizacdo de primeira intencdo, ocorre em
ferimentos com perdas minimas de tecidos e cujas bordas sdo aproximadas ou
fechadas por sutura. A cicatrizacdo de segunda intenc&o, ocorre quando as
bordas da ferida nédo estdo aproximadas, ou seja, ndo estao apostas, por perda
tecidual, como em queimaduras ou em ferimentos profundos que sao deixados
abertos para formacdo de tecido de granulacdo. Nesse caso, 0 tecido de
granulagcdo preenche a ferida e estd se contrai e “reepiteliza-se”. Ja a
cicatrizacdo de terceira intencdo (ou primaria tardia), ocorre quando a ferida
aberta, é fechada secundariamente, dias apds a leséo, cicatrizando assim por
primeira intencéo tardia. (AMORIN, 2005; DANTAS, JORGE, 2005).

FIGURA 1: Etapa do processo de cicatrizacao de feridas

Hemostase Inflamagdo Proliferagdo Maturagdo

coagulo cicatriz epiderme cicatrizada

4 =,

vaso sanguineo ; macréfago proliferagao de derme cicatrizada
fibroblasto fibroblastos

Fonte:https://www.inovanewsroom.org/ilh/2017/05/wound-healing-center-at-inova-loudoun-

treats-complex-wound-and-ostomy-cases/

Para reparar um dano ocorrido na pele, o organismo sempre age da
mesma maneira, passando pelas mesmas etapas, de coagulacéo, inflamacao,

reconstrucao e contragdo (Figura 1). Na etapa inicial formacao de coagulo pelas
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plaguetas, com refor¢co dos eritrocitos e da fibrina. Ha entdo a desidratacéo
desse coagulo, que acaba funcionando como um protetor, uma tampa para a
lesdo (SAVIETO, SILVA, 2004). Em seguida a inflamagdo em 24h, migram
neutréfilos e mondcitos para as margens da leséo para ingerir bactérias e debris
(fragmentos) celulares e liberar enzimas. Aparecem entdo os classicos sinais de
inflamacé&o: calor, rubor, dor e edema, que facilitam a cicatrizagcdo (NOGUEIRA
et al., 2005).

A reconstrucdo se caracteriza pelo desenvolvimento do tecido de
granulacdo, que ocupa o espago do coagulo. E um tecido conjuntivo frouxo,
altamente capilarizado, com leucdcitos e matriz extracelular formada por fibras
colagenas e acido hialurénico, com aparéncia granulosa, brilhante e vermelha
(SAVIETO, SILVA, 2004). A atividade proliferativa vascular é seguida por
fibroplasia e acumulo de fibras colagenas produzidas pelos fibroblastos
(ALVARES, 1972). A neovascularizacdo (angiogénese) é essencial para o
suprimento de oxigénio e nutrientes no local da ferida, para que ocorra
cicatrizacdo adequada (CAMPOS et al., 2007)

2.3Urucum (Bixa orellana)

O urucuzeiro pertence a familia Bixaceae possui 0 nome botanico de Bixa
orellana L., originada da América Latina, sendo cultivado nos tropicos de todo o
mundo, € uma planta perene, ndo sendo exigente quanto a solos, clima e tratos
culturais (SILVA. 2006). E denominada popularmente de urucum ou urucu, no
Brasil; “annatto” nos paises de lingua inglesa; “achiote” nos de lingua espanhola;
e “roucou” nos paises de lingua francesa (SANDI, CUEN e BACERRA, 2003).

Dependendo daregido de cultivo e da idade da planta, apresenta-se como
um arbusto perene grande ou como uma arvore pequena, variando de 2 a 5
metros de altura. A planta exibe grande variabilidade de coloracdo, com caule,
frutos verdes e flores brancas ou caule vermelho, flores rosas e frutos vermelho-
escuro (MOREIRA, 2013).

Os frutos sédo do tipo capsula ou cachopa, ovoides ou globosos, com 2 a
3 carpelos que variam de 3 a 4 cm de comprimento e 3 a 4,5 cm de diametro.

Externamente, sdo revestidos por espinhos moles e possuem coloragéo variavel

21



entre o verde, vermelho-palido e roxo. No interior, estdo normalmente divididos
em duas valvas com um contetdo de 10 a 50 gréos de sementes (DORNELAS,
2010).

Os graos sao arredondados, revestidos por uma camada pastosa de
coloracéo avermelhada, os quais tornam-se secos, duros e de coloracao escura
com o amadurecimento. Apresentam diametro médio de 0,4 cm. A bixina € o
pigmento presente em maior concentragao nos graos, representando mais de
80% dos carotenoides totais do urucum, lipossollivel e sujeita a extracdo com
alguns solventes orgéanicos (FRANCO et al., 2002).

Segundo Oliveira (2005), a composicao da semente de urucum apresenta
a seguinte distribuicéo: 40 a 45 % de celulose; 3,5 a 5,5 % de acucares; 0,3 % a
0,9 % de 6leo essencial; 3 % de dleo fixo; 1,0 % a 4,5 % de pigmento; 13 % a 16
% de proteina, como também alfa e beta caroteno além de taninos e saponinas.
Apresentam ainda 17,5 % de lipideos na forma de &cido linolénico, a-linoléico e
oleico e 10,6 % de aminoéacidos. As cinzas (5,4 %) apresentaram alto contetdo
de fosforo, ferro e zinco, com reduzido teor de calcio.

Os extratos de urucum estdo sendo empregado na medicina popular,
como anti-hemorragico, expectorante na forma de xarope e para gargarejos,
como laxativo, estomaquico, cicatrizante e contra dispepsia (LIMA et al, 2001),
aléem de possuir potencial antimicrobiano. As folhas s&o utilizadas
terapeuticamente para afeccdes do estbmago, doencgas coronarianas, intestino,
afeccdes respiratorias e urinarias, e também como afrodisiacas (COELHO et al,
2003). Ja as sementes secas também séo utilizadas em tratamento de doencas
hepaticas, tuberculose, de problemas na pele, como antipirética e anti-
inflamatoria (LIMA et al, 2001).

2.4Bixina e norbixina

O pigmento natural da semente do urucum (Bixa orellana L.) é a bixina
representando mais de 80% dos carotenoides presentes. A partir dela, sao
obtidos os demais pigmentos, como norbixina, sal de norbixina e produtos de
degradacdo térmica (BARETH; STROHMAR; KITZELMANN, 2002; KOUL,
KOUL; TIKOO, 2003; BAUTISTA et al., 2004). A bixina, € um carotendide de cor

vermelha obtido pela extracdo da semente do urucum, € empregada como
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corante natural em varias formulacdes na industria alimenticia, tais como em
manteigas, queijos, salsichas e sorvetes (CONSTANT et al., 2002; COSTA &
CHAVES, 2005; DI MASCIO, DEVASAGAYAM, SIES, 1990; KOUL et al., 2003;
SHUHAMA et al.,2003).). A bixina é um apocarotenéide monometil éster
carboxilico, onde sua estrutura quimica é composta por uma cadeia isoprénica
de vinte e quatro carbonos, contendo um &cido carboxilico e um éster metilico
nas extremidades, apresentando assim, a férmula molecular C2sH3004 (Figura 2).
E lipossoluvel, soltivel em cloroférmio, acetona, éter etilico, etanol e insoltvel em
agua (MERCADANTE e PFANDER, 2001).

Os pigmentos das sementes de urucum podem ser extraidos por
processos mecanicos (raspagem), fisico-quimicos (solventes) ou ainda,
utilizando enzimas (ALVES, 2001). A extracdo por solventes pode ser feita por
trés métodos basicos, extracdo alcalina (solucdo de NaOH ou KOH) em que
resulta na converséo da bixina em norbixina, extragdo com 6leo (milho ou soja)
e extracdo através de solventes organicos (cloroférmio, etanol, acetona),

resultando na forma mais pura dos pigmentos.

FIGURA 2: Estrutura quimica dos pigmentos de Bixina e Norbixina

Bixina

Norbixina

Fonte: Adaptado TOCCHINI; MERCADANTE, 2001
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A bixina apresenta a particularidade dentre os carotenoides por ser
encontrada naturalmente na configuracao cis e por possuir em sua molécula dois
grupos carboxilicos, sendo um deles um éster metilico. Esta caracteristica
confere lipossolubilidade a molécula. Se ocorrer a hidrélise alcalina do
agrupamento metilico, obtém-se o sal hidrossoltvel da norbixina (SILVA, 2009).

A norbixina (C24H2804) é o0 derivado desmetilado da bixina que, apesar de
ocorrer naturalmente, é quase sempre referida como produto da saponificacao
da bixina (Figura 3), sendo esta a sua forma de obtencado para fins comerciais
(MERCADANTE e PFANDER, 2001).

A Bixina e norbixina, podem estar presentes em uma extracdo, tanto na
forma cis como na trans. (PRENTICE-HERNANDEZ; RUSIG; CARVALHO,1993;
SCOTTER et al., 1998; SCOTTER; CASTLE; APPLETON, 2001).

O sal da norbixina, como citado anteriormente, € obtido pela extracao
alcalina dos pigmentos da semente de urucum, a qual pode ser conduzida com
hidroxido de sédio ou de potassio (PIMENTEL; STRINGHETA, 1999; KOUL;
KOUL; TIKOO, 2003; SHUHAMA, et al. 2003). O derivado desmetilado da bixina
assim obtido é a forma de pigmento normalmente empregada para aplicacdes
em produtos aquosos (PIMENTEL; STRINGHETA, 1999; COSTA; CHAVES,
2005).

Dentre os carotenoides naturais, a bixina € um dos mais eficazes
sequestradores da molécula de oxigénio e pode contribuir para a protecdo das
células e tecidos contra os efeitos deletérios dos radicais livres (SANTOS et al.,
2007; DI MASCIO, DEVASAGAYAM, SIES, 1990), sendo, portanto, um
promissor agente quimioprotetor especialmente contra danos ao DNA induzidos

por radicais livres de oxigénio ou compostos capazes de gerar tais moléculas.

A bixina é também um inibidor eficaz da peroxidacéao lipidica. Moreira et
al (2014) estudaram o efeito de inibicdo da peroxidagcdo, avaliando alguns
carotenos, entre estes, o beta-caroteno, a luteina, o alfa-tocoferol, o licopeno e
a bixina, avaliando a eficacia na inibicdo dos consequentes efeitos de
transformacdes neoplasicas induzidas quimicamente. De todos os carotenoides
testados, o alfa tocoferol foi 0 mais ativo inibidor da peroxidacao lipidica, seguido
pela bixina (ANTUNES, 2004).
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FIGURA 3: Equacgdo quimica de saponificacdo da Bixina

Bixina

Sal de Norbixina

Norbixina

Fonte: Adaptado Silva et al. (2009)

Algumas pesquisas dao suporte cientifico para o uso popular do urucum,
como o estudo conduzido por Coelho et al. (2003). Os autores verificaram que
tinturas extraidas do caule, flor, folha, fruto e raiz de exemplares de urucum
inibiram o desenvolvimento de doze espécies de bactérias estudadas.

Segundo Lima et al (2003), o efeito antioxidante da bixina e norbixina,
carotendides presentes na planta urucum tem importancia na prevencao de
aterosclerose. Uma vez que as lesdes ateroscleréticas se iniciam apds algum
tipo de lesé@o no endotélio, cujo dano é causado, principalmente, pela lipoproteina

LDL oxidada e, portanto, a inibicdo da oxidacao, resulta na prote¢do do endotélio.
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Os carotendides possuem muitas fun¢des bioldgicas, entre elas a agéo
antioxidante contra os radicais livres. Com isso, o consumo de alimentos ricos
em carotendides na dieta humana, deve ser utilizado para prevencao e
tratamento de algumas enfermidades. Entretanto os carotendides nao pode ser
aplicado na forma isolado, sendo necessario um suporte para a liberacdo da

sustancia. Neste trabalho foi utilizado o amido e melamina como base polimérica.

2.5Amido

O amido é um polissacarideo natural biodegradavel, amplamente
disponivel e de facil obtencdo. Constitui a mais importante reserva de nutricao
de todos os vegetais superiores, encontrado principalmente em sementes,
tubérculos, rizomas e bulbos (BOBBIO e BOBBIO, 2003). Os granulos de amido
sédo misturas heterogéneas de duas macromoléculas, amilose e amilopectina,
gue diferem no tamanho molecular e grau de ramificagdo (TESTER, KARKALAS,
2006). A amilose € uma molécula essencialmente linear formada por unidades
de dlicose ligadas na posicdo a-1,4, apresentando pequeno numero de
ramificagbes, enquanto a amilopectina € uma molécula altamente ramificada,
também composta de unidades de glicose ligadas na posicédo a-1,4, mas com 5
a 6% de ligacbes na posicdo a-1,6 nos pontos de ramificagdo como
representados na Figura 4. (HOOVER, 2001).

FIGURA 4: Estrutura quimica da Amilose e Amilopectina

OH OH @ @ ngagéo alfa1-6

H OH H v OH
@) o— OH OH
H OH  H OH n OHH H
Ligacao alfa 1- 4 H OH
Amilose Amilopectina

Fonte: Adaptada LEHNINGER et al., 2014
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A compreensao da estrutura dos granulos de amido € importante no
entendimento de suas propriedades fisico-quimicas, as quais determinam o
comportamento do amido natural ou modificado, nos mais diversos processos
industriais a que eles normalmente sdo submetidos (LINDEBOOM; CHANG,;
TYLER, 2004)

Quimicamente, o amido € composto de elementos de carbono, hidrogénio e
oxigénio. O amido é formado por dois tipos de polimeros de glicose, a amilose e
a amilopectina, com estruturas e funcionalidade diferentes. Variagbes nas
proporgdes entre estes componentes e em suas estruturas e propriedades
podem resultar em granulos de amido com propriedades fisico-quimicas e

funcionais muito diferentes, que podem afetar as suas aplica¢des industriais.

As caracteristicas de gelatinizacdo do amido estdo associadas a varios
fatores, incluindo proporcdo de amilose e amilopectina, tipo de cristalinidade,
tamanho e estrutura do granulo de amido (Figura 5). A amilopectina auxilia para
o inchamento do granulo, enquanto a amilose o dificulta (ROCHA, 2008)

Desse modo, a cristalinidade dos granulos, normalmente determinada por
difracdo de Raio X, € descrita principalmente em funcdo das duplas hélices
formadas pelas ramificacdes da amilopectina (HOOVER, 2001). As areas cris-
talinas do amido mantém a estrutura do granulo, controlam o seu comportamento
na agua, tornando-o relativamente resistente ao ataque enzimatico e quimico
(FRANCO et al., 2001). Esta estrutura cristalina depende do tipo e grau de
associacgao intermolecular existente entre os componentes do amido (SINGH et
al., 2003).

A amilose e a amilopectina podem ser submetidas ao processo de
formacéo do gel, representado da Figura 5, que consiste no aquecimento de uma
solucédo de amido-agua até temperatura de 60 — 70 °C. Durante esse fenébmeno,
ocorre a ruptura das estruturas cristalinas do granulo de amido, o qual absorve
agua e entumece irreversivelmente, adquirindo tamanho maior que o original.
Apos a gelatinizacdo do amido, quando a temperatura € reduzida a temperatura
ambiente, ocorre um rearranjo das moléculas por ligacdes de hidrogénio, fator
que favorece a recristalizacédo e a retrogradacdo. A retrogradacdo do amido é
um fenbmeno que deve ser minimizado por se tratar da reconstru¢cdo de uma

estrutura mais rigida devido as cadeias de amilose ficarem mais disponiveis para
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se rearranjarem durante a validade do produto alimenticio, resultando em maior
perda de &gua do sistema e endurecimento do produto final (MUNHOZ et
al.,2004)

Figura 5: Gelatinizagdo do amido

Moleculas de

Grdo de amido
germinado
Grdo de amido .
Grdo de amldo Moléculas de

amido
targido Moléculas de amido retém
agua e adquirem forma de gel

Fonte: Adaptada LEHNINGER et al., 2014

Os filmes poliméricos de amido sdo muito quebradicos e de facil
dissolucéo. Para evitar esse inconveniente nesse trabalho uniu-se ao amido a

melamina para obter filmes impermeaveis.

2.6Resina Melamina- Formol (MF)

A resina de melamina é obtida pela reacdo da melamina (2,4,6- triamina-
1,3,5-triazina) com formaldeido na presenca de acido ou alcali (metilolacéo),
obtendo assim, diversos grupos metilol no primeiro estagio (Figura 6). O nimero
de grupos metilol formados é funcdo da relacdo molar do formol com a melamina.
Esta relacdo €é extremamente importante na preparacdo das resinas
correspondentes e as mais comuns estdo entre 3 a 6 mols de formol para 1 mol
de melamina (HILL; LEE, 1999).

Em uma etapa posterior, € realizada a esterificacdo (alquilacdo) dos
grupos metilol formados com alcool (ROH) na presenca de catalizador acido,
obtendo assim uma resina sollvel em sistemas organicos. Os grupos éteres
formados sdo os principais responsaveis pela reacdo de reticulacdo nos
sistemas termocuraveis. Normalmente, sdo utilizados como alcool, 0 metanol,

etanol, butanol e isobutanol, que agem também como solvente do meio
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reacional. A escolha do tipo de alcool para esterificagdo e determinante nas
propriedades da resina (WILSON, PFOHI,2000).

Sendo um dos componentes ndo volateis da tinta, a resina melamina-
formol é utilizada para aglomerar as particulas de pigmento, como também é
responsavel pela formacao do filme. Ela denomina o tipo de tinta ou revestimento
empregado na pintura, por exemplo: tinta alquilica, acrilica, vinilica, epoxi,
poliéster e outras. Todas as tintas levam o nome da resina basica que as compde
(HIRAYAMA, URBAN,1992).

Antigamente, as resinas eram a base de compostos naturais, vegetais ou
animais. Hoje, sdo obtidas na industria quimica ou petroquimica por meio de
reacdes complexas, originando polimeros que conferem as tintas propriedades
de resisténcia e durabilidade muito superiores as antigas (GAMAGE, HILL,
LUKEY, 2003).

Antigamente, as resinas eram a base de compostos naturais, vegetais ou
animais. Hoje, sdo obtidas na industria quimica ou petroquimica por meio de
reacdes complexas, originando polimeros que conferem as tintas propriedades
de resisténcia e durabilidade muito superiores as antigas (GAMAGE, HILL,
LUKEY, 2003).

FIGURA 6: Equacdo quimica da reacdo de obtencdo das resinas de
melamina.
CH,OH CH,OH
H,N_ N _NH,

N_ _N_ _N
\f X o HOH,C~ \( Xy~ “CH,OH
N + 6|HK | — N __N
r . Y
N

NH
2 HOH,C~ ~CH,OH

Melamina Formaldeido Hexametilolmelamina

Fonte: Adaptado Yuan et al. 2007

A formacdo do filme esta relacionada com o mecanismo de reacao
guimica do sistema polimérico utilizado, embora outros componentes como
solventes, pigmentos e aditivos tenham influencia no sentido de retardar,

acelerar ou até inibir essas reacoes.

29



A resina e as possiveis combinacdes entre resinas representam o
principal componente em qualquer tinta. As propriedades fisico-quimicas da
tinta, como aplicabilidade, secagem, cura, durabilidade, adeséo, resisténcia
guimica e mecanica, flexibilidade e dureza, sdo governadas basicamente pela
natureza das resinas (LUKEY, HILL, 2002). Algumas variagbes menores dessas
propriedades podem ser conseguidas pela modificacdo de outros componentes
da formulacdo, mas cabe ao sistema de resinas a maior influéncia. A
durabilidade deste sistema de resinas também funciona como fator limitante da
estabilidade da tinta e merece especial atencdo para obtencdo de um produto
com bom desempenho. (GARCIA, et. Al., 2000)

Considerando que os filmes de tinta formados podem ser obtidos a partir
de dois mecanismos basicos de secagem, pode-se classificar as resinas
utilizadas em duas grandes classes, as termoplasticas e as termo fixas. Com o
uso das resinas termoplasticas, o filme € obtido somente por evaporacédo de
solvente. Ja as resinas termo fixas sdo obtidas por rea¢des de polimerizacéo do
sistema de resinas associadas com a evaporacao de solvente (HILL; LEE, 1999).
As propriedades dos filmes termofixos sdo superiores aos termoplasticos, com
relacéo a brilho, resisténcia quimica, resisténcia mecanica, durabilidade e outras.

A resina de melamina formaldeido eterificada tem sido largamente usada
como agente reticulante em tintas termocuraveis por mais de 60 anos. Os
sistemas poliéster/melamina e acrilico/melamina tem sido muito utilizado na
industria de tintas de altos sélidos, tanto na forma pigmentada como na forma de
verniz. Ja o revestimento acrilico/melamina é mais empregado na industria
automobilistica. Diversos filmes poliméricos contendo medicamentos tem sido
utilizado em processo de cicatrizacdo (RODRIGUES, 2012).
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3 OBJETIVO

3.1GERAL

Construir um filme de (bixina/norbixina) /amido/melamina com extrato de Bixa
Orellana L., amido e resina de melamina, para utilizacdo em processo de

cicatrizagao em leséo de pele.

3.20BJETIVO ESPECIFICO

» Obter os extratos das sementes de urucum (Bixa Orellana) em diferentes
solventes

* Produzir flmes de amido/melamina a partir de diferentes relacées de
concentracdo em massa de amido e melamina

« Formar o0s compositos em diferentes relacbes de concentracao,
(bixina/norbixina) e os filmes amido/melamina

» Caracterizar os filmes por técnica de UV, TG, DSC e MEV.

» Aplicar os filmes dos compdsitos em animais para verificar acdo bioldgica na

cicatrizacdo em feridas e acdo genotoxicos.
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4 METODOLOGIA

4.10btencéo das sementes Bixa orellana L
As sementes de Bixa orellana L. (urucum) foram adquiridas na regiéo do
povoado David Caldas, municipio de Unido-PI sobre os dados de localizagéao -
4° 44°42.8 S 42° 53'10.9 W. As sementes foram coletadas no turno da manha e

secas a temperatura ambiente no més de dezembro de 2015.

4.20btencéo de extratos a partir das sementes de urucum

4.2.1. Método 1: Duas amostras de sementes de urucum (100 g) foram
submetidas a extracao, uma com acido acético (400 mL) e outra com etanol (100
mL), em aparelhagem Soxhlet por um periodo de 6 h como mostra a Figura 7A.
Separou-se as sementes, evaporou-se 0s solventes em evaporador rotativo

(Figura 7B) e armazenou-se em frasco ambar.

FIGURA 7: Extragdo com solvente organico em aparelhagem Soxhlet e
recuperacao do solvente. (A) Extracao continua das sementes de urucum por 6
horas; (B) Evaporacdo de solvente por evaporador rotativo e concentracdo do

extrato de urucum.

*ee
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4.2.2. Método 2: Amostras de sementes de urucum (10 g) foram submetidas a
extracdo, uma com 40 mL de solucdo de NaOH 5% por 30 min, sob agitacao
frequente a uma temperatura de 40 °C. Separaram-se as sementes por filtracao,
adicionou-se HCI concentrado a mistura alcalina até pH 4, filtrou-se usando papel
de filtro previamente pesado, lavou-se o sélido com agua destilada até o pH
neutro e secou-se o extrato em estufa a 70 °C por 30 min. (Figura 8)

FIGURA 8: Processo de extracdo da norbixina pela saponificacdo das sementes
de urucum (A) semente urucum em solugdo NaOH 5% por 30 min; (B) filtracéo
das sementes; (C) Adicdo de HCI concentrado até obter pH 4; (D) filtracdo a

VAacuo e seca a temperatura de 50°C.
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4.3Sintese polimero

4.3.1 Polimero amido (cola)

Para o preparo da polimerizagdo do amido (Figura 9), pesou-se a massa
de amido referente a proporcao e a mesma foi adicionada agua correspondendo
ao dobro da massa de amido. Apés ficar homogéneo, colocou-se a mistura em
aguecimento lento e controlado, sob agitacdo constante para evitar a formacao
de aglomerado de amido. A gelatinizag&o iniciou-se em torno de 60 °C passando

de uma mistura opaca para transparente.

FIGURA 9: Processo de obtencéo da cola de amido, (A) mistura homogénea de
amido e agua em agitacado e aquecimento & 60°C; (B) mistura aquosa de amido
sob agitacdo constante até ficar gelatinoso; (C) moldado em placa e seco em
temperatura de 40°C.

4.3.2 Resina de melamina
Para a sintese da resina (Figura 10), misturou-se em recipiente, sob

agitacdo constante, a melamina e o formol (37% em massa de formaldeido) em

proporcdo molar de 1:6, apds o aquecimento controlado em torno de 60 °C, a
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mistura comecou a ficar transparente, onde toda a melamina foi solubilizada em

formol.

FIGURA 10: Processo de obteng&o da resina melamina- formaldeido (MF) (A)
mistura de Melamina e formol sob aquecimento a 60°C; (B) mistura em agitacéo
constante até ficar transparente; (C) moldado em placa e seco a temperatura

ambiente.

|
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4.3.3 Sintese dos compdésitos

Para a preparacéo dos compasitos, realizou-se a mistura da cola de amido
com a resina de melamina a 1, 2 e 3% da massa da cola. Sob agitacdo e a
temperatura ambiente, apés ficar homogéneo, adicionou-se 0s extratos de
urucum 10% em massa, agitou-se até ficar totalmente incorporado (Figura 11).
Em seguida, colocou-se em uma placa estéril para a moldagem, e deixou-se
secar a temperatura ambiente.

Esse processo de formacgéo de compadsito e sua aplicacéo gerou a patente
de inovagdo intitulado “ PROCESSO DE OBTENCAO DE FILME AMIDO-
MELAMINA COM EXTRATO DE Bixa orellana L., E SUA APLICACAO COMO
CICATRIZANTE EM LESOES CUTANEAS”, com o nimero BR 10 2019 004032-

7, em apéndice (resumo e reivindicacao).
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FIGURA 11: Formacdo do compa@sito amido/ melamina/ extrato urucum (A) cola
de amido; (B) Resina de melamina 1%; (C) Extrato de urucum a 10% e (D)

adicionado em placa e seco.
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4.4 Andlise fisico-quimica

Os compoésitos produzidos foram caracterizados por analise térmica,
analise espectroscopia e morfolégica como mostra o esquema na figura 12

abaixo.

FIGURA 12: Fluxograma da caracterizacdo do composito

composito
I
| I |
. . Analise Analise
Analise Termica . .
espectroscopica morfologica
|
| |
TGA DSC UV-Vis MEV

4.4.1 Analise por Ultravioleta-visivel

Os filmes poliméricos foram analisados por espectroscopia de absorcao
molecular no ultravioleta/visivel, para a qual utilizou-se o espectrofotbmetro de
duplo feixe marca Thermo Fisher Scientific, modelo Genesys 10S UV-VIS. Foram

preparadas solucfes de 0,001mol/L de extrato de urucum e do polimero.

4.4.2 Anadlise termogravimétrica

Nas andlises de TGA desta pesquisa, foram utilizadas amostras, contendo
cerca de 8,0 mg de fragmentos do material polimérico. As amostras foram

colocadas na termobalanca do aparelho e submetidas a um aquecimento

37



progressivo, na faixa de temperatura entre 25°C e 1000°C com velocidade de 10
°C/min e resolugdo de 5,0 %/min. O equipamento utilizado foi o TGA 51
THERMOGRAVIMETRIC ANALYZER da marca SHIMADZU, operando em
atmosfera dinadmica de nitrogénio (50 mL/min).

4.4.3 Anélise Calorimetria Exploratéria Diferencial

No que diz respeito a instrumentacdo, a analise DSC foi realizada no
aparelno  TA INSTRUMENTS modelo DSC-60 PLUS DIFFERENTIAL
SCANNING CALORIMETER da marca SHIMADZU, operando na faixa de
temperatura de 25 a 1000 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em
atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).

4.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura

Analisou-se a microestrutura dos filmes por microscopia eletronica de
varredura, utilizando-se o microscopio eletrénico (MEV), utilizando-se amostras
em fragmentos para o polimero, cujas superficies dessas amostras foram
recobertas por uma fina camada de ouro (metalizador). O alvo metalico foi
bombardeado por atomos de gas argonio, utilizando um SPUTTER COATER, da
marca BALZERS, modelo SCD 50. O aparelho utilizado foi um microscépio
computadorizado de nome SUPERSCAN SCANNING ELECTRON
MICROSCOPE da marca SHIMADZU, Modelo SS X-550, com aceleracao de
voltagem de 10 e 20 kV.

4.5Atividade farmacolégica
4.5.1 Os animais e aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Aninais
(CEUA/UESPI) da Universidade Estadual do Piaui com n®0124/2017,parecer em
apéndice. Foram utilizados setenta e cinco ratos machos Wistar com 2-3 meses
(Rattus norvegicus albinus), pesando 250 + 25 g foram utilizados e alojados em
gaiolas de polipropileno contendo racdo e agua ad libitum em um ciclo claro/
escuro de 12/12 h. O procedimento experimental foi realizado no Laboratério de

Cirurgia Experimental (LACE) da FACIME/CCS. O grupo experimental era
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composto por 60 animais, divididos aleatoriamente em quatro grupos (Controle
negativo, R1AL, R1AC, R1N), e os grupos por sua vez foram divididos em trés
subgrupos, de acordo com o periodo de observacao (7, 14 e 21 dias de p0s-

operatorio), com uma amostra de 5 animais em cada subgrupo.

4.5.2 Grupo experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos de 15
individuos: Grupo Controle negativo (GCN), Grupo compdsito com extrato
etanodlico (R1AL), Grupo compdésito com extrato acido acético (R1AC), Grupo
composito com bixina (R1N). O GCN corresponde aos animais submetidos ao
tratamento cirurgico com aplicagcéo de solucéo salina a 0,9%, e os R1AL, R1AC
e R1N, correspondem ao grupo de ratos submetidos ao tratamento cirurgico e
aplicacdo do biopolimero. Cada grupo foi dividido em trés subgrupos de 5
animais de acordo com o periodo de avaliacao (7, 14 e 21 dias de pos-operatorio)

como demonstra a Figura 13.

FIGURA 13: Esquema para o experimento de cicatrizacao de pele

ﬂ' o) 4 <4 ""\
» W WP W » GCN: Solugéo 7 dias
salina a 0,9%

o af. o o &

& & & P R1AL, R1AC, 14 dias
D, P, Y, P, P, R1N: Aplicacio

\ / dos Compdsitos

Submetidos ao procedimento
cirargico 21 dias

4.5.3 Procedimento cirurgico experimental

A Figura 14 ilustra o preparo cirargico em etapas: Os animais foram
previamente pesados e receberam por via subcutanea, um pré-tratamento com

atropina na dose de 0,04 mL para cada 100 g de peso corpéreo, aguardando
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repouso de 15 minutos para o procedimento anestésico. Foi administrada droga
anestésica por via intramuscular, cloridrato de cetamina 10% utilizando a dose
de 0,1 mL para cada 100 g de peso corpéreo e cloridrato de xilazina 2% com
dose de 0,1 mL para cada 100 g de peso corporeo.

FIGURA 14: Etapas do preparo cirdrgico para cicatrizacao de pele.

- Aplicagéo do
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A eutanasia foi

‘ Epilagéo na | A : _ realizada inalagéo
regido dorsal o ' — ‘ - de vapor de éter,
Ressecgéo da pele até parada
circular, cardiorespiratoria
aprofundando-se a
inciséo até expor a
fascia muscular dorsal

Apés a anestesia, realizou-se epilacdo na regido dorsal, em area de 24
cm? (6,0 cm de comprimento x 4,0 cm de largura), localizada caudalmente a uma
linha imaginaria que passasse pelos membros anteriores. No centro da area
epilada, foi realizada demarcacdo na pele de cada rato por rotacdo da borda
cortante de demarcador (punch) metalico com 2 cm de diametro. Foi realizada a
resseccdo de segmento de pele circular, seguindo a demarcacdo do punch,
aprofundando-se a incisédo até expor a fascia muscular dorsal.

Concluida a hemostasia, realizou-se a primeira administracéo tépica, na
ferida operatoria cruenta. O compdésito foi posicionado sobre a ferida, excedendo
seus bordos, com as extremidades sendo fixadas com o auxilio de 4 gotas de
metil metacrilato, para garantir adeséo perfeita, nos animais dos grupos R1AL,
R1AC e R1N. Colocou-se 0,1 mL de solucéo salina por meio de seringa de 1,0
mL, sem agulha, nos animais do GCN. Todos os animais foram sacrificados nas

datas programadas, por uma overdose de anestesia (pentobarbital de sddio 100
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mg/kg, por via intraperitoneal) e eutanasiados de acordo com as diretrizes
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Animais Experimentacéo
(CONCEA)

4.5.4 Avaliacdo macroscopica

A Figura 15 esquematiza a andlise macroscoépica das feridas operatoérias.
A &rea da ferida foi macroscopicamente avaliada 0, 7, 14 e 21 dias apds a cirurgia
usando as imagens capturadas com uma camera digital (Nikon Coolpix P100,
com 10,3 megapixels resolucéo), sem flash e usando luz, fixado em um tripé a
uma distancia de 20 cm da ferida.

FIGURA 15: llustracdo da analise macroscoOpica da area lesionada. A area da

ferida foi avaliada 0, 7, 14 e 21 dias ap0s a cirurgia (A, B, C, D) respectivamente.

41



A Morfometria Macroscopica foi realizada utilizando o software ImageJ
para calcular a area da ferida nos diferentes periodos experimentais; 0s
resultados foram expressos como a percentagem de regresséo de ferida da pele.
A area inicial ser4 comparada com a final em todas as amostras dos diferentes

grupos, com delimitacédo da periferia da ferida.

4.5.5 Avaliacdo microscopica

Esquema representativo na Figura 16 da avaliacdo microscépica das
laminas onde, cada ferida cirdrgica foi dissecada com margem de 1,0 cm de pele
integra emtorno da leséo, com profundidade até a musculatura dorsal do animal,
sendo a peca cirargica colocada em recipiente plastico com formol a 10%.
Realizou-se coloragbes histologicas utilizando-se o corante Hematoxilina-
Eosina (HE) para analisar morfologicamente os tecidos, para observacao de
fibras colagenas. Para proliferagéo vascular, células polimorfonucleares, células
mononucleares, proliferacéo fibroblastica e fibras colagenas foram atribuidas
quatro graduacdes: ausente, discreta, moderada e acentuada. Para a

reepitelizacdo foram trés categorizacdes: ausente, parcial e completa.

FIGURA 16: Sequencia ilustrativa da avaliacdo microscopica da laminas:(A)
Remocao do tecido; (B) peca cirdrgica colocada em formol a 10%; (C) realizou
coloracgdes histologicas por HE; (D) Leitura em Microscépio Optico e (E) Lamina

coradas
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456 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se One-Way ANOVA. Para todos os
testes foi considerado um nivel de significancia de 5%. Os resultados foram
expressos como meédias, e desvio padrao das trés experiéncias independentes.
O resultado foi considerado positivo quando houve um aumento estatisticamente
significante (p <0,05). Para avaliar em conjunto os efeitos dos grupos (GCN,
R1AL, R1AL e R1N), do tempo (7, 14 e 21 dias) e para a interagao entre eles foi
realizada o teste ANOVA com dois fatores para a variavel numérica area (cm?).
As comparacdes das areas médias das feridas dos animais do GCN em cada
um dos periodos de dias do estudo.

4.6 Teste do micronucleo

O procedimento experimental foi realizado no Laboratorio de
Experimentacdo e Mutagenicidade (LABEMUT) e Laboratério de Biologia
Molecular e de Estudos de Injurias Biologicas (LABMINBIO) da Universidade
Estadual do Piaui (UESPI). O grupo exposto (E), composto por 15 ratos, cada
grupo de compdsitos R1AL, R1IAL e RIN era composto por 5 ratos, foi
introduzido no peritbnio através de uma Laparotomia e estavam devidamente
anestesiados. Foram submetidos a eutanasia 72 horas apdés o inicio do
experimento. Foi coletado material da medula 6ssea de cada rato apos a
eutanasia para realizacdo do teste do micronlcleo em eritrocito policromatico,
para avaliacdo do grau de genotoxicidade. O Controle negativo (CN) era
composto por 05 ratos nos quais foram realizados somente uma Laparotomia. A
duracdo e a execucdo foram processadas paralelamente ao estudo de
micronucleos. Para o Controle positivo (CP), cinco ratos receberam injecdes por
via I.P. com dose Unica de ciclofosfamida numa concentracédo de 50 mg/Kg por
animal. A duracéo e a execucédo foram processadas paralelamente ao estudo de

micronucleos.
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3.6.1 Processamento, confeccdo da lamina e coloracao final

A Figura 17 apresenta o processamento e confeccéo das laminas em
gue as células de medula 6éssea foram coletadas imediatamente apds o sacrificio
dos animais. Para isso, utilizamos uma seringa de 01 ml para a coleta. Esta

seringa foi preenchida com Soro Fetal Bovino (SFB).

FIGURA 17: Representacao ilustrativa para o teste de micronucleo

Xposi¢ao
compdsito no
periténio

L Lavagem com SFB
_ “t N\ o a

Introduziu-se a agulha na abertura de uma extremidade do fémur e

injetou 0 SFB pelo canal, empurrando o componente medular em direcéo a outra
extremidade, posicionada em um tubo Falcon, previamente marcado com o
codigo do animal. Ressuspendeu-se o material da medula em SFB, até atingir
uma homogeneidade. A suspensao foi centrifugada por 5 minutos a 1.000 rpm e
descartou o sobrenadante ao fim do procedimento com Pipeta Pasteur.
Completou-se a amostra com 0,5 mL de SFB e ressuspendeu até a

homogeneizacao.

Preparou-se os esfregacos pingando 02 gotas da suspensdo na
extremidade fosca de uma lamina (previamente marcada com o codigo do
animal) e, com auxilio de outra lamina inclinada em um angulo de 45 graus. Apés
a confeccao do esfregaco secou-se as laminas ao ar livre. Foram confeccionadas
2 laminas por animal. A coloracdo foi realizada 24h apds a confeccdo das
laminas em Giemsa por 3 minutos. Para andlise das laminas, foi realizada em

campo cego num aumento de 100x (objetiva de imers&o) curto espacgo de tempo,
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pelo mesmo observador. Determinou-se a frequéncia de micronucleos em 2.000
células PCEs por animal. Todo o protocolo € baseado em (HAYASHI et al., 1990;
HAYASHI et al., 1994; HAMADA et al., 2015).

Os dados foram analisados utilizando One-Way ANOVA e teste Tukey.
Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%. Os
resultados foram expressos como médias, ou seja, desvio padrdo das trés
experiéncias independentes. O resultado foi considerado positivo quando houve
um aumento estatisticamente significante (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1Caracterizacao fisico-quimica

A Figura 18 apresenta os espectros do ultravioleta visivel dos filmes
poliméricos em diferentes concentracdes da resina melamina e dos extratos de
urucum. No conjunto dos compdsitos a 1% de melamina observou-se que 0s
polimeros R1, possui duas bandas de absor¢cdo de uma aproximadamente em
210 cm™* de menor intensidade e outra em 240 cm de maior intensidade
caracteristico da transicdo n -1r* da triazina e outra banda em 210 cm™ ocorreu
devido a transicao eletronica de 1T para * (CHENA et al.,2009, YAOZU et al.,
2015).

FIGURA 18. Espectros de UV-Vis (—) para composito amido/melamina (R), (—)
polimero amido/melamina com extrato de acido acético urucum (RAC), (—)
polimero amido/melamina com extrato alcodlico de urucum (RAL), extrato de
acido aceético urucum (—), extrato etanol de urucum (—) e norbixina extraida do

urucum (—).
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Em comparacéo entre os espectros de UV-Vis da R1AL e do R1AC
mostrou uma diferenca significativa nas transi¢oes, como mostra a Figura 18A,
foi possivel observar o pico em aproximadamente 240 cm™ caracteristico do
polimero R1. Ainda pode-se observar no espectro de absor¢cdo da R1AL uma
banda discreta na regido do ultravioleta em 290 cm correspondentes a
transicéo eletrbnica n-1r* da carbonila presente na norbixina que corroboram com
os resultados encontrados por Santos et al (2014) no espectro do UV-vis da
norbixina dissolvidos em cloroférmio. Ja para o espectro do polimero R1AC, ndo
foi possivel visualizar essa banda sugerindo uma menor concentracdo dos
pigmentos de norbixina no extrato de acido acético (CARDOSO, 2017).

Os gréficos da Figura 18B e 18C mostrou espectro de absorcdo no
ultravioleta dos polimeros em diferentes concentragcdes de melamina 2 e 3%
representados por R2 E R3, respectivamente. E possivel observar uma banda
de absorcdo em 293 cm para o compésito R2AL E R3AL. Segundo Santana
(2009) essa absorcao na regido do ultravioleta é caracteristico de transi¢cdes n-
* de grupos croméforos da carbonila de polimeros. A transigéo responsavel por
essa absorcao € a excitacéo eletronica de um par isolado do atomo de oxigénio
(um elétron “n&o ligante” n) a um orbital vazio antiligante 7 da ligacdo dupla
C=0. (ATKINS, 2012). Outra banda de absorcédo entre 330 a 339 é referente a
transicbes n-m* de grupos cromoforos azo dos polimeros (PAIVA,2010;
SILVESTEIN,2007)

Na Figura 18D apresentam os espectros do ultravioleta visivel dos
extratos de urucum em etanol, acido acético e uma solucdo de norbixina
dissolvida em etanol. E notorio que existem trés Picos de absorcdo UV-Vis
centrados em 433, 458 e 489 cm!, na solucéo de norbixina que esta em acordo
com a literatura (RIOS, MERCADANTE, 2004). Essas absor¢cOes sao
provavelmente atribuiveis as transicoes eletrénicas -1 * caracteristicas das
ligacBes duplas conjugadas da norbixina (SCOTTER et al,. 2002). No espectro
do extrato de 4cido acético observou-se duas suaves bandas em 398 e 425 cm-
1, porem o gréafico de UV-vis para o extrato etanélico apresentou trés bandas com
definicdes intermediarias em 392,431 e 469 cm referente as ligacdes
insaturadas conjugadas dos carotenoides de norbixina. Segundo Briton et al,
(1995) a maioria dos carotendides absorvem luz na faixa de comprimento de

entre 400 e 500 nm e o0 espectro na regido do visivel da maior parte dos
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carotenodides aparecem ndo como um unico pico, mas trés, devido as transicdes

do nivel vibracional mais baixo do estado eletronico excitado.

5.2Caracterizacao térmica

Com a finalidade de avaliar a estabilidade térmica dos compdsitos
sintetizados, as amostras desses materiais foram analisadas e caracterizadas
por Termogravimetria, em que acompanhou a perda de massa dessas amostras
em funcdo da temperatura. Os resultados obtidos, no que diz respeito ao
polimero de melamina/amido com diferentes concentra¢cdes e com 0s extratos

de norbixina estdo apresentados na Figura 19.

A andlise termogravimétrica € uma analise fundamental na caracterizagéo
de filmes poliméricos, para R1 observou-se trés estagios de temperaturas de
decomposicéo, o primeiro evento sofreu perda de massa em torno de 11 % na
faixa de 56 a 128 °C, caracteristico da umidade presente na amostra. A partir
desta temperatura, inicia-se o segundo estagio, que consiste na perda de massa
rapida de 57 %, que € concluido na faixa de temperatura de 372 °C. Entretanto,
ainda restaram 13,7% de residuos da amostra, resultado de materiais que nao
conseguiram volatilizar a temperatura final de analise, tais como cinzas (CRUZ,
2015).

Para o polimero R1AL o primeiro estagio de 42 a 101 °C consiste na
degradacéao de 13,8% dos produtos de menor massa molar que sao susceptiveis
a evaporacao, como a molécula da agua. Ja no segundo estagio, observa-se a
degradacéao térmica rapida dos produtos com maior massa molar, com a perda
de massa molar de 56,3% na faixa de 318,4 a 359,5°C. A partir dessa
temperatura até 615,5°C apareceu um terceiro estagio com a perda de massa
lenta em torno de 34,5% e restando 1,2% de residuos da amostra inicial.

Na anélise térmica do polimero R1AC, o primeiro estagio acontece com a
perda de 13,97% em temperatura proxima de 114 °C referente a eliminacéo de
agua e matérias volateis. O segundo estagio tem uma perda de massa rapida de
50,32% pela degradacao do amido, originada pela condensacao de molécula de

agua, e perda dos grupos funcionais e quebra das ligagbes intermoleculares,
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entre 318 a 357°C (SILVA, 2003). Uma perda de massa lenta de 39,88% inicia
em 610°C referente a carbonizagdo do amido, com a quebra de ligacdes entre
carbonos afetando as cadeias poliméricas desse composto. Apls essa
temperatura obteve uma perda de 5,4% de massa residual.

FIGURA 19. Curvas de TGA (—) para compésito amido/melamina 1%(R1), (—)
polimero amido/melamina 1% com extrato de acido acético urucum (R1AC) e (—)
polimero amido/melamina 1% com extrato alcodlico de urucum (R1AL). A
temperatura de 25 a 1000°C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, em

atmosfera oxidante (Ar).
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Observa-se na Figura 20, que as estabilidades térmicas da R2 e do R2AL
sdo praticamente iguais até aproximadamente 176 °C. Até esta temperatura,
ocorrem eventos térmicos relacionados a perda de agua por evaporacdo (uma
perda de massa de cerca de 11% para ambos os materiais). Para o R2AL, essa
agua residual pode estar associada ao seu carater higroscépico da norbixina
(LIMA et al., 2001), enquanto que para o R2 esse comportamento pode estar
relacionado a perda de moléculas de agua (desidratacdo) oriundas do processo
de policondensacao (LILI, 2007).

O segundo processo de degradacdo ocorre em cerca de 319 °C, para
R2AL, enquanto que para 0 R2 esse mesmo processo tem inicio em

aproximadamente 327°C. Nesse processo de decomposi¢ao do R2, o percentual
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de massa remanescente cai para cerca de 50% e se da até cerca de 367°C. Em
seguida, ocorre a terceira decomposicdo, culminado com um percentual de
massa remanescente em torno de 38,6% e temperatura de aproximadamente
756 °C para R2 e para R2AL tem uma perda de massa de 13% a temperatura
de 406°C onde, a partir de entdo, verifica-se somente a presenca das
substancias oriundas da decomposicdo das substancias organicas liberadas
durante a policondensacao do polimero. (MIRANDA, 2015).

FIGURA 20. Curvas de TGA (—) para compdsito amido/melamina 2 e 3%(R2 e
R3), (—) polimero amido/melamina 2 e 3% com extrato de acido acético urucum
(R2AC e R3AC) e (—) polimero amido/melamina 2 e 3% com extrato alcodlico de
urucum (R2AL e R3AL). A temperatura de 25 a 1000 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera oxidante (Ar).
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Para o polimero R2AC ocorre apenas duas etapas de decomposicdo a
primeira em torno de 80°C com a desidratacdo do polimero com uma perda de
massa de 8,4%. A segunda decomposi¢do ocorre rapidamente com a maior
perda de massa em torno de 48% na temperatura proxima de 371°C e deixando
um residuo de 18% até a temperatura final.

As curvas Termogravimétricas na Figura 20B, mostram que os polimeros
com 3% de melamina (R3) se decompdem em trés etapas. A primeira perda de
massa de aproximadamente 11,9% para todas as amostras analisadas ocorre
entre 37 e 194°C sendo atribuida a volatilizagcdo de solventes e agua que

compdem a formulacdo do polimero, o qual ocorre em uma Unica etapa. Apos a
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volatilizaco, a perda de massa rapida de 52% observada em todas as amostras
€ devida a decomposicdo térmica do compadsito entre 304 e 377°C. A terceira
etapa se caracteriza pela presenca de residuos as cinzas. Em todas as
amostras, os residuos apresentaram valores entre 11,36 a 23,65% num intervalo
de temperatura de 412 a 576 °C (DOMINGO, 2014, SULAN, 2008).

A Figura 21 apresenta a curva de DSC do compésito de amido melamina
1% (R1) entre 287 a 307°C no qual pode ser observado pico endotérmico,
relacionado ao processo de fusdo da parte cristalina da matriz polimérica do
amido e ao processo de evaporacdo da agua residual, a qual atua como
plastificante do material, e a decomposicao total do anel melaminico aromatico
da resina melamina formaldeido presente no composito (ALIC, 2012; SALUAN,
2008).

FIGURA 21. Curvas de DSC (—) para composito amido/melamina 1%(R1), (—)

polimero amido/melamina 1% com extrato de acido acético urucum (R1AC) e (—)

polimero amido/melamina 1% com extrato alcodlico de urucum (R1AL).
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Um segundo evento, exotérmico, em aproximadamente 380°C refere-se
pontos de reticulacdo quimica da resina melaminica e degradacéo dos principais
componentes do compadsito (MELO, 2001, PAIVA, 2001).
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Para o compdésito R1AL e R1AC apresentou-se picos endotérmicos em
288 e 291°C respectivamente sugerindo uma fusdo do compoésito nessa

temperatura, e na sequéncia a sua decomposi¢cao (MARCOLINO, 2011).

5.3Caracterizacdo morfoldgica

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) € uma ferramenta que
permite a obtencdo de informacdes estruturais das amostras como a
homogeneidade ou a presenca de rupturas e falhas. A Figura 22 apresenta as
micrografias das duas bases poliméricas separadas, 0s quais constituem as
formulacdes das proporcdes massicas dos referidos compdsitos estudadas

neste trabalho.

FIGURA 22: Micrografia da cola de amido (A) e resina melamina (B) com

aumento de 500x.
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A Figura 22A, refere-se a cola amido em meio aquoso. Observou-se uma
superficie lisa e homogénea na cola produzido com amido, com formacdes
circulares ndo uniformes de tamanhos variados e sem a formacdo de
aglomerados. O aspecto visual do filme é transparente, sugerindo
homogeneidade dos componentes nesta composicdo com caracteristica
termoplastica. A Figura 22B refere-se a resina melamina formaldeido onde
apresentou-se uma estrutura com fissuras desordenadas caracteristicos de um

material termorrigido
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Na imagem gerada a partir da R1 (Figura 23: A e B), nota-se que as
particulas dos materiais apresentam uma grande variedade de tamanhos e
formas, sendo a maioria delas de agregada de forma aglomerada. No entanto, a
maior ampliacdo da imagem (Figura 23 B) revela que muitas dessas particulas
sdo, na realidade, compostas de pequenos granulos de melamina e amido

presente na resina e cola amilacia.

FIGURA 23: Micrografia do compoésito Amido a 1% melamina (R1) com aumento
de 500x (A) e com aumento de 2000x (B).
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A Figura 24 refere-se a R1AL, nota-se que as particulas dos materiais
apresentam uma grande variedade de tamanho e formas comparada com a

matriz polimérica R1.

FIGURA 24: Micrografia do compésito Amido a 1% melamina em extrato

etandlico de urucum (R1AL) com aumento de 500x (A) e com aumento de 2000x
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A grande quantidade de particulas (Figura 24B), sédo referentes a
presenca dos carotenoides, tais como bixina e norbixina presente no extrato de
urucum e granulos de melamina contido no processo de formacgé&o da resina.

A Figura 25 refere-se a R1AC, apresentou-se aspecto visual uniforme e
translucido, com aumento 500x o compésito mostrou-se pequena quantidade de
particulas com tamanho e formas variada, caracteristico de filme relativamente
homogéneo, devido acido acético do extrato, promove uma melhora na etapa de
polimerizacdo da melamina e impede a aglomeracdo do amido pressente no

composito.

FIGURA 25: Micrografia do compoésito Amido a 1% melamina extrato acido
acético urucum (R1AC) com aumento de 500x (A) e com aumento de 2000x (B).
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O composito RIN adicionado a norbixina solida, apresentou-se
caracteristicas opacas e superficie uniforme. Na micrografia da Figura 26
observou-se que 0 compadsito, apresentaram particulas com aspecto granular,
com tamanho variados, agrupadas em formas variadas, com o aumento de
2000x a Figura 26B, mostra-se a presenca de agregados, sulcos e lamelas.
Onde essas caracteristicas podem estar associadas ao estado de agregacédo da

norbixina, que foi analisada sob a forma de pé.
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FIGURA 26: Micrografia do compédsito Amido a 1% melamina norbixina (R1N)

com aumento de 500x (A) e com aumento de 2000x (B).
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Entretanto, na analise micrografica, ndo representa um padrdo para o
carotenoide bixina e norbixina, devido a variedade de solventes utilizados no
processo de extracdo dos carotenoides (RIOS, 2004, MIRANDA 2015). Apos a
caracterizacao do filme amido/melamina estes foram utilizado nos processos de

cicatrizacdo em lesao de pele.

5.4Avaliacao genotoxica

Este ensaio avaliou o0 potencial genotoxico do compdsito
amido/melamina com extrato de urucum, em células de medula 6ssea de Rattus
norvegicus. A Figura 27 mostra que 0 processo de exposicdo aguda aos
compositos (R1AL, R1AC E R1N) ndo aumentou significativamente a
mutagenicidade quando comparado ao controle negativo. Quando comparado
ao controle positivo, detectou diferenca estatisticamente significante (p> 0,001).

O teste do micronucleo crénico (Figura 28), mostrou que 0S compositos
nao alteram a incidéncia de eritrécitos policromaticos, sugerindo que a
membrana ndo possui toxicidade genética em ratos. E que a membrana n&o
possui toxicidade biologica. (SANTOS, 2008). O procedimento de exposi¢cao aos
compositos ndo aumentou, significativamente, a mutagenicidade quando

comparado ao controle negativo (p>0,001).
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FIGURA 27: Resultados micronucleo agudo, em camundongos com compa@sito

em extrato alcoodlico (R1AL), compdsito em norbixina (R1N) e compdsito em

extrato acido acético (R1AC).
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FIGURA 28: Resultados micronucleo crénico, em camundongos com composito

em extrato alcodlico (R1AL), compdsito em norbixina (R1N) e compdsito em

extrato acido acético (R1AC).

Numero de MN em PCE

40 -

30 1

20 4

p<0,001

p=0,001

L p<0.001
1

IE::CI,CIIZH

B

Hl CONTROLE NEGATIVO
E3 R1AL

E& R1AC

E RIN

[ CONTROLE POSITIVO

56



5.5Avaliacéo da cicatrizagéo

A avaliacao histoldgica da cicatrizacdo de feridas na area da cirurgia
experimental dos grupos mostrou diferencas qualitativas detectaveis na
coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (HE). A andlise descritiva histolégica
baseou-se nos critérios, de infiltrado inflamatério, formacdo de tecido de
granulacdo, deposicao de fibras colagenas (fibrose) e reepitelizacdo do tecido
lesado.

No 7° dia apés a lesdo provocada na pele dos animais, observou-se na
Figura 29, que todos os grupos tratados com compdsito de extrato de urucum
apresentaram diferenca significativa se comparados ao grupo controle negativo,
com p<0,001 para R1AL e R1N, e, p<0,05 para R1AC.

FIGURA 29: Resultados macroscopicos observados no 7° dia apos a leséo
provocada em ratos e tratados com composito em extrato alcodlico (R1AL),
composito em norbixina (R1N) e compdsito em extrato acido acético (R1AC). Os
resultados foram expressos em médiastdesvio padrdo comparados ao grupo

controle negativo.
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FIGURA 30: Resultados histolégicos observados no 7° dia apos a leséo
provocada em camundongos e tratados com compoésito em extrato alcoolico
(R1AL), composito em norbixina (R1N) e compoésito em extrato &cido acético
(R1AC).
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Na andlise microscopica, (Figura 30) observou-se, nesta fase, a presenca
de infiltrado inflamatério intenso nas amostras de todos os grupos. Nas areas
das feridas dos animais do grupo R1AL, havia proliferacéo fibroblastica e de
neovasos, com deposicao inicial de colageno e reepitelizacdo avancada da
epiderme. No grupo R1AC, foi possivel observar formacdo de tecido de
granulacao imaturo e sinais de reepitelizacao ocorrendo das bordas integras da
epiderme, a qual apresentou-se recoberta por crosta de espessura variavel,

composta por material fibrino-hemorragico e restos necroticos.

No grupo R1N, ndo foi verificada sinais de reepitelizacdo, mas havia
presenca de tecido de granulacdo imaturo, permeado por uma matriz
extracelular edemaciada, com deposicédo de inicial de colageno. Na fase da
fibroplasia que ocorre ap6s 48 horas da lesédo, os fibroblastos se multiplicam e
produzem o colageno. Ha& também nesta fase, intensa proliferacdo endotelial,
tendo como consequéncia a formacdo de tecido de granulacdo (CAMPOS,
2007).
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FIGURA 31: Resultados macroscopicos observados no 14° dia apés a leséo
provocada em ratos e tratados com compdsito em extrato alcodlico (R1AL),
composito em norbixina (R1N) e compdésito em extrato acido acético (R1AC). Os
resultados foram expressos em médiastdesvio padrdo comparados ao grupo

controle negativo.
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FIGURA 32: Resultados histolégico observados no 14° dia apos a lesdo
provocada em camundongos e tratados com compdésito em extrato alcodlico
(R1AL), compdsito em norbixina (R1N) e compdsito em extrato acido acético
(R1AC).
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Observou-se a Figura 31, que passados 14 dias que 0s grupos tratados
apresentaram reducdo da ferida com diferenca significativa (p<0,001) se
comparados com o grupo controle. No entanto, sé houve diferenca dentro dos
grupos tratados apenas entre R1AL e R1AC (p<0,05). Nos extratos de urucum
ja foram identificados a presenca de flavonoides, em geral, quando ingeridos,
interferem em alguns processos fisiolégicos do organismo, como a absorcao de
ferro e de vitaminas, estimulando a cicatrizacdo, apresentando acao anti-
inflamatéria, regenerativa de cartilagens, ossos e auxiliam na vasodilatacao
(CHEN; ZANG; XIE, 2005; MENEZES, 2005; FERNANDES JUNIOR et al.,
2006).

No 14° dia, todos os grupos exibiram reepitelizacdo total da epiderme.
Também, se observou que a area da cicatriz estava preenchida por tecido de
granulacdo maduro, permeado por fibloblastos e exsudato inflamatério
moderado. Porém, no grupo R1AL, a cicatriz mostrou-se mais densa, com

infiltrado inflamatorio leve (Figura 32).

FIGURA 33: Resultados macroscopicos observados no 21° dia apds a lesao
provocada em ratos e tratados com compdsito em extrato alcodlico (R1AL),
composito em norbixina (R1N) e compdsito em extrato acido acético (R1AC). Os
resultados foram expressos em médiastdesvio padrdo comparados ao grupo

controle negativo.

ison | p<0,001 ,
. p<0001 ' B CONTROLE
: ' R1AL
o IE*:U.DW |
Eﬁﬂm- Ed RIN
0 E3 R1AC
('
]
1 50-
=
0- .

60



FIGURA 34: Resultados histolégico observados no 21° dia apds a leséo
provocada em camundongos e tratados com compoésito em extrato alcoolico
(R1AL), composito em norbixina (R1N) e compoésito em extrato &cido acético
(R1AC).
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No 21° dia observou-se que nao houve diferenca entre os grupos tratados,
no entanto, todos ainda apresentaram diferenca significativa (p>0,001) se
comparados ao grupo controle negativo (Figura 33). Batista et al. (2010) estudou
a acao da polpa de pequi sobre feridas cutaneas em ratos, sendo observada
aceleracdo do processo de cicatrizacdo. Esta polpa contém quantidades
expressivas de B-caroteno, licopeno, carotenoides totais (BRANDAO et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2006) e compostos fendlicos (LIMA et al., 2007; MIRANDA-
VILELA et al., 2008).

Apoés 21 dias, verificou-se cicatrizacdo da area lesada em todas os
animais do estudo; sobretudo nas amostras do grupo R1AL, o qual demonstrou
matiz extracelular mais densa quando comparada aos demais grupos (Figura
34).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A construcédo do filme polimérico de amido/melamina com extrato de Bixa
orellana apresenta caracteristicas fisico-quimica melhores que as bases
poliméricas separadas, cola amilacia e resina melamina formaldeido (MF).

A partir da gelatinizagdo do amido forma-se a cola de amido. A resina de
Melamina e formol é obtida a partir da reacdo de melamina e formol, pela adicédo
de &cidos.

A partir das sementes de urucum (Bixa Orellana), obteve-se os extratos
com etanol, acido acético e por hidréxido de sddio com neutralizacdo. Os
extratos apresentaram boa adesdo nos filmes de compositos (R1AI, R1AC e
R1IN).

Os compositos obtidos com a mistura de “cola de amido”, resina de
Melamina e extratos de semente de Bixa orellana, apresentaram-se como filmes
finos e maleaveis.

A caracterizagao fisico quimica dos compadsitos mostra a presenca dos
constituintes utilizados na formagao dos mesmos.

Aplicacao dos filmes compédsitos amido/melamina com extrato de urucum,
revelaram-se como agente cicatrizante em lesao de pele.

O filme de compdsito amido/melamina com extrato de urucum nao €
citotoxico, portanto, € segura para aplicacdes in vivo.

Este trabalho apresenta grandes contribuicbes para a producao
biotecnoldgica regional, por ser um estudo sobre a utilizagdo de compdsito na
cicatrizacdo de pele obtidos a partir de produtos naturais, o urucum, o amido e

melamina, que sdo de facil aquisi¢do e baixo custo.
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REIVINDICACOES

1) PROCESSO DE OBTENQAO DE FILME AMIDO-MELAMINA COM
EXTRATO DE Bixa orellana L. caracterizado por ser realizado em trés
fases, onde sdo obtidas as trés camadas do filme cicatrizante (FC), assim:

v/ para a preparacao da cola de amido (I), uma massa de amido (1),
entre 80 e 98% da massa do produto, é pesada (E1) e a ela é
adicionada (E2) 4gua destilada (A), em um volume referente ao
dobro da massa, sendo a mistura (2) homogeneizada (E3); entao,
a mistura homogeneizada (3) ser aquecida (E4), sobre uma chapa
de aquecimento, em um processo lento e controlado, sob agitacao
constante para evitar a formacédo de aglomerados de amido, até
60°C, quando ha gelatinizacdo (E5), sendo a camada de amido
(CA) obtida e reservada;

v/ para a preparacdo do metilol de melamina (ll), sdo adicionados
(E6) em um recipiente, sob agitacdo constante, a melamina (4) e a
solucéo de formol (5), sendo essa constituida de 37% em massa
de formaldeido solubilizada em &agua destilada (A), numa
propor¢cdo molar de 1:6, melamina (4) : solucdo de formol (5);
sendo a mistura (6) aquecida (E7), sob agitacdo constante, até
60°C, para a obtencdo de uma solucao transparente, a camada
metilol melamina (CM);

v/ para a obtencao do filme de amido — metilol melamina — extrato de
Bixa orellana L. (lll), a camada de amido (CA) e a camada de
metilol melamina (CM) sdo adicionadas (E8) ao recipiente, sendo
mantidas sob agitacdo e a temperatura ambiente, para
homogeneizacéo (E9); entdo, o extrato de Bixa orellana L (EB) é
adicionado (E10) a mistura homogeneizada (7), numa proporgao
entre 1 e 10% em massa de amido, sendo a nova mistura (8)
agitada (E11) para incorporacdo total do componente;
posteriormente, a mistura obtida (9) é vertida (E12) em uma placa
estéril, e, em seguida, seca (E13) em estufa, a 35°C, sendo obtido

o filme cicatrizante (FC) em placa de Petri.
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2) PROCESSO DE OBTENQAO DE FILME AMIDO-MELAMINA COM
EXTRATO DE Bixa orellana L., de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por apresentar trés camadas, as quais sdo adicionadas,
obrigatoriamente, na ordem a seguir, para a obtencéo do filme cicatrizante
(FC): camada de metilol melamina (CM), camada de amido (CA) e
camada de extrato de Bixa orellana L. (CB).
3) FILME AMIDO-MELAMINA COM EXTRATO DE Bixa orellana L., obtido
de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por ser constituido em:
v' camada de metilol melamina (CM): numa proporc¢édo entre 1 e 10% da
massa do produto;

v' camada de amido (CA): numa proporc¢édo entre 80 e 98% da massa do
produto, e;

v' camada de extrato de Bixa orellana L (CB): numa proporgéo entre 1 e
10% da massa do amido.

4) APLICA(;AO DE FILME AMIDO-MELAMINA COM EXTRATO DE Bixa
orellana L., obtido de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada por

se dar localmente, sobre as lesdes cutaneas a serem tratadas.
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RESUMO

PROCESSO DE OBTENCAO DE FILME AMIDO-MELAMINA COM EXTRATO
DE Bixa orellana L., FILME AMIDO-MELAMINA COM EXTRATO DE Bixa
orellana L. E SUA APLICACAO COMO CICATRIZANTE EM LESOES
CUTANEAS

A presente invengao descreve um processo de obtencdo de filme cicatrizante
(FC), a partir de um processo com simples etapas de execucdo, o qual é
composto por trés fases de execucédo (I, Il e Ill), onde um compadsito obtido da
polimerizacdo de melamina, a camada de metilol melamina (CM), na presenca
de amido soluvel, camada de amido (CA), é adicionado de extrato de Bixa
orellana L. (EB), sendo, em seguida, colocado sobre uma placa de Petri, para
secagem (E13) e formacdo do filme cicatrizante (FC), apresentando como
agentes ativos a bixina e a norbixina, presentes no extrato do urucum (EB), que
séo considerados agentes cicatrizantes; dessa maneira, a aplicacao do filme em

lesdes cutaneas promove a aceleracdo e melhora do processo de cicatrizacao.
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