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RESUMO

A pele funciona como uma barreira contra agentes fisicos e patégenos, sem
ela, diversos tipos de doencas causadas por agentes patdogenos podem levar o
individuo ao ébito. Substitutos temporarios de pele auxiliam na regeneracao
cutanea, prevenindo a perda de liquidos e eletrélitos e o aparecimento de
infec¢des. Alginatos sdo biomateriais biocompativeis que podem ser utilizados
para a confeccao de substitutos temporarios de pele. Adicionalmente, extratos
e tinturas da Anadenanthera colubrina (Vell.). Brenan sdo amplamente
utilizados na medicina tradicional, por apresentarem ac¢fes antimicrobianas e
cicatrizantes, podem ser uteis na produgdo tais substitutos. Assim, este
trabalho teve por objetivo produzir filmes baseados em alginato com ou sem
adicao de cloreto de calcio, além da incorporacao de extratos de A. colubrina.
Foi avaliada a liberacdo de extratos de A. colubrina incorporados aos filmes em
meio aquoso, além de ensaios fisicos para verificar transparéncia, espessura,
teores de umidade de todos os filmes de alginato e aqueles com incorporacéo
de extratos. Adicionalmente foi verificada a distribuicdo do extrato no filme. Os
filmes foram caracterizados por espectroscopia na regido do Ultravioleta/Visivel
(UVIVIS) e do Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR).
Adicionalmente foi avaliada a acdo antimicrobiana qualitativa dos filmes
incorporados com extratos etandlicos (50% e 80%) com ou sem a presenca do
Ca'’, frente a linhagens multirresistentes Staphylococcus aureus. Os filmes
sem incorporagdo de extratos apresentaram-se finos e mais transparentes
(0,16 mm; 12,63) quando comparados com Calcio (0,3 mm; ndo transparentes).
Os filmes contendo extratos vegetais apresentaram diferengas apenas na
transparéncia, de acordo com o extrato utilizado: 50% (0,61 mm; 3,04), a 80%
(0,62 mm; 1,18) ou com CaCl, e extrato (a 50% 0,62 mm e 2,17 a 80 % 0,75
mm; 2,03). As andlises por UV/VIS evidenciaram homogeneidade na
incorporagao dos extratos nos filmes quando observados a 282 nm. Observou-
se uma pronunciada atividade bactericida destes filmes frente ao S. aureus,
inclusive para as linhagens multirresistentes. O filme de Alginato com
incorporacao do extrato de A. colubrina 50% (FA50) apresentou maior inibicdo
para S. aureus UFPEDA 700 (73.10° UFC), ja o filme de Alginato reticulado
com célcio e com incorporacdo do extrato de A. colubrina 80% (FACa80)
apresentou maior inibicdo do crescimento das cepas UFPEDA 711 (6.107) e
731 (261.10™"). Nos ensaios realizados (fisico-quimicos, espectroscopicos e
microbioldgicos) ficou evidenciada a diferenca da liberagdo controlada dos
extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan em filmes com Ca™".

Palavras-chave: Alginato. Angico. Substituto de Pele. Filmes Poliméricos.



ABSTRACT

The skin acts as a barrier against physical and pathological agents. without it,
all kinds of diseases caused by pathogens can cause the individual to death.
Skin temporary replacements help in skin regeneration, preventing the loss of
fluids and electrolytes and the onset of infections. Alginate is biocompatible
biomaterials, which can be used for making skin substitutes. Additionally
extracts and tinctures of Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan are widely
used in traditional medicine, because they have antimicrobial and healing
actions that can be useful in skin substitutive. This study aimed to produce films
based on alginate with or without calcium chloride addition besides we tested
an incorporation of extracts A. colubrina (Vell.) Brenan. Release of A. colubrina
(Vell.) Brenan extracts, which was incorporated into the films, was performed in
agueous solution. Physical tests were performed to verify transparency,
thickness, moisture content of all these films and alginate embedding extracts.
Additionally it was verified the distribution of the extract into the film. In addition,
the films were characterized by spectroscopy in the UV region / Visible (UV /
VIS) and infrared Fourier transform (FT-IR). Additionally it was evaluated the
qualitative antimicrobial action of the films incorporated with extracts (extracted
with 50% and 80% ethanol) and with Ca ™" against Staphylococcus aureus, but
also for multiresistant strains of this bacterium. The film without addition of
extracts present is thinner and more transparent (0.16 mm; 12,63) than those
crosslinked with calcium (0.3 mm; not transparent). The films containing plant
extracts showed differences only in transparency in accordance with the extract
used: 50% (0.61 mm; 3.04), 80% (0,62mm; 1.18) or CaCl, and extract (the 50%
0.62 mm 0.75 mm 2.17 to 80%; 2.03). Analysis of UV / VIS showed
homogeneous incorporation of the extracts in the movies when observed at 282
nm. There was a pronounced bactericidal activity of these films opposite to S.
aureus, including multidrug-resistant strains. Alginate film with incorporation of
A. colubrina extract 50% (FA50) showed greater inhibition for the strain S.
aureus UFPEDA 700 (73.10° UFC), since the alginate film crosslinked with
calcium and incorporation of A. colubrina extract 80% (FACa80) showed greater
inhibition of growth of the strains UFPEDA 711 (6.10™%) and UFPEDA 731
(261.10™). In tests (physico-chemical, spectroscopic and microbiological) was
evident the difference of controlled release of A. colubrina extracts in films with
Ca™.

Keywords: Alginate. Angico. Skin Substitutes. Polymeric Films.
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1. INTRODUCAO

A pele € o primeiro sistema de defesa do ser humano, funcionando como
uma barreira contra agentes fisicos e patdgenos (CRUZ e CORDOVIL, 2012).
Sua funcéo é abrigar as estruturas do interior do organismo evitando agressées
do ambiente externo, incluindo as varias formas de poluicdo, temperatura,
umidade e radiagéo, controlando o fluxo de substancias para o interior ou
exterior do corpo, manutencao de fatores homeostaticos como a temperatura,
bem como intercedendo sensacdes, tais como, calor, frio, toque, dor e vibracao
(QUEIROZ et al., 2014). Por isso a pele deve ser reconhecida como o 6rgao
periférico de defesa do sistema imunoldgico, sem essa barreira natural,
agentes patogenos proliferam-se causando diversos tipos de doencas
infeciosas secundarias que podem levar o individuo ao 6bito (MOTTA et al.,
2011).

Entre as injdrias que podem causar lesfes a esta barreira estdo as
queimaduras. Estas sdo lesGes causadas, por fatores térmicos, quimicos,
elétricos ou queimaduras por exposicdo excessiva ao sol. Esses elementos
possuem acdes destrutivas para os constituintes do tecido de revestimento, de
abrangéncia total ou parcial, podendo atingir camadas mais profundas como
tecido subcuténeo, ou ainda outros tecidos como musculos, tenddes e 0Ssos,
provocando agravamentos posteriores como a perda de um membro ou até
levar o individuo ao Obito. Em casos de perda dessa protecdo, se faz
necessario uma intervencao com o intuito de promover a viabilidade celular dos
tecidos nédo afetados e a regeneracdo dos constituintes da barreira cutanea
(OLIVEIRA et al., 2012).

Atualmente varios tipos de curativos e substitutos temporarios de pele
sao desenvolvidos com base em uma gama diversa de materiais com o intuito
de melhorar as condicbes de tratamento de pacientes agredidos com
queimaduras. A classificacdo destes substitutos temporéarios varia de acordo
com sua origem e sua funcdo, os quais podem ter origem biolégica, sintética ou
ainda biosintética. (OREFICE et al., 2012)

Os substitutos temporarios da pele podem ser desenvolvidos com

polimeros de origem biolégica, possuindo grande utilidade na medicina. Estes
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biopolimeros sdo projetados para evitar a toxicidade (OSMAN et al., 2007),
auxiliando no processo de regeneracao cicatricial da pele (TAN et al., 2012).

Dentre os polimeros com potencial uso como substituto cutaneo,
podemos destacar o alginato. Este € um componente da parede celular das
algas, composto de subunidades L-guluronato e D-manuronato dispostas
aleatoriamente. Quando dissolvida em agua quente e seguidamente arrefecida,
o alginato toma uma consisténcia gelatinosa, cuja propriedade tem sido usada
em diversos seguimentos alimenticios e farmacéuticos (RHIM 2004; BLAINE
1946; ABBAH et al., 2012).

Uma das caracteristicas ideais para um substituto temporéario de pele é
ter acdo antimicrobiana, com o intuito de se evitar possiveis infeccbes. Para
tanto, comumente tem se incorporado a sua composi¢cao agentes que confiram
tal caracteristica, como € o caso dos antibioticos (MORAES et al., 2016), entre
0s antimicrobianos é crescente o interesse por fitoterapicos, medicamentos de
origem vegetal que comprovadamente apresentam eficdcias ao combate de

patdgenos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Pele

A pele € nosso primeiro sistema de defesa contra agentes danosos ao
nosso corpo. Definido como maior 6rgdo do corpo humano, apresenta
caracteristicas heterogéneas diferentes de acordo com o local do corpo onde
estd localizada atingindo 16% do peso corpéreo. Entre as funcdes desse
revestimento  destacam-se a conservacdo homeostatica, controle
hemodindmico, percepcdo sensorial, protecdo contra agentes biologicos,
fisicos e quimicos. Formada pela epiderme e a derme, a camada subjacente,
chamada de subcutanea, a hipoderme nao faz parte da pele, mas serve de
unido a o6rgaos e outros tecidos. (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013; SOUTO et
al., 2016) (Figura 1).

Figura 1. Representacdo esquematica da pele.
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Fonte: Camargo, 2006.

A pele apresenta diversas caracteristicas proporcionadas pelas suas
camadas e seus anexos. A camada mais superficial a epiderme, barreira
queratinizada que protege o organismo de atritos, desidratacdo e infec¢bes de
micro-organismos. Termina¢des nervosas sensoriais recebem informagdes
externas ao corpo constantemente, levando ao sistema nervoso central (SNC).
A epiderme, através da melanina, pigmento produzido e depositado na camada
epitelial, apresenta protecdo contra radiacdo ultravioleta (UV), sintese de

vitamina D3, além de células do sistema imunitario atuantes contra acdes de
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micro-organismos. Além dessas estruturas a pele possui estruturas anexas: 0s

pelos, unhas e glandulas. A epiderme ao ser observada ao microscépio, como

a camada mais proxima da derme a superficie observam-se cinco camadas:

» Camada basal: Constituida por células prismaticas na base da membrana
basal, limite entre a derme e a epiderme. E uma camada rica em células
tronco, responsavel, juntamente com a camada espinhosa, pela
manutenc¢ao constante da epiderme (SOUTO et al., 2016).

» Camada espinhosa: Apresenta células cuboides ligeiramente achatadas,
com feixes de queratina em sua matriz citoplasmatica que se unem entre as
células vizinhas através dos desmossomos. Sao essas estruturas que
juntas promovem maior coesao entre as células aumentando a resisténcia
ao atrito (REHDER et al., 2004; SOUTO et al., 2006).

» Camada granulosa: Camada com células achatadas dispostas entre 3 a 5
fileiras. A matriz citoplasmatica dessas células € rica em granulos de
querato-hialina. Essa deposicdo proteica contribui para tornar a pele
impermeavel a agua, impedindo a desidratacdo corpérea. (REHDER et al.,
2004; SOUTO et al., 2006).

» Camada lucida: camada constituida por células achatadas sem nucleo e
organelas citoplasmaticas. O interior citoplasmatico rico em filamentos de
gueratina.

» Camada cornea: Repleto de células achatadas cujo citoplasma é
constituido por queratina e outros seis polipeptidios. A composicdo dos
filamentos de queratina € modificada com a diferenciacdo celular dos
queratindcitos. E nessa camada que os filamentos de queratina se
aglutinam com os granulos de querato-hialina. (REHDER et al.,, 2004;
SOUTO et al.,, 2006). Na pele mais fina € frequente a auséncia das
camadas granulosa e lucida.

A derme apresenta espessura variavel, sendo, por exemplo, mais
espessa nos pés. Esse tecido conjuntivo é formado por duas camadas:

» Camada papilar é mais delgada, constituida por tecido conjuntivo frouxo.
Constituidas de fibrilas de colagenos inseridas na camada basal penetrando
profundamente a derme com funcdo de adesdo entre a derme e a
epiderme. Os vasos sanguineos presentes sao responsaveis pela nutricdo e
oxigenacgéao da epiderme (DE CARVALHO et al., 2011).
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» Camada reticular apresenta-se mais espessa, formada por tecido
conjuntivo denso. Também constituida de fibras elédsticas que contribuem
pela elasticidade da pele, além dos vasos sanguineos e linfaticos e células
nervosas € nessa camada que € encontrada estruturas derivadas da
epiderme: foliculos pilosos e as glandulas sebaceas e sudoriparas (DE
CARVALHO et al., 2011).

2.2 Queimaduras e agentes agravantes

7

A queimadura € um dos traumas mais danoso que pode atingir o
homem, e considerada uma das causas frequentes de mortalidade e de graves
sequelas. Segundo o portal Brasil (2013) com pesquisa realizada e publicada
na ultima década, no Brasil, este tipo de trauma contribui como um dos fatores
relacionados aos acidentes domésticos que acarretam em morte em criancas
de 0 até 9 anos de idade. Os dados do DATASUS (2016), apurados de maio de
2015 a maio de 2016, demonstram a ocorréncia de cerca de 26.200 casos de
gueimaduras e corrosfes, tratados pelo SUS (sistema Unico de saude), ndo
sendo contabilizados os pacientes que ndo procuraram atendimento hospitalar.
O custo nacional, para esse mesmo periodo com estas internacdes, foi de
aproximadamente R$: 58.900.000,00.

Segundo Linde et al. (2013), o tempo necessario para a cura da
queimadura é um dos principais fatores que determina o desenvolvimento de
complicagbes. Para colaborar com esses dados, de acordo com a maior parte
da literatura pesquisada, um dos fatores relacionados a mortalidade é a
infeccdo secundaria decorrente do tempo e dos cuidados necessarios para a
cura (CARVALHO et al., 2013; CHAVES et al., 2013).

Para se determinar o tempo real de cura faz-se necessario observar a
profundidade total da queimadura que sO6 pode ser determinada apdés sua
evolucdo. Uma infecgdo ou uma instabilidade hemodindmica pode aprofundar a
lesdo, em decorréncia disso 0 processo de reposicdo volémica produz varios
radicais livres que levam a danos adicionais aos tecidos, isto permite que uma
lesdo de espessura parcial superficial evolua para espessura total depois de 72

h da lesao.
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De acordo com o levantamento de Pereira (2012) foram encontradas
varias causas que podem atrasar ou impedir a cicatrizacdo, como por exemplo:
suporte ineficaz nutricional, déficit na oxigenacao tecidual, infec¢cdo, necrose,
ambiente seco, tamanho da ferida, idade do paciente e imunossupressao. Para
evitar um efeito em cadeia que leve ao Obito ou 0 agravamento do quadro
clinico, se faz necesséria frequente observacéo e o controle desses fatores.

As queimaduras podem ser classificadas quanto a extensdo da éarea
corpoOrea afetada em que aréas do corpo somam percentuais (figura 2), e com
relacdo a profundidade da leséo, para a ultima, podemos classificar de acordo
com graus de 1 a 3 de acordo com a estrutura tecidual atingida. (quadro 1).
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e bebé.
Adulto
9 e ’
: ;
412 ) \¢ A0 4172 i ; ; 41/2
NN o\ el el N\ Crianca
;‘1 9
\
2 P 3] .6 '
Bebés
s 1 Ttk \' ¢ ,41"2 41/2
W | o | Al T DN T Y
| A 13% 9%
9 |\ 9 9 9 41p : b "
| 1" "Al\ i ) é Tou v 1/80o
27| |2hz] @ “1{" ;'-5)
‘ 9% oy Frente 18%

trds 18%

Fonte: Ministério da Saude 2012.

O célculo da extensdo do agravante da lesdo varia de acordo com a
idade. Para a classificacdo da extensdo normalmente utiliza-se a conhecida
regra dos nove, criada por Wallace e Pulaski, a chamada superficie corporal
gueimada (SCQ). Para superficies do corpo com menor extensdo ou que as
lesbes atinjam locais isolados do corpo, utiliza-se para o calculo da area
gueimada o tamanho da palma da méao (incluindo os dedos) do paciente, o que
equivale a 1% da SCQ (Figura 2).



22

Quadro 1 - Classificacdo da queimadura quanto a profundidade

Grau de Queimadura | Caracteristica

1° grau Geralmente associadas a exposi¢cao excessiva ao
sol, ndo comprometem o comportamento
hemodinamico.

2° grau Variam entre superficiais ou profundas conforme as
lesbes na camada dérmica apresentam flictenas.
3° grau Geralmente ocorre destruicdo da pele por completo

(epiderme e derme) atingindo o foliculo piloso.

As lesdes causadas por queimaduras causam calor excessivo
danificando os tecidos e acarretando em morte celular. Essas lesdes quando
afetam a pele sdo classificadas quanto a profundidade do primeiro a terceiro
grau. Porém ha casos em que a gueimadura afeta tecidos inferiores como
musculos, tenddes, articulacdes, o0ssos, cavidades, apresentam gravidades
ainda mais severas e sdo denominadas como queimaduras de 4° grau.
Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), o controle de infeccdo vem
mostrando ser uma medida que contribui para a reducdo significativa da
morbidade de pacientes com queimaduras com ampla extensdo, devido a
estimulacdo de processos inflamatérios sistémicos, nas lesdes externas, sdo
encontradas moléculas na pele como, fibronectina, fibrinogénio e colageno que
ficam expostas na superficie da lesdo. Diversas espécies bacterianas possuem
receptores especificos para tais moléculas, o que facilita as infec¢des por
bactérias. Portanto, a frequente avaliagcdo microbiolégica da ferida € necessaria
em pacientes queimados internados para que se mantenha um
acompanhamento adequado para o controle de infeccdo (HENRIQUE et al.,
2013. MILLAN et al., 2012. MACEDO e SANTOS 2006).

O tipo mais comum de complicagéo infecciosa no queimado é a infec¢éo
da corrente sanguinea que pode ser causada por instrumentos que auxiliam no
tratamento do paciente (MACEDO e SANTOS 2006). As principais bactérias
causadoras de infeccdo s&o: Staphylococcus sp, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas sp, Klebsiella.
(HENRIQUE et al., 2013. MILLAN et al., 2012; MACEDO e SANTOS 2006,
LIMA et al., 2014)

As feridas usualmente sé&o colonizadas nas primeiras 48 h por bactérias

Gram-positivas pos-queimadura, 0 que pode ser reduzido com a terapia topica
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de agentes antimicrobianos. Eventualmente (apdés uma média de 5 a 7 dias),
estas feridas sao posteriormente colonizadas por outros micro-organismos,
incluindo bactérias gram-negativas, leveduras e derivados da flora
gastrointestinal e da flora do trato respiratério superior ou até mesmo do
ambiente hospitalar que séo transferidas pela manipulacéo dos profissionais de
saude (ZANETTI et al., 2007.;OLIVEIRA et al., 2009).

2.2.1 Principais bactérias presentes em queimaduras

As queimaduras promovem morte celular, queda no oxigénio tecidual e
proteinas degradadas, fatores que auxiliam no crescimento de micro-
organismos patdgenos e oportunistas, a proliferacdo excessiva desses micro-
organismos na pele lesionada pode provocar uma contaminacao pela corrente
sanguinea essa disseminacéo infecciosa pela corrente sanguinea e chamada
de bacteremia. No periodo de 24 horas € possivel que uma Unica bactéria se
transforme em uma col6nia num total de 10 bilhdes de células (LIMA et al.,
2014).

O risco de pacientes acometidos por queimaduras se agrava pela perda
de defesas naturais, como a pele, e o ambiente hospitalar. Além disso, a
resposta fisiolégica ao estresse no paciente acometido por queimaduras €&
semelhante as condicdes fisiolégicas de um paciente critico ou com trauma
severo, diferenciando-se pela sua severidade e duracdo. A resposta
hipermetabdlica apés grandes queimaduras € caracterizada por resposta
hiperdindmica com aumento da temperatura corporal, aumento do consumo de
glicose e oxigénio, aumento da formacdo de CO,, glicogendlise, lipdlise e
protedlise. (LIMA et al., 2011).

Mesmo com o desenvolvimento amplo de pesquisas e modernizagao
para o tratamento de pacientes queimados, as infec¢des ainda se caracterizam
como um fator a ser superada, devida sua representatividade como uma das
causas de 6bito deste tipo de paciente (OLIVEIRA e SERRA, 2011).

Diversos estudos demonstram que o Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, sao 0s principais patdgenos encontrados tanto em

amostras de sangue de pacientes queimados que apresentam evidencias de
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infeccbes por bactérias, como também na prépria superficie da ferida da
ocasionada por queimadura (MACEDO e SANTOS, 2006; SILVA et al., 2009;
RENPEL et al., 2011).

A espécie de bactéria Staphylococcus aureus pertence a familia
Micrococaceae e morfologicamente sao classificadas como cocos Gram-
positivos agrupados em formato de cachos de uva; quanto ao metabolismo
podem ser aerObios ou anaerdbios facultativos; as suas coldnias possuem
pigmentos que variam de branco a amarelo sendo catalase positiva. Essa
espécie apresenta capacidade de desenvolver doencas que vao desde uma
infeccdo simples, como espinhas e furinculos, até as mais graves, como
pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico e septicemia,
entre outras (SANTOS et al., 2007).

Segundo Gelatti et al. (2009), entre 0os micro-organismos causadores de
infeccbes destaca-se o S. aureus, 0s quais frequentemente podem apresentar
linhagens resistentes a meticilina (MRSA). Este é o termo atualmente utilizado
como referéncia ao S. aureus com resisténcia intrinseca a Meticilina,
Flucloxacillina e Oxacillina. Infec¢cdes causadas pelos MRSA estavam
anteriormente limitadas ao ambiente hospitalar, do inglés Healthcare-acquired
methicillin-resistant  Staphylococcus aureus, ou HA-MRSA. Atualmente
infeccbes associadas a S. aureus resistentes a meticilina adquiridos ou
associados a comunidade (CA-MRSA) também estdo sendo detectados. As
linhagens MRSA possuem um elemento genético movel (transposon)
denominado cassete cromossémico estafilocdécico mec (SCCmec). As cepas
HA-MRSA possuem os SCCmec dos tipos |, Il e lll. Por outro lado, os isolados
CA-MRSA carrega preferencialmente o SCCmec do tipo IV e eventualmente o
do tipo V.

Mohammed e Nigatu (2015) constatam que estas cepas tém provocado
o0 aumento de surtos de infec¢Oes afetando tanto o ambiente hospitalar quanto
ambientes de grandes aglomerados de pessoas. A falta de diagnéstico e
posterior isolamento de pacientes infectados por essas cepas aumentam a
possibilidade de infeccéo por outros pacientes dentro do ambiente hospitalar.

A ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) alerta sobre a
capacidade de S. aureus resistente a oxacilina (também denominada ORSA),
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causar grandes e dispendiosas infeccOes epidémicas, de dificil tratamento e
controle.

A utilizacdo de extratos de origem vegetal surge como uma fonte
alternativa para o0 combate de agentes patdgenos inclusive cepas
multirresistentes. (ANDRADE et al., 2014)

2.3 Biomateriais

Biomaterial € qualquer material de origem bioldégica ou sintética
utilizados para auxiliar no tratamento de agentes danosos a saude. Tais
materiais sdo constituintes de partes de implantes médicos, dispositivos
extracorpdreos e descartaveis que sdo utilizados em medicina, odontologia e
medicina veterinaria, em todos 0s aspectos relacionados ao cuidado com a
saude (RECOUVREUX, 2008). Os biomateriais estdo relacionados a
dispositivos médicos, sobretudo em implantes internos ou externos de forma
permanente ou temporaria.

Um biomaterial deve apresentar a capacidade de resposta adequada a
uma situacao especifica, além de ser aceito pelos tecidos préximos e pelas
demais partes do corpo, ou seja, o material deve ser biocompativel, ndo
devendo produzir irritacdo, inflamacgdes o que pode levar a rejeicdo (SHIRANE
et al.,, 2010). Dentre os biomateriais, os polimeros se destacam pela sua

versatilidade e custo de fabricacéo.

2.3.1 Polimeros

Tem como definicAo pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), substancias quimicas compostas de moléculas,
caracterizadas pela repeticdo sucessiva de uma ou mais espécie de atomos ou
grupamento de atomos, que formam unidades constitucionais ligados entre si
em quantidades suficientes para fornecer um conjunto de propriedades que
nao variam notavelmente com a adicdo ou remocdo de uma ou de algumas
(poucas) das unidades constitucionais, podendo ser obtidos de forma sintética
ou natural (Figura 3) (PAOLI, 2008).
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Figura 3 (A) Unido dos meros para a formacédo do polimero, (B) Estrutura
guimica do etileno seguida da estrutura quimica do polietileno.
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Fonte: ONOFRE, 2014.

Entre as diversas aplicacbes dos polimeros para aplicacdo como
biomateriais poliméricos pode-se citar biopréteses de valvulas cardiacas
confeccionadas a partir de coldgeno, as resinas acrilicas para reparo do cranio
e restauracdo dentarias, os dispositivos de liberacdo controlada de farmacos
como aqueles produzidos a partir de policaprolactona para liberacdo de
anticoncepcionais e hidrogéis para substitutos de pele (OREFICE et al., 2012).

Os polimeros podem ser de origem sintética ou natural apresentando
vasta versatilidade em usos e aplicacBes, dentre as quais, destaca-se sua
utilizacdo no setor farmacéutico, alimenticio e industrial. Seu uso na forma de
biomateriais vem de longa data auxiliando o tratamento e reabilitacdo em
pacientes acometidos por danos internos e externos ao corpo (VILLANOVA et
al., 2010; BLAINE, 1946).

Atualmente os polimeros como alginato tém sido bastante empregados
para a utilizacdo como sistema de liberacdo de farmacos. Por definicao,
Sistema de Liberag&o de Farmaco (SLF) ou Drug Delivery System (DDS) € um
sistema desenvolvido para prologar o tempo de liberacdo de substancias. Em
geral o encapsulamento de substancias ou farmacos realizados por polimeros
como alginato auxilia na liberacdo do farmaco no organismo, mantém sua
concentracdo plasmatica além de controlar a localizagcdo temporal e espacial
das moléculas in vivo, por meio da aplicacdo de principios biolégicos e



27

qguimicos. Dessa forma, alteracdes ciclicas na concentracdo sao eliminadas e a
disponibilidade biolégica do agente encapsulado € aumentada (REHM, 2013).
A utilizagdo desses agentes encapsulantes para liberagdo controlada de
farmacos auxilia na supressao de rea¢fes adversas e diminuicado de aplicacbes
do farmaco (Al-MUSA et al., 1999).

Dentre os polimeros naturais com potencial uso para SLF e como
substituto cutdneo destacamos o alginato pelas suas propriedades fisicas e

quimicas descritas a seguir.
2.3.2 Alginato

O Alginato tem papel estrutural na parede celular de espécies de algas e
bactérias (MCHUGH 1987; GARCIA-CRUZ et al., 2008). Formado por acidos
carboxilicos compostos de subunidades monoméricas de [-D-acido
manurénico (M) e a-L &cido gulurdnico (G) interligados por ligacdes 1,4-
glicosidicas. Pode estar associado a sais como sodio (Figura 4), célcio ou
potéassio (GARCIA-CRUZ et al., 2008; WANG et al., 2010).

Figura 4. Estrutura quimica do alginato de sédio.
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Fonte: Souza et al.(2008).

A organizacao da cadeia polimérica pode ser encontrada de trés formas,
a primeira constituida por regides contendo apenas manuronato (A), a segunda
regido contendo apenas guluronato (B) e a terceira contendo manuronato
intercalados ao guluronato (C), (figura 5) a razéo entre o contetudo dos blocos
desse polimero determinara a flexibilidade da cadeia, alginato com maior
porcentagem de guluronato formam géis mais rigidos e quebradicos ja os géis
com maior porcentagem de manuronato sdo mais viscoelsastico (COTTRELL
et al., 1980).

Figura 5. Organizacdo em blocos do &cido alginico.
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Fonte: Garcia-Cruz et al. (2010)

Esse polimero é industrialmente extraido de algas pardas pertencentes a
divisdo Phaeophyta, grupo de algas marinhas com mais de 30.000 toneladas
métricas produzidas anualmente (DRAGET et al., 2005). Esse polimero pode
compor até 40% do peso seco destas algas (GARCIA-CRUZ et al., 2008). A
exploracdo comercial de alginato de bactérias gram-negativas dos géneros
Pseudomonas e Azotobacter ndo possui a mesma dimensao que a de algas,
porem ha um crescente interesse da industria farmacéutica para extracdo de
alginato bacteriano (BOYD e CHAKRABARTY, 1995).

Suas propriedades materiais, versatilidade e biocompatibilidade, boa
biodegradacao e baixa toxicidade (NICHOLAS et al., 2016), levou a utilizacao
do alginato para aplicacbes meédicas, incluindo curativos, entrega da droga
sistemas e mais recentemente no tecido encapsulamento para a terapia
regenerativa (TONNESEN e KARLSEN, 2002; QIN, 2008; LIM et al., 2010).


https://www.researchgate.net/profile/Crispin_Garcia-Cruz
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Alginato de grau farmacéutico tem precos mais elevados que alginato
comercial, pois exige um maior grau de homogeneidade da razdo G-M. Em
relacdo a este aspecto mesmo com sua ampla utilizacdo em aplicagbes
biomédicas como material de imobilizacdo, o alginato de algas sofre de
problemas com estabilidade mecéanica pela ampla distribuicdo de tamanho de
poro e inchago osmatico durante condicdes fisiologicas. Além de estar sujeito a
heterogeneidade nas relacbes de residuos G a M, (DRAGET et al., 2005;
M@RCH et al., 2007; ANDERSEN et al., 2012).

Esta dificuldade tecnoldgica da industria pode ser superada utilizando-se
alginato produzidos por bactérias do género Azotobacter que sdo mais
uniformes, além de apresentarem a vantagem de este micro-organismo nao ser
patogénicas e possuirem enzimas que podem modificar a razdo G/M de
(REHM, 2010).

O alginato vem sendo utilizado em aplicacbes inovadoras na area
médica e farmacéutica. Em funcdo de suas caracteristicas € utilizado como
espessante, estabilizante de emulsfes e de espuma, agente de encapsulacao,
agente de gelificacdo, agente de formacédo de filmes poliméricos e de fibras
sintéticas, entre tantas outras possibilidades.

N&o obstante o alginato de sédio possui a caracteristica Unica de sofrer
processo de reticulacdo na presenca de cations bivalentes, como o Ca**, Mg**,
Fe?*, Ba?*, ou Sr**. Usualmente o fon Ca®" é utilizado na forma de CaCl, como
agente de reticulante do alginato de s6dio em meio aquoso (figura 6), (SUN e
TAN, 2013; NICHOLAS et al., 2016). Este fendbmeno ocorre devido a
sequéncias de G-G da cadeia de polimero que promove a reticulacdo com
cations bivalentes (em inglés este modelo € denominado de egg-box). Este
processo € utilizado para o encapsulamento de substancias, (SMIDSROD,
GLOVER, e WHITTINGTON, 1973; SMIDSROD e SKJAK, 1990) em alginato
de calcio insoluvel.

Reacdes de reticulacdo sdo, em geral, utilizadas para formar redes
poliméricas com maior resisténcia o que auxilia no aprisionamento de
substancias entre essas redes. Ademais, dependendo do grau de reticulacéo, o
alginato reduz significativamente o seu inchaco na presenca do solvente,
geralmente resultando numa reducéo da permeabilidade de diferentes solutos.

Como consequéncia, a liberagdo de substancias incorporadas em matrizes de
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alginato serd adiada, permitindo que estes sistemas sejam utilizados na
libertacdo controlada de drogas (ABBAH et al., 2012).

Figura 6. Interagdo iGnica entre alginato e cations bivalentes.

OH O__ OH
\\OH 7 i o B ‘
,J
OH O—f OH O—
0 0

Fonte: Sun e Tan, 2013.

O desenvolvimento de agentes encapsulantes para carregamento de
ativos tem aumentado nas Ultimas décadas, pois estes apresentam tanto a
capacidade de entregar farmacos de baixo peso molecular, bem como grandes
biomacromoléculas, como proteinas e genes, de forma localizada ou orientada
(TAN et al., 2012). Alginato tem sido amplamente adotado como um agente
para imobilizar ou encapsular farmacos, moléculas bioativas, proteinas e
células, por sua caracteristica de biocompatibilidade e capacidade de serem
biodegradaveis pela natureza. Muitos tipos veiculos a base de alginato estéo
sob investigacdo, tais como hidrogéis, particulas coloidais, e os complexos
polieletrélitos. Pesquisadores também tém estudado a combinacdo de

by

hidrogéis a base de alginato, matrizes porosas para confeccdo de scaffolds
para crescimento celular, microesferas para libertacdo controlada de farmacos,
associacdo com nanotubos e substitutos temporarios de pele (ABBAH et al.,

2012; TAN et al., 2012; RHIM, 2004).

2.4 Substitutos cutaneos baseados em polimeros
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Atualmente o esforco no desenvolvimento do tratamento de feridas de
queimaduras estd direcionada para melhorar a taxa de sobrevivéncia e
melhoria ao longo prazo dos doentes acometidos por queimaduras. Para isso
faz-se necessario a restauracdo oportuna das funcdes basicas da pele, como
protecdo mecanica e contra agentes patdégenos, neste sentido, os substitutos
de pele sdo necessarios nos pacientes que sofrem desse tipo de injuria grave
(HALIM et al., 2010; ALRUBAIY e AL-RUBALY, 2009).

O foco no tratamento de feridas esta voltado para reduzir os riscos
causados por complicacbes ambientais e auxiliar na regeneracdo do tecido
lesionado (CHANDIKA et al., 2015) sendo que véarios trabalhos descrevem o
uso de plantas para o tratamento eficaz de feridas (FORREST, 1982).

Tradicionalmente o uso de algoddo, gazes, ataduras, usados como
materiais no auxilio de tratamento de feridas, posteriormente foram adicionados
substancias com o intuito de prevenir e controlar infec¢gdes microbianas, como
iodo, prata, biguanida, hexametileno (CHANDIKA et al., 2015), atualmente
outros tipos compostos séo inseridos ao tratamento de feridas.

Quanto a outros materiais existem diversos tipos que auxiliam no
tratamento de injurias a de tecidos, estes podem ser baseados em polimeros
naturais como gelatina (NINAN et al., 2014; DUAN et al., JIN et al., 2013;
DUBSKY et al., 2012), colageno (WANG et al., 2013; GUO et al., 2011; JUDITH
et al., SOLLER et al., 2012; WONG et al., 2010), fibrina (LOSI et al., 2013) ,
quitosana (KIM et al, 2008; MUZZARELLI et al., 2009), peptideos
(SCHNEIDER et al., 2008), alginato (RHIM, 2009), como em polimeros
sintéticos como Poli L- Acido latico (MOHITI et al., 2014), PGLA (SUN et al.,
2014), poli etileno glicol — poli DL-lactidio (YANG et al., 2011). Ou ainda a
associacao entre polimeros naturais e sintéticos. No geral esses materiais sdo
utilizados por apresentarem caracteristicas desejaveis como substituto de pele
devido sua: biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa imunogenicidade,
acelerar a proliferacdo celular, apresentar fungdo antibacteriana
(MANSOURZADEH et al., 2015).

A aplicacdo dos substitutos de pele requer consideracdes prévias
importantes para o adequado tratamento da lesdo. Fatores como profundidade
da queimadura, probabilidade de infeccdo da ferida, local da queimadura,

probabilidade de contratura, custo relativo. Os substitutos devem fornecer uma
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solugdo para cobrir a ferida, reduzir ou remover fatores inibidores de
cicatrizacdo de feridas, reducdo da resposta inflamatéria (HALIM et al., 2010;
ALRUBAIY e AL-RUBAIY 2009).

Segundo Halim et al. (2010), o substituto cutaneo considerado ideal
deve possuir propriedades comparaveis as da pele humana além das seguintes
caracteristicas:

Resisténcia a infec¢éo

Prevencao contra perda de agua

Capaz de suportar as forcas de cisalhamento
Custo efetivo

Matéria prima amplamente disponivel

Longa vida util e facilidade de armazenagem
Auséncia de antigenicidade

Espessura Flexivel

Durabilidade

Boa conformidade em superficies irregulares

vV ¥V Vv VY ¥V V¥V V V VY VY V

Facil aplicacédo

Segundo Nicholas (2016), apesar de cada substituto ser anico em suas
caracteristicas é desejavel que o substituto de pele ideal apresente cinco
caracteristicas prescindiveis, como:

e Barreira Semipermeavel

A destruicdo da pele permite a entrada de patdgenos, que resulta em
infeccbes severas, esse ataque de patégenos em condicfes agudas como em
pacientes queimados dificulta ainda mais o processo de cura do paciente. A
esse fato se faz necessario a presenca dessa barreira, que apresente acao

para combater agentes patégenos.

e Aderéncia celular
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O substituto deve além de permitir a aderéncia celular, dar condicbes
ambientais para viabilidade, proliferacdo e diferenciacdo celular. As fungdes
celulares e suas migracbes sofrem influencias pela morfologia, espessura,
porosidade e conexdes entre os poros de um substituto temporario de pele. O
polimero utilizado para confeccdo do substituto temporario afeta diretamente as

propriedades celulares.

¢ Na&o toxicidade, acdo anti-inflamatoria e ndo imunogenicidade

O processo inflamatério pode causar rejeicdo do substituto introduzido,
que causa rapida eliminacdo das células e rapida degradacdo do dispositivo
aumentando o risco de entrada de patdgenos. Um substituto ideal previne
rejeicdo, como em casos de resposta imunoldgicas. Outra preocupacao diz
respeito aos enxertos de pele sintéticos em que o risco de rejeicdo depende da
toxicidade e do efeito imune nas células causadas pelos compostos utilizados

na confecgéo dos enxertos.

e Durabilidade, maleabilidade e biodegradabilidade.

Outra caracteristica ideal é a durabilidade do material mantendo sua
caracteristica sob estresse por cisalhamento, apresente maleabilidade
suficiente para cobrir as areas afetadas como joelhos e quadris. Deve ser
biodegradavel ao ponto que a derme ja tenha sido reconstruida, para isso sua

degradacdo ndo deve ser téo rapida.

e Baixo custo

O tratamento utilizando substituto de pele salva vidas, porém seu custo
nos Estados Unidos chega a cem mil délares por pessoa. O que traz a tona a

importancia de criar substitutos de baixo custo e com mesma eficacia no uso.

2.5 Filmes poliméricos de alginato como substitutos temporario de pele

Os filmes produzidos como polimeros naturais surgem como uma

alternativa para o uso como substituto temporario de pele. Por apresentar
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caracteristicas desejaveis de um substituto temporario. Existem atualmente
diversos tipos de pesquisa que visam a producdo de filmes baseados em
polimeros naturais, e a incorporacdo de extratos de plantas, com uma potencial
acao antimicrobiana e cicatrizante. O alginato surge como uma alternativa para
0 Uso como substituto temporario de pele, pela sua caracteristica de aprisionar
substancias quando associados a ions bivalentes. Por apresentar
caracteristicas importantes o uso de alginato com o intuito de utilizagdo como
substituto temporario vem sendo amplamente estudado.

Existem diversos fatores benéficos na utilizacdo de polimeros naturais
como utilizacdo de substituto temporario de pele entre eles incluem: reducéo da
populacdo densidade de bactérias na superficie da ferida; reducédo da perda de
perda de agua por evaporacdo e a perda de calor de uma ferida aberta;
prevencdo de nova contaminacdo da ferida, e prevencdo de danos fisicos ao
tecido (EVANS et al., 1987).

A capacidade dos filmes de alginato manter uma matriz com menor
hidrofilicidade na presenca de agentes reticulantes como cétions bivalentes,
agir como agente de aprisionamento de substancias como farmacos, auxilia na
liberacdo controladas de substancias com efeito terapéutico (OSTBERG et al.,
1994).

A utilizacdo de extratos de planta para usos terapéuticos associados aos
filmes poliméricos acrescenta caracteristicas de combate a agentes patdgenos.

A. colubrina (Vell.) Brenan, surge como um mecanismo potencializador
ao combate de patégenos (BARRETO et al.,, 2015), associados a infeccdes
causadas pela perda da cutis, além de sua ampla utilizacdo popular para

combates de feridas e injurias a pele (PESSOA et al., 2012).

2.6 Anadenanthera colubrina

Anadenanthera colubrina, € uma espécie da familia Fabaceae de ampla
distribuicdo na América do Sul incluindo Argentina, Venezuela e Bolivia (Weber
et al., 2011). Sua origem no territério brasileiro € considerada nativa, sua
distribuicdo geografica pelo territorio brasileiro acontece na regido
Sudeste (Minas Gerais), Centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do

Sul, Mato Grosso) e Nordeste (Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio
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Grande do Norte, Sergipe). Sao diversos os nomes vernaculos que variam de
acordo com a regido do territorio brasileiro, entre eles o mais popular é o
angico (LORENZI, 1992).

A espécie é caracterizada como planta decidua, helidfila, pioneira,
suportando sombreamento leve enquanto jovem. Caducifélias durante a
estacdo seca regional (ARAUJO, 1990) com variacdo do tamanho entre 20 a
30 m de altura quando adultas (CORREIA, 1975). Tronco cilindrico corpo
lenhoso. Tronco ligeiramente torto e mais ou menos cilindrico. Ramificacao
dicotbmica, tortuosa e irregular. Copa em forma de umbela, bastante
ramificada, galhos espalhados e grossos. Casca com espessura de até 20 mm.
A casca externa € lisa, branca-acinzentada a cinza-escura, aspera e provida de
fendas finas longitudinais. A casca interna € levemente avermelhada. Folhas
compostas bipinadas, paripinadas; raque da folha com 15 a 20 cm de
comprimento, com 15 a 35 pares de pinas multifoliolados; foliolo linear,
assimétrico na base, obtuso, com costa média centralizada, margem ciliada e
com um tufo de pelos. Peciolo com 3 a 5 cm de comprimento. As folhas
apresentam glandulas: uma glandula coénica séssil préxima ao pulvinulo (na
base do peciolo) e 1 a 4 glandulas verde-avermelhadas nos ultimos pares de
foliolos. Periodo de floracdo acontece durante a estacdo seca entre novembro
a janeiro, suas flores apresentam-se brancas amareladas, pequenas, reunidas
em inflorescéncias terminais, em paniculas de glomérulos com até 40 cm de
comprimento. O fruto: foliculo deiscente por meio de uma fenda Unica,
coridceo, com as margens constritas, marrom-escuro, estreito, com 11 a 30 cm
de comprimento e 10 a 15 mm de largura, com uma ligeira constricdo entre as
lojas seminais, estipe de 10 a 20 mm de comprimento, com cinco a 15
sementes. Semente: escura, brilhante, orbicular, achatada, com ala estreita e
sem pleurograma, com até 15 mm de comprimento. (CARVALHO 2002,
LORENZI e MATOS 1992).

O uso popular de diversas partes da planta esta relacionado ao combate
de inflamacdes, gripe, dor nas costas, inflamacéo uterina, doencas venéreas.
Tratamento da tosse, tosse crbnica, bronquite, tratamento de feridas geral sua
acao esta relacionada a presenca de metabolitos secundarios como compostos

fendlicos, triterpenos e quinonas.
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Andrade et al. (2013) desenvolveram ensaios com extratos de casca de
A. colubrina (Vell.) Brenan, constatando a atividade antimicrobiana frente a
cepas de S. aureus multiressistentes. Sua atividade esta relacionada a
compostos: como flavonoides, triterpenoides e compostos fendlicos.

A incorporacdo do extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan adiciona ao
substituto proposto caracteristicas de combate a infec¢Bes bacterianas,

combate a inflamagdes e auxilio no combate de feridas cutaneas.
2.7 Metabolitos Secundarios

As plantas desenvolveram importantes substancias responsaveis pela
adaptabilidade aos seus ambientes e a predadores. Essas substancias
normalmente sdo produzidas pelo metabolismo secundéario. Os metabdlitos
secundarios sdo micromoléculas que geralmente apresentam baixo peso
molecular e estruturas complexas e atividades biolégicas que diferem das
moléculas do metabolismo priméario. Suas concentracbes nos organismos que
as produzem séo relativamente baixas e encontradas em determinados grupos
vegetais. S8o estes metabalitos, por exemplo, que atuam como agente primario
de defesa dos vegetais e agente de interacbes entre o organismo vegetal
conhecido como alelopatia, mecanismo de competicdo entre plantas,
provavelmente por fornecimento de recursos como agua, luz e nutrientes. Sob
0 ponto vista tecnoldgico, os metabdlitos apresentam um potencial gigantesco
para diversas areas como medicamentos, cosméticos e agroquimicos.

A producdo de metabdlitos secundarios por espécies vegetais €
resultado de influéncia de trés fatores principais: hereditariedade, ontogenia
(estagio de desenvolvimento) e ambiente (ROBBERS et al., 1996).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: compostos
fendlicos, terpenos e alcaloides. Os compostos fendlicos sdo derivados do
acido chiquimico e acido mevalbnico, alguns exemplos sao: flavonoides,
taninos e ligninas. Os terpenos sdo produzidos a partir do 4cido mevaldnico (no
citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto) tem como
representantes os Oleos essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria dos
fitoreguladores. Os alcaloides s@o provenientes de aminoacidos aromaticos

(triptofano, tirosina), os quais s&o derivados do acido chiquimico e de
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aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina), nicotina, cafeina e vincristina sao alguns

exemplos de alcaloides.

Figura 7. Esquema simplificado das rotas biossintéticas para producao de
compostos Fendlicos, isoprendides e alcaldides

Fotossintese
Carboidratos > Rota da pentose fosfato
Glicose
Eritrose -4- fosfato
Ciclo de Krebs Acido fosfoenol pirGvico
Aminodcidos alifaticos Acetil coenzima A Rota do dcido chiquimico
Alcalbides Aminodcidos aromiticos
Mevalonato

Isoprenos Compostos fenblicos

Fonte: Adaptado de Dechen, (1999).

Esses metabolitos sdo consumidos pelos seres humanos por meio da
ingestao de alimentos de origem vegetal como legumes, frutas e vegetais.
Esses fitoquimicos geram protecao contra varias doencas como cancer e

problemas cardiacos.
Os metabolitos secundarios séo classificados de acordo com suas rotas
Biosintética (DECHEN 1999).

2.7.1 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos apresentam em sua estrutura anéis aromaticos e
hidroxilas, podem ser encontrados como mondmeros ou polimeros e
apresentam-se como potente acdo antioxidante. Além do mais, esses
compostos podem estar encontrados na forma livre ou complexados a

acucares e proteinas. Dentre estes compostos fendlicos destacam-se 0s
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taninos, tocoferois, e os acidos fenolicos, todos compostos naturais (ANGELO
e JORGE, 2006; ABE et al., 2007; SOARES, 2002).

Taninos sao classificados segundo sua estrutura quimica em dois
grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Em geral taninos
condensados estdo presentes em plantas lenhosas, ja os taninos hidrolisaveis
ocorrem em dicotiledéneas herbaceas e lenhosas.

Taninos hidrolisaveis sédo ésteres de acido galico (ANGELO e JORGE,
2006; MANETTI et al., 2009). Ja os taninos condensados, chamados de
proantocianidinas, sdo oligbmeros e polimeros de flavan-3-ol (catequina) e/ou
flavan-3,4-diol (leucocianidina), produtos do metabolismo do fenilpropanol.

Plantas que apresentam grande quantidade de taninos sédo empregadas
na medicina tradicional como remédio para o tratamento de diversas patologias
fisiolégicas tais como diarreia, hipertenséo arterial, reumatismo, hemorragias,
feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia, nausea, gastrite e Ulcera
gastrica), problemas renais e sistema excretor urindrio e processos
inflamatorios.

Dentre suas atividades biologicas podem-se citar: acdo bactericida e
fungicida, antiviral (DAGLIA 2011; HWANG et al., 2015), inibicdo enzimatica
como glucositransferases de Streptococcus mutans e S. sobrinus (HATTORI et
al., 1990 e OOSHIMA et al., 1993) e acdo antitumoral (ROTINBERG et al.,
2000).

Figura 8. Compostos fendlicos: acidos galicos (1), 3,4-dimetoxifenil-B-D-
glucopiranosideo (2) e éc(:)ido tanico (3).
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Siqueira et al. (2012) realizaram analises que determinaram a presenca
de taninos e flavonoides na casca de A. colubrina, esses compostos estédo
associados a cicatrizacao de feridas e atividade anti-inflamatoria. Este mesmo
trabalho evidenciou grandes teores de taninos nessa espécie.

As analises fitoquimicas em A. colubrina indicaram a presenca de
componentes fendlicos (Lorenzi e Matos 1992).

Estudos de Aradjo et al. (2015) demonstram a presenca de trés
compostos fendlicos como compostos majoritarios na casca de A. colubrina
(Vell) Breman, a Epigalocatequina galato, hiperina e o galato compostos que

estdo associados a acdes antioxidantes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver filmes poliméricos baseados em Alginato com incorporacao
de extrato de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, para serem utilizados

como um potencial substituto temporario de pele.

3.2 Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar extratos com diferentes teores hidro alcodlicos de

cascas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan.

e Produzir filmes baseados em alginato com ou sem reticulacao idnica e

com e sem extratos de cascas de A. colubrina (Vell.) Brenan.

e Determinar propriedades dos filmes de acordo com suas caracteristicas
fisicas (espessura, umidade e transparéncia), distribuicdo de
incorporacao de extrato (quando houver) e por espectroscopia UV-Vis e

Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR);
e Avaliar a capacidade de liberacao de extratos dos filmes produzidos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana filmes produzidos
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Producéao do extrato de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

Foram coletadas as cascas do A. colubrina (Vell.) Brenan no municipio
de Altinho (8°29'32"S x 36°03' 03"W), Pernambuco, a area de amostragem
especifica fica localizada na comunidade do Carédo (08°35' 16,1"S x 36°05 '
36,1" W), comunidade rural localizada 16 km do centro do municipio. Esta
comunidade esta localizada na regido de caatinga (ARAUJO et al., 2007;
BRASIL, 2011). Foram coletadas amostras de mais de trés individuos com o
intuito de minimizar possiveis efeitos idiossincréaticos, especialmente genéticos.
Depois da coleta, as amostras foram submetidas a secagem em estufa a 42°C
com circulacédo forcada de ar. Apds a secagem as amostras foram cortadas
com auxilio de tesoura de poda e posteriormente trituradas em moinhos de
facas no laboratério de produtos naturais da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE, obtendo-se como resultado o p6 da casca. Com a
pesagem da amostra, 200 gramas dessa foram extraidas em uma solucdo
etanol-agua (8:2) e, em etanol-agua (5:5), em trés extracfes sucessivas. E ao
final de cada extracdo o extrato fluido foi submetido a destilacdo a vacuo em
evaporador rotativo até no maximo 45°C e disposto em dissecador até peso
constante. A producéo foi realizada no laboratério de biofisica quimica (LBQ)
da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. Por fim foram obtidos dois
tipos de extratos da casca de A. colubrina (Vell.) Brenan, 80% alcodlico e 50%

alcodlico.

4.2 Filmes de alginato

As quantidades utilizadas para a preparacao dos filmes de alginato (FA)
estdo descritas na tabela 1. Para a preparacao foram dissolvidos em 30 mL de
adgua destilada. Essa mistura foi aquecida e mantida sob agitacdo até total
dissolugéo o que pode variar entre 60 a 90 minutos, em seguida foi adicionado
glicerol e despejada em placa de Petri com 9 cm de didametro e uma éarea de

63,5 cm?, e levados a uma estufa de secagem por 24 horas.
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Tabela 1. Quantidades por area da matéria prima empregada para sintese

dos filmes
Concentragao por | Marca Tratamento
g/cm?
Alginato 0,007 Dinamica FA; FA50; FA80;
FACa; FACa50;
FACa80
Glicerol 0,018 Nuclear FA; FA50; FA80;
FACa; FACa50;
FACa80
CaCl, 0,006 Vetec FACa; FACa50;
FACa80
NayPOg4 0,566 Vetec FACa; FACa50;
FACa80
Extrato de A. 0,001 FA50; FA80;
colubrina (Vell.) FACa50; FACa80
Brenan (50 ou
80%)

FA, filme de alginato; FA50, filme de alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 50%; FAA8O0: fiime de
alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 80%; FACa50, filme de alginato reticulados com calcio
incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 50%; FACa80, filme de alginato reticulados com
célcio incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 80%.

As guantidades para a sintese dos filmes com extratos 50% (FA50) e
80% (FA80) estdo descritas na tabela 1 e seguiram o mesmo protocolo de
dissolucéo do alginato descrito para o filme (FA), sendo que apds 0 acréscimo
do glicerol foram adicionados os extratos (50% ou 80%) diluidos em 10 mL de
agua, e vertidos na placa de Petri e levados a estufa.

Os filmes com extratos 50% (FA50) e 80% (FA80), seguiram 0 mesmo
protocolo de dissolucdo do alginato descrito para o filme (FA), sendo que apos
o acréscimo do glicerol foram adicionados os extratos (50% ou 80% de acordo
com a tabela 1) diluidos em 10 mL de agua, e vertidos na placa de Petri e
levados a estufa.

A tabela 1 indica as quantidades utilizadas para a producdo dos filmes
de alginato reticulados com célcio (FACa), o alginato foi dissolvido em agua
tipo | e sem seguida acrescido do agente de escoamento Na,PO4.2H,0,
posteriormente foi adicionada solucéo cloreto de calcio e glicerol (nesta ordem)

a solucéo foi mantida sob agitacao e vertida placa de Petri e levadas a estufa.
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Em relacdo aos filmes reticulados com calcio e incorporados com
extratos de A. colubrina (Vell). Brenan 50% (FACa50) e 80% (FACa80)
seguiram a mesma metodologia do filme reticulado com calcio (FACa) sendo
que apos a adicdo do glicerol, foram adicionados os extratos (50% ou 80%)

diluidos em 10 mL de agua tipo | e vertidas em placa de Petri levados a estufa.

4. 3 Determinacédo das propriedades morfolégicas

4.3.1 Espessura

A espessura dos filmes foi obtida com auxilio de um micrémetro 6” (Zaas
precision), de precisdao 0,01 mm. Foram realizadas medidas de cada
tratamento, em duplicata, tomando-se medida de 5 pontos diferentes de cada
amostra, totalizando 10 medidas para cada tratamento. Os resultados foram

expressos através da média das medidas de cada tratamento.

4.3.2 Transparéncia

Para determinacdo os graus de transparéncia dos filmes poliméricos
produzidos foram mensurados as absorbancias dos filmes a 600 nm
(utilizando-se o espectrofotbmetro de absorcdo UV-Visivel modelo UV 1800 UV
ESPECTROFOTOMETRO (SHIMADZU - Japéao), operado pelo Software UV
Probe) e suas respectivas espessuras, tendo sua magnitude calculada através
da descrita por Fang et al. (2002), utilizando a equacao 1. Um valor baixo de T
representa menor transparéncia do filme. Os experimentos foram feitos em
triplicatas e os valores negativos de transparéncia foram considerados néo

transparentes.
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Equacéo 1

Onde:
T = Transparéncia
Aso0= absorbancia em 600 nm

X = espessura dos filmes em mm

4.3.3 Teor de umidade

O teor de umidade dos filmes foi avaliado através da medida de perda
de peso. Para isso, amostras de cada filme, em triplicata, foram pesadas em
balanca analitica (Shimadzu AUY 220) e em seguida aquecidas em estufa de
secagem (Nova Técnica NT513) a 105 + 1 °C em tempos pré-estabelecidos de
1 hora. As amostras foram acondicionadas em um dessecador até atingirem a
temperatura ambiente, em seguida elas foram novamente pesadas, esse
procedimento foi repetido até que as amostras mantivessem 0 Seu peso
constante. A umidade contida nas amostras foi relacionada a perda de peso, de
acordo com a equacao 2 (MOURA et al., 2014).

f

Mi—l\/l ~
U% = M—xlOO Equagéo 2

Em que:
U% = porcentagem de umidade
M i = Massa inicial

M f = Massa final

4.4 Andlises Espectroscopicas

4.4.1 Espectrofotometria de Absorcgéo Eletrénica na regido do Ultravioleta-
Visivel (UV-Vis)
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As medidas de absorcdo na regido do UV-Vis, dos filmes, foram
realizadas através de andlises de varredura na regido de 200 a 600 nm. As
andlises foram feitas no Laboratério de Biofisica-Quimica do Departamento de
Biofisica da UFPE, utilizando-se o espectrofotometro de absorcdo UV-Visivel
modelo UV 1800 UV espectrofotometro (SHIMADZU — Japao), operado pelo
Software UV Probe, que permite o armazenamento de dados.

Nesse trabalho as andlises espectroscépicas na regido do UV-vis foram
utilizadas para caracterizar os extratos de A. colubrina, nos seus dois teores
hidro alcodlicos (50 e 80%). Adicionalmente, foram realizados ensaios para
determinacao de curvas de calibragéo utilizando acido tanico e extratos a 50 e
80% Também foram mensuradas as absorbancias dos filmes com incorporagéo
dos extratos produzidos para verificar a distribuicio dos mesmos nos

produzidos para tanto foram utilizadas 10 amostras para cada filme produzido.

4.4.2 Espectroscopia de Absorgéo Vibracional naregi&o Infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR)

Foram realizadas analises de FT-IR na faixa de ndmero de onda de

4000 a 650 cm-l, para os filmes de alginato, para os filmes de alginato
incorporados com extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan 50% e 80%, para os
filmes de alginato com calcio incorporado com extratos de A. colubrina 50% e
80%, filme de alginato, estrutura do alginato de sédio (p06) e para o glicerol, dos
extratos (po) de A. colubrina 50% e 80% com o intuito de observar de observar
possiveis interacdes entre os componentes utilizados para a sintese dos filmes.
As analises foram realizadas no Laboratério de Biofisica-Quimica do
Departamento de Biofisica da UFPE. O equipamento utilizado foi o Spectrum
4000 FT-IR/FT-NIR Spectrometer.

4.5 Ensaios de liberacdo de extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan dos
filmes poliméricos

Para a avaliagao preliminar da liberagédo do extrato de A. colubrina (Vell.)
Brenan através dos filmes de alginato, discos de filme com 3 mm de diametro
foram adicionados a 10 mL de agua tipo I. Os filmes permaneceram em agua

por 24 horas, em sistema estatico.
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Durante esse periodo foram retiradas seis aliquotas de 2 mL em seis
intervalos e colocada em uma cubeta de 4 mL, em seguida foi mensurada a
absorcdo em 282 nm (regido correspondente a compostos fendlicos) em
espectrofotometro UV-Vis modelo UV 1800 UV (SHIMADZU - Japéao). As
analises foram feitas em triplicata e como controle foram utilizados filmes sem a

incorporacgao de extratos (FA e FACa).
4.6 Atividade antimicrobiana

Inicialmente foram realizados ensaios de atividade antimicrobiana
utilizando o método de difusdo em disco proposto por Bauer et al. (1966)
modificado. Para isso, foram cortados discos de 6 mm de diametro de cada
filme a ser testado. Os discos foram colocados sobre a superficie do meio
semeado com as suspensdes da colecdo de micro-organismos do
Departamento de Antibidticos da UFPE: Staphylococcus aureus isolado de
ponta de cateter (UFPEDA 700), Staphylococcus aureus isolados de ferida
operatoéria (UFPEDA 711, 725 e 731) padronizadas de acordo com a turvacdo
que corresponde a aproximadamente 10® UFC/mL (unidade formadora de
colénia/ mililitro), para bactérias, em placas de Petri. As placas foram
incubadas a 37°C, por 24 horas. Apds o periodo de incubacéao foi realizada a
leitura dos resultados, pela medicdo do diametro do halo de inibicdo formado
em volta do disco. Os testes foram realizados em triplicata.

Foi realizada também antimicrobiana empregando o método de difusédo
em meio liquido (figura 9), utlizando micro-organismos. Foram utilizadas
culturas de Staphylococcus aureus isolado de ponta de cateter (UFPEDA 700),
Staphylococcus aureus isolados de ferida operatoria (UFPEDA 711 e 731),
representantes, importancia clinica em queimaduras e feridas de pele.

A partir de isolados clinicos com 24 h de cultivo, foram padronizadas as
suspensdes microbianas em solucdo fisiolégica a 10®° UFC/mL. Para a
realizacdo dos testes, 10 pL da suspensdo dos micro-organismos foram
adicionados a tubos contendo 2 mL de meios de cultura Mueller-Hinton (MH)
liguido. A cada tubo foi adicionado um disco de 6 mm de diametro do filme
polimérico contendo o extrato de angico (50% e 80%), em triplicata. Além
disso, foram realizados os controles com tubos contendo o meio de cultura

liquido e 10 pL da suspensdo dos micro-organismos. O controle negativo,
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continha apenas o meio de cultura e o disco do filme sem incorporacdo do

extrato.

Figura 9. Esquema representativo do método de difusdo em meio liquido.

Suspencio do FAC 0.2mL 0.2mL 0.2mL 0.2mL 0.2mL 0.2mL
microrganismo 10-2 FA a C-

UFC/ mL. r— NN N W NN

2mt 1.8mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL
0.2mL
FA (50 o2mL 0.2mL 0.2mL 0.2mL

o o NN N NN

FA (50 FACa(50
cD ou 80) ou 80) .
2mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL
FACa 0.2mL 0.2mL 0.2mL

{500u /’\r\/%r\ N

80)

. . 2mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL

Legenda:

FA: Branco, filme de alginato.

FACa: branco, filme de alginato reticulados com calcio

C D: Controle direto, tubos com meio de cultura e micro-organismo.

C -: Controle negativo: tubos de ensaio apenas com o meio de cultura.

FA (50 ou 80): tubos contendo meio e filmes de alginato com adi¢do do extrato
de A. colubrina (Vell.) Brenan (50% e 80 respectivamente).

FACa (50 ou 80): tubos contendo meio e filmes de alginato reticulados com
calcio com incorporacdo do extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan (50% e 80
respectivamente).

Os tubos foram incubados a 37 °C por 24 horas. ApGs a incubacao,
foram realizadas comparacdes da turbidez dos tubos testes e controle. A partir
do padréo de turvacéo, foram entdo realizadas diluicées seriadas de 10" a 10™
dos tubos que continham o filme polimérico incorporado com o extrato de A.
colubrina e diluicées de 10™" a 10° para o controle direto, estas diluicdes s&o
necessarias para que se consiga realizar a contagem das Unidades
Formadoras de Colonia. Aliquotas de 1 pL de cada diluigdo foram semeadas
por esgotamento, em meios de cultura contidos em placas de Petri (figura 10).

Estas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, para a posterior contagem das
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UFC. Toda a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada no

Departamento de Antibiotico da UFPE.

Figura 10. Esquema representativo das metodologias de diluicao e
semeio em rede.

2mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL 1.8mL

Todos os tubos de ensaio com diluicbes seriadas das amostras
continham 1,8 mL, foi retirado com o auxilio de alca calibrada descartavel de
um microlitro e semeada nas placas com meio de cultura, o experimento foi
realizado em triplicata. As alcas foram aplicadas de modo a serem semeadas
em rede até esgotamento, para verificar a posteriormente formacéo ou ndo de

colénias nas diluicGes seriadas.

4.7 Andlise estatistica

Os resultados dos ensaios foram avaliados estatisticamente por analise
de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey para comparacdo de meédias,
com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o software estatistico Excel da Microsoft.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Desenvolvimento dos filmes poliméricos

Os filmes poliméricos preparados apresentaram-se macroscopicamente
homogéneos e sem rachaduras (Figura 11). Os filmes poliméricos de alginato
mostraram-se flexiveis e aderentes.

A partir dessa metodologia, foram sintetizados filmes poliméricos
baseados em alginato com e sem a reticulacdo do calcio e posteriormente
incorporados com extratos de A. colubrina, que apresentaram semelhanca
entre 0s aspectos superficiais conforme descrito nos trabalhos de Souza
(2008), Pasquine et al., (2012), Giménez et al., (2013) e Rhim et al., (2003), tais
como aderéncia, flexibilidade e homogeneidade, salientando que nesse
trabalho, os filmes poliméricos, foram sintetizados com uma quantidade menor
alginato e glicerol, e apresentaram resultados satisfatorios. E importante
destacar ainda, que as caracteristicas observadas por inspecédo visual, estdo
de acordo com as caracteristicas requeridas para esse tipo de curativo cutaneo
temporéario, tais como, reologia comparada a da pele, facilidade de
armazenamento, resisténcia ao cisalhamento e ampla disponibilidade
(FERREIRA et al., 2011).

Observa-se ainda que no presente estudo houve a introducdo de um
agente de escoamento (Na,PO,) para os tratamentos que continham calcio,
esta substancia foi utilizada para desacelerar o processo de reticulagdo das
cadeias de alginato, tal estratégia permitiu a formacao de filme de espessura

uniforme.
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Figura 11. Filme de alginato (A) FA, filme de alginato com extrato de com
A. colubrina (Vell.) Brenan a 50% (B) FA50, filme de alginato incorporado
com A. colubrina (Vell.) Brenan a 80% (C) FAS80, filme de alginato
reticulados com célcio, (D) FACa, Filme de alginato reticulados com calcio
e incorporagéo do extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan a 50%, (E)
FACa50 Filme de alginato reticulados com calcio e incorporacéao do
extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan a 80%. (F) FACa80.

Segundo Zactiti e Kieckbusch (2005), os filmes biodegradaveis podem
ser utilizados como veiculos de substancias que apresente acdo antimicrobiana
ou antioxidante. Ja a reticulacdo de filmes podem auxiliar tanto no
aprisionamento dessas substancias quanto na diminuicdo da solubilidade em
agua, o que pode auxiliar na liberagdo prolongada do extrato aprisionado (LIN
et al., 2004; PILLAY e FASSIHI 1999).

5.2 Determinac¢8es das propriedades morfoldgicas

5.2.1 Teor de umidade

Para a avaliacdo do teor de umidade dos filmes de alginato e de alginato
reticulados com calcio, com e sem incorporacdo dos extratos de A. colubrina,
foram verificados através das medidas de perda de peso conforme Ferreira
(2005).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877405005169
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877405005169
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961204005502
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365998001977
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168365998001977
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Tabela 2 Teor de umidade, em percentagem, para os filmes baseados em
alginato com ou sem incorporacao dos extratos, com ou sem reticulacéo
do calcio. Os resultados estdo expressos pela média + desvio padrdo.

Teste FA FA50 FA80 FACa FACa50 FACa80

Teor de 20,78+0,004*" | 21,33+0,007® | 20,71+0,004*" | 18,95+0,008"° | 13,03+0,01" | 16,87+0,02°
umidade (%)

FA, filme de alginato; FAA5OQ, filme de alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 50%; FA80: filme de
alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 80%; FACa50, filme de alginato reticulados com célcio
incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 50%; FACa80, filme de alginato reticulados com
célcio incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 80%. As letras iguais expressam que nao
houve diferenga significativa para o teste de Turkey para p < 0,05. Resultados estdo expressos por média
+ desvio padrao.

As andlises dos dados demonstram que os filmes de alginato (FA)
apresentaram-se com um teor de umidade maior que os filmes de alginato
reticulados com calcio (FACa), 0 mesmo ocorre quando se compara as versdes
dos filmes com 50% do extrato (FA50 e FACa50) e 80% (FA80 e FACa80)
(tabela 2).

Entretanto diferencas significativas quando se compara a adicao de
extrato, FA50 e FA80 nao foram detectadas. Por outro lado, foram observadas
diferencas de umidade entre filmes de FACa50 em relacdo a FACa e FACa80
(tabela 2).

Alguns fatores como a adicdo de célcio, podem influenciar diretamente
essa caracteristica nos filmes poliméricos, uma delas é capacidade de tornar
os filmes menos solliveis em meio aquoso (SILVA et al., 2009).

Os dados obtidos nesse trabalho estdo de acordo com Rhim (2009) que
desenvolveu filmes de alginato com reticulacdo de calcio obtendo como
resultado filmes com menor teor de umidade, o autor sugere que a interacao do
agente reticulante provavelmente afeta na hidrofilicidade dos filmes e,
consequentemente, afetam a absorcao de agua nos filmes.

Norajit et al., (2010) desenvolveram filme de alginato reticulados com
calcio e incorporacdo de extratos de ginseng, a incorporacao tanto do extrato
quando a adicdo do célcio ao filme acarretou em decréscimo no teor de
umidade dos filmes poliméricos.

O teor de umidade auxilia na reidratacdo do tecido lesionado
provavelmente na liberacdo das substancias dos extratos produzidos. Mesmo
apresentando menor teor de umidade devido sua menor hidrofilicidade

causadas pelo ion, os filmes com reticulacdo de céalcio podem ser umedecidos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861709001040
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643803001877
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0 que pode auxiliar tanto na liberacdo quando na manutencdo da reidratacao

da pele lesionada.

5.2.1 Espessura

A espessura tem por definicdo a distancia entre as duas superficies
principais do material. A partir desse parametro torna-se possivel obter outras
informacdes morfolégicas sobre o material (transparéncia, propriedades
mecanicas, etc.). Apos a realizacdo desses ensaios, verificou-se que os filmes
desenvolvidos apresentaram variacdes de espessura entre 0,16 e 0,75 mm. Os
filmes com extratos apresentaram diferencas significativas na espessura FA e
FACa em relagdo a FA50, FA80, FACa50 e FACa80. Entretanto diferencgas
significativas entre filmes com e sem adicdo de calcio ndo foram observadas
FA/FACa, FA50/FACa50 e FA80/FACa80 (p > 0,05) (tabela 3).

Tabela 3 Médias das espessuras dos filmes de alginato com e sem adicéao
de céalcio com e sem incorporacdo dos extratos de A. colubrina (Vell.)

Brenan.
Teste FA FA50 FA80 FACa FACa50 FACa80
Espessura 0,16+0,06° | 0,61+0,05% | 0,62+0,04*® | 0,3+0,01° | 0,62+0,1* | 0,75+0,11%
(mm)

FAS50, filme de alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 50 %; FA80: filme de alginato com A. colubrina
(Vell.) Brenan 80%; FACa50, filme de alginato reticulados com célcio incorporado ao extrato de A.
colubrina (Vell.) Brenan 50 %; FACa80, filme de alginato reticulados com célcio incorporado ao extrato de
A. colubrina (Vell.) Brenan 80 %. As letras iguais expressam que ndo houve diferencga significativa para o

teste de Turkey para p < 0,05. Resultados estéo expressos por média + desvio padrao.

De acordo com Moraes (2013), os substitutos cutaneos geralmente
apresentam espessuras mais finas que a derme humana, que possuem uma
variacdo entre 0,5 e 2 mm, dependendo de alguns fatores, tais como, idade,
género e area do corpo.

A respeito da interferéncia de agentes reticulantes na espessura de
filmes, Rhim (2009) desenvolveu dois tipos de filmes um com mistura do
agente reticulante calcio e o segundo com imersao dos filmes de alginato em
solucdo de cloreto de calcio. Os filmes com mistura do agente reticulante
apresentaram maior espessura, o que nao foi observado neste trabalho.

Norajit et al., (2010) desenvolveram filmes de alginato incorporando

extratos de ginseng, a incorporacdo do extrato da planta aumentou a


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643803001877
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espessura dos filmes poliméricos, de forma semelhante que foi observado

nesse trabalho.

5.2.2 Transparéncia

Entre as propriedades oticas dos filmes, podemos evidenciar a
transparéncia e a opacidade dos mesmos. A opacidade de um material revela
sua capacidade de bloquear ou ndo a passagem da luz.

A fim de se quantificar a transparéncia foram medidas as absorbancias
na regiao do visivel (600 nm) dos filmes de alginato com ou sem incorporacao
do extrato de A. colubrina e com ou sem reticulacdo de calcio (Tabela 4).

Tabela 4 Relacao entre a absorbancia e transparéncia nos filmes
poliméricos de alginato com e sem adi¢é&o de calcio, com e sem
incorporacado dos extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan.

Teste FA FA50 FA80 FACa | FACa50 | FACa80

Transparéncia | 12,564* |2,909° [0,629° [N.T |N.T N. T

FA, filme de alginato; FAS50, filme de alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 50%; FAA8O: filme de
alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 80%; FACa50, filme de alginato reticulados com calcio
incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 50%; FACa80, filme de alginato reticulados com
célcio incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 80%. As letras iguais expressam que nao
houve diferenca significativa para o teste de Turkey para p < 0,05. N.T: ndo transparente.

O filme de alginato (FA) apresentou a maior transparéncia, por outro
lado os filmes FA50 e FAB0 apresentavam transparéncia significativamente
menor, os filmes de alginato reticulado com calcio FACa, FACa50 e FACa80
Nao apresentaram transparéncia.

Norajit et al. (2010) desenvolveram filmes com base em alginato com
incorporacao de extratos de planta. Esta associa¢ao influencia no produto final

aumentando a opacidade dos filmes poliméricos.
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5.3 Anélises Espectroscopicas

5.3.1 Caracterizacdo das matérias primas e dos filmes por espectrometria
de absorcdo no ultravioleta e do visivel (UV-Vis)

A espectrofotometria na regido do UV-Vis € uma técnica baseada na
interacdo da matéria com comprimentos de onda no espectro entre 700 a 200
nm, na qual o espectro eletrénico de absor¢do € o registro grafico da resposta
do sistema ao estimulo, tal técnica possui ampla aplicagdo na caracterizagdo
de uma série de propriedades de diversas espécies organicas e inorganicas
(NASCIMENTO et al., 2010). Nesse trabalho as analises espectrofotométricas
foram utilizadas para verificar a incorporacdo do extrato de A. colubrina nos

filmes poliméricos.

Figura 12 Espectro de absorc¢ao eletrénica na regido do UV-Vis do acido
tanico e extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 50% (A)
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Figura 13. Comparacdo entre os maximos de absorbancia dos extratos
50% e 80% (B).
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Siqueira et al. (2012) realizou estudos por meio de analises fitoquimicas
de extratos hidro alcoolicos, da casca do caule de A. colubrina, tal estudo
demonstrou que taninos apresentam como compostos majoritarios da planta.
Araujo et al. (2008), classifica A. colubrina como uma das plantas com mais
altos niveis de taninos, associando a presenca desses compostos a sua acao
anti-inflamatéria e cicatrizante, que sao acdes reconhecidas por populacdes
locais e que pode auxiliar na cura de feridas.
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Figura 14. Espectro de absorc¢éo eletronica naregidao do UV-VIS do filme
de alginato.
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Figura 15. Espectro de absorc¢éo eletrénica na regido do UV-VIS do filme
de alginato reticulados com célcio.
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Para fins comparativos também foram realizados espectros do glicerol
gue foi utilizada como agente plastificante em ambos os filmes produzidos

neste trabalho, a qual ndo apresentou picos em seu espectro (Figura 15).
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Figura 16. Espectro de absorcéo eletrénica na regido do UV-VIS do
glicerol.
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Ao analisarmos o grafico de absorcéo do glicerol, pode-se observar que
a mesma nao possui nenhum maximo de absorcao na regido estudada (282
nm), 0 que nos permite inferir que sua incorporagao ao filme néo interfere nos
maximos de absorcdo referentes aos extratos de A. colubrina que, como
mencionado acima, possui picos caracteristicos nessa regido. Pode-se
entender entdo que a incorporagéo do glicerol confere aos filmes sintetizados
uma maior maleabilidade e uma melhor relacdo com a agua, porém nao
interfere na interacéo dos filmes com a luz.

Com o intuito de verificar a concentragcdo nos filmes produzidos, foi
realizada uma curva de calibragdo baseada em &acido tanico (Merck), esta
opcéo foi baseada nos relatos de Siqueira et al. (2012) que indicam a presenca
deste composto em extratos de angico. Entretanto, em paralelo também foram
realizados ensaios para verificar o comportamento de curvas de calibracao

utilizando os proprios extratos a 50 e 80.
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Apbs a realizacdo das curvas padroes dos extratos de A. colubrina, foi
possivel verificar as diferencas nos coeficientes angulares (10,558 para o
extrato 80% e 10, 612 para o extrato 50% quando comparados a curva de
acido tanico (9,3383). (Figura 17).

Tais diferencas indicam que a utilizagdo da curva padréo de acido tanico
x absorbancia nao correlaciona a priori, com a quantidade de extrato presente
em amostras, entretanto, o uso de extratos para confecgcédo de curvas padréo
também nao é desejavel haja vista que a composi¢cdo do mesmo pode variar de
modo significativo ao longo do tempo e também entre individuos.

No presente estudo serd utilizada as curvas padrdes dos extratos para
avaliar a liberacdo. Ressalta-se aqui dois aspectos, o primeiro relaciona-se a
limitacdo do uso das curvas padrdo para outros extratos de angico e a
necessidade de desenvolver alternativas para analises de extratos por
espectroscopia UV-Vis.

Nesse sentido Aradjo et al. (2015), apontaram, como componentes
principais no extrato de A. colubrina, a presenca de Epigalocatequina galato,
hiperina e o gallato. Estes dados sugerem a possibilidade de uso de um desses

compostos para curva padrao.
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Figura 17 Curvas de acido tanico e extratos (50 e 80%)
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5.3.2 Espectroscopia naregiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR)

Os resultados das analises espectroscépicas na regido do infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR) das matérias-primas utilizadas estéo
representados nas Figuras 17 a 19.

Em relacdo aos extratos de Anadenanthera colubrina, nas
concentracfes de 50% e 80% estes apresentaram 0S seguintes maximos a
3227 e 3238 cm™ que sdo atribuidos & deformacdo axial de grupamento
hidroxila (O-H), 1687 e 1682 cm™ atribuidos & (COO-) assimétrico e 1525 e
1520 cm™ atribuidos & vibracdo de deformacéo (C-OH) e 1108 e 1111 cm™ &s
vibragbes dos grupamentos C-O e C-C respectivamente para os extratos de 50
e 80% (Figura 17).



Figura 18. Espectro de absor¢céo naregiao do infravermelho com
transformada de Fourier dos extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan 50%
(A) e 80% (B).
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O glicerol apresentou o0s seguintes maximos: 3385 cm™ que s&o

atribuidos a deformacdo axial de grupamento hidroxila (O-H), 1651 cm™

atribuidos ao estiramento vibracional na ligagdo hidroxila com um hidrogénio

(H-O-H), 1412 cm™ atribuidos & vibracdo de deformacédo (C-OH) (Figura 18).
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Figura 19 (A) Espectro de absorg¢ao naregido do infravermelho com
transformada de Fourier do glicerol (B) Estrutura quimica do glicerol
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O alginato de sédio (pd) apresentou os seguintes maximos: 3287 cm™
que sao atribuidos a deformacgédo axial de grupamento hidroxila (O-H), 1608
cm® atribuidos & (COO-) assimétrico, 1440 cm™ que s&o atribuidos & vibracao
de deformacéo (C-OH) e com contribuicdo assimétrica do grupamento (COO-)
e 1050 cm™ que s&o atribuidos & vibracdo dos grupamentos (C-O) e (C-C) e
deformacgédo angular dos (C-O-C) dos anéis dos carboidratos presentes nas

estruturas dos polimeros e nos grupamentos laterais (C-OH) e (C-H) (Figura
20).
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Figura 20 (A) Espectro de absorg¢ao naregido do infravermelho com
transformada de Fourier do alginato de sédio (p0). (B) Estrutura quimica
do alginato de sddio.
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Os filmes de alginato sem reticulacdo de Ca (FA, FA50 e FA80)

apresentaram 0s seguintes maximos: entre 3260 a 3280 cm™ que s&o

atribuidos & deformacéo axial de grupamento hidroxila (O-H), 1600 a 1615 cm™
atribuidos & (COO-) assimétrico, 1410 a 1450 cm™ que sdo atribuidos &
vibracdo de deformacéo (C-OH) e com contribuicdo assimétrica do grupamento
(COO-) e 1020 a 1050 cm™ que s&o atribuidos & vibracdo dos grupamentos
(C-O) e (C-C) e deformagédo angular dos (C-O-C) dos anéis dos carboidratos

presentes nas estruturas dos polimeros e nos grupamentos laterais (C-OH) e
(C-H) (Figura 21).
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Figura 21 Espectro de absorgédo naregiao do infravermelho com
transformada de Fourier dos filmes de alginato com e sem incorporacao
dos extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan 50%, 80% (A). (B) Estrutura
guimica do acido tanico.
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Os filmes de alginato com reticulacdo de calcio (FACa, FACa50 e
FACa80) apresentaram os seguintes maximos: entre 3360 a 3375 cm™ que séo
atribuidos & deformacao axial de grupamento hidroxila (O-H), 1630 a 1650 cm™
atribuidos & (COO-) assimétrico, 1400 a 1425 cm™ que sdo atribuidos &
vibracéo de deformacgéo (C-OH) e com contribuicdo assimétrica do grupamento

(COO-) e 1050 a 1065 cm™ que sdo atribuidos & vibracdo dos grupamentos
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(C-0) e (C-C) e deformacao angular dos (C-O-C) dos anéis dos carboidratos
presentes nas estruturas dos polimeros e nos grupamentos laterais (C-OH) e
(C-H) (Figura 22).

Figura 22 Espectro de absorcédo naregido do infravermelho com
transformada de Fourier dos filmes de alginato com calcio com e sem
incorporacado dos extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan 50% e 80%.
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Quando comparados os filmes de alginato e os filmes com reticulacéo de

calcio € possivel evidenciar a modificacdo dos maximos entre 3300 a 3200

atribuidos a deformacé@o axial de grupamento hidroxila (O-H) presentes em
suas estruturas, 1650 a 1550 (COO-), 1420 a 1450 referem-se a deformacao

axial simétrica de (COO-) em grupos funcionais carboxilicos dos acidos

alginicos. Ambas as modificacbes dos grupamentos carboxilicos assimétrico

sugerem uma interac¢ao dos ions calcio ao grupo carboxilico (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de absorgéo naregiao do infravermelho com
transformada de Fourier do filme de alginato e filme de alginato com
reticulacéo de célcio.
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A tabela 5 sumariza as bandas de absor¢cdo observadas nas matérias-

primas e nos filmes obtidos e a comparacao destes com a literatura.

Tabela 5 Atribuicdo das bandas de absorcgéo vibracional na regiéo do
infravermelho com transformada de Fourier.

Material Frequéncia (cm™) Grupo funcional Referéncias’
Filmes poliméricos, Deformacao axial | (1) (2) (5) (6)
alginato. 2951 - 2883 simétrica e (7) (8)
assimétrica de C-H
Filmes poliméricos, Deformacao axial | (1) (2) (3) (4)
alginato. 3529 - 3269 da hidroxila (O-H) | (5) (6) (7) (8)
(9)
Filmes poliméricos, Deformacdo axial | (1) (2) (3) (4)
alginato, glicerol. 1361 - 1443 simétrica em | (5) (6) (7) (8)
grupos funcionais | (9)
metileno (COO-).
Filmes poliméricos, Deformacéao 1) (2) (3) (4)
alginato e glicerol. 1656 - 1600 assimétrica de (5) (6) (7) (8)
COO-nos filmes (9)
de alginato
Filmes poliméricos, 1034 - 1153 Vibracdes dos 1) (2 (3) (4)
alginato e glicerol. grupamentos C-O | (5) (6) (7) (8)
e C-C (9)

(1) ROGER et al. (2007); (2) LEAL et al. (2007); (3) GOMEZ-ORDONE et al. (2011); (4)
PEREIRA et al. (2009); (5) SARTORI et al. (1996); (6) Paula et al. (2010); (7) HUQ et al.
(2012); (8) LIJUOR et al. (1993); (9) PEREIRA et al. (2012).
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5.4 Caracterizacao dos filmes poliméricos em relacdo a interacdo com 0s
extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan

5.4.1 Ensaios de interagcdo com a 4gua

5.4.1.1 Ensaio Liberacdo dos extratos de A. colubrina (Vell.) Brenan
incorporados nos filmes poliméricos.

Ao analisarmos a representacao gréfica da liberacdo dos extratos de A.
colubrina é possivel observar que nas primeiras 5 horas ha uma taxa de
liberacdo crescente e que apods esse periodo, a taxa de liberacdo permanece
constante até completar 96 horas em ambos os tratamentos (Figuras 24 e 25),
nao havendo alteracdo na concentracdo, o que foi considerado satisfatorio,
porém faz-se necessario um estudo mais aprofundado para avaliar se existe a
possibilidade de uma liberacdo maior de quantidade do extrato ou se este

resultado reflete uma possivel saturagdo do sistema.



67

Figura 24. Representacédo gréfica da liberacdo do extrato de A. colubrina
(Vell.) Brenan dos filmes de alginato durante 24 h: A) Filme sem célcio
com extrato a 50% B) Filme sem calcio com extrato a 80%
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Figura 25. Representacédo gréfica da liberacdo do extrato de A. colubrina
(Vell.) Brenan dos filmes de alginato durante 24 h: A) Filme com calcio
com extrato a 50% B) Filme com célcio com extrato a 80%
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Kikuchi et al. (1997) obteve resultados semelhantes com a libera¢cdo do
material encapsulado na matriz de alginato. No tempo inicial a liberacdo foi
quase insignificante, porém logo em seguida foi observada uma libertacdo
subita e completa (libertagcdo brusca) dentro de um intervalo de tempo curto,

justificando que a integridade da malha do alginato permanecga pequena
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durante os primeiros minutos na solugcdo aquosa, e que posteriormente o
rearranjo da malha permita a liberagao da substéncia encapsulada.

Em sistemas de liberagcédo controlada, a taxa de liberacdo da substancia
ativa é lenta e em velocidade constante, de modo a manter 0s niveis
terapéuticos, reduzir os efeitos tdéxicos, ou atingir qualquer outro fim terapéutico
(European Pharmacopoeia, 1997).

Sistemas que apresentam liberacdo controlada de farmacos apresentam
vantagens significativas, entre elas reducdo ou auséncia dos efeitos adversos
locais e sistémicos, menor concentracdo do farmaco no organismo, reducéo do
namero de aplicacdes cotidianas, protecdo do farmaco de uma possivel
degradacdo pelos componentes dos fluidos fisiolégicos. (DE LA CRUZ
PASTRANA et al., 2000; MANADAS, 2002)

Nos perfis de libertacdo testados, a liberacdo acontece mais rapida, nos
filmes sem a reticulacdo do calcio, em que cerca de 50% de sua liberacédo
ocorre nos primeiros 30 minutos enquanto os filmes com a reticulagdo tém
menos de 30% de sua liberacdo nesse mesmo periodo.

Estudos demonstram que a migracdo de drogas durante os passos de
secagem e armazenagem do filme podem acarretar em uma distribuicdo
heterogénea do farmaco na matriz de polimero e levar ao fendmeno de
exploséo de liberacao (KISHIDA et al., 1998; MALLAPRAGADA et al., 1997).

O extrato de A. colubrina produzido nesse trabalho tem sua liberacéo
prolongada devido a acéo reticulante do calcio na presenca do acido alginico, o
gque mantém sua acdo antimicrobiana por mais tempo. Posteriormente
pretende-se desenvolver melhor essa capacidade de prologar a liberacdo dos
extratos encapsulados pela reticulacédo dos filmes produzidos.

Entretanto a liberacdo rapida, no sistema sem célcio poderia ser
benéfica por uma acdo mais rapida sobre a pele, além de apresentar liberacao
mais constante. Entretanto, ensaios demonstraram a instabilidade do filme na
presenca de umidade (como demonstrado no ensaio antimicrobiano figura 24).

Em sistemas de liberacéo, a liberagdo do farmaco aprisionado em geral
envolve dois processos, degradacdo e dissolucdo, processos que podem
acontecer simultaneamente ou ndo. O processo de degradacédo ou liberacéo
polimérica depende diretamente da degradacdo das cadeias poliméricas. Na

presenca de agua a dissolugdo dos filmes de alginato ocorre rapidamente
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liberando o conteddo dos extratos no meio aquoso, em contrapartida a
presenca do agente reticulande Ca™" tende a diminuir o processo de difuséo
efetiva da liberacéo inicial dos extratos contidos no filme (TURBIANI et al.,
2009).

5.4.1.2 Verificacao da distribuicdo dos extratos de A. colubrina (Vell.)
Brenan nos filmes poliméricos por espectroscopia UV-Vis.

Os filmes de alginato com a incorporacdo dos extratos de A. colubrina
apresentaram um méaximo de absorbancia em 282 nm semelhante ao
observado nas curvas padrdoes dos extratos produzidos 50 e 80%. As leituras
das absorbancias foram feitas nessa regido de maximo (tabela 6). Também foi
realizada a varredura dos filmes de alginato e os filmes reticulados com célcio,
ambos sem incorporagdo dos extratos, e 0S mesmos nao apresentavam
maximos na regido caracteristica dos extratos de A. colubrina, (Vell.) Brenan 50
e 80% (tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo obtida na regido do UV-VIS dos filmes de alginato
com incorporacdo A. colubrina (Vell.) Brenan 50% e 80%.

Teste FAS0 FA80 FACa50 FACa80

Absorbéancia (%) 0,331+0,051 | 0,323+0,053 | 0,685+ 0,145 | 0,735+0,178

FA50, filme de alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 50%; FA80: filme de alginato com A.
colubrina (Vell.) Brenan 80%; FACa50, filme de alginato com adigdo de calcio incorporado ao
extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 50%; FACa80, filme de alginato com adicdo de célcio
incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 80%. Resultados estdo expressos por
média + desvio padréo.

Outro fendmeno que provavelmente ocorreu simultaneamente é o
descrito por Kishida et al. (1998), Mallapragada et al. (1997), em que da
mesma forma que a difusdo e migracdo de drogas ocorrem em meio aquoso
esse processo pode afetar a distribuicdo da substancia na matriz polimérica
durante a secagem ocasionando uma distribuicdo heterogénea do extrato no
filme devido o movimento da agua para as superficies do gel enquanto ocorre a
evaporacdo. Os farmacos podem difundir por conveccdo em meio fluido,
deixando uma distribuicdo irregular de extrato através do filme, com

concentragdbes mais elevadas na superficie.
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A adicdo do agente reticulante célcio auxilia no processo de envolver as
substancias extraidas das cascas de A. colubrina, indicando um possivel

auxilio na manutencdo da homogeneidade na distribuicdo do extrato no filme.

5.5 AvaliagOes da atividade antimicrobiana

No teste de difusdo em disco para os filmes contendo calcio e extratos
(50 e 80%) nao foi observada a formagdo de halos de inibigdo significantes
frente a nenhum dos micro-organismos testados enquanto nos filmes sem a
adicao de calcio houve a formacédo de uma sombra que difere da formacéo de
halo, esta sombra é resultante da dissolucdo do filme, nessa sombra ndo ha
crescimento do micro-organismo devido provavelmente a presenca do extrato
no filme (Figura 26). Possivelmente o motivo pelo qual ndo se observou halos
de inibicdo no teste realizado é a dificuldade de difusdo no meio de cultura, dos
extratos de A. colubrina, impregnados no filme reticulados com calcio.

Nos testes de difusdo de disco sem adicdo de célcio foi observada a
formacdo de uma sombra causada pela rapida dissolucao do filme, que inibiu o
crescimento dos micro-organismos, os filmes sem incorporacdo dos extratos
foram utilizados como controle negativo em relacéo a atividade antimicrobiana
e ndo apresentaram inibicdo do crescimento das cepas.

Pelo fato de haver a dificuldade da dissolucdo do filme na técnica
inicialmente utilizada, o teste de avaliacdo da atividade antimicrobiana foi
novamente realizado, utilizando uma segunda técnica, o teste de difusdo em
meio liquido, para que esta dificuldade de difusdo do extrato ndo influenciasse

no resultado final do experimento.
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Figura 26. Resultado do teste de discos, utilizando-se os filmes
poliméricos em placas semeadas com S. aureus. Filmes de Alginato com
incorporacgéo do extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 50% (A), Filmes de
Alginato com incorporacao do extrato A. colubrina (Vell.) Brenan 80% (B),

Filmes de alginato com Célcio e incorporacédo do A. colubrina (Vell.)
Brenan 50% (C), Filmes de alginato com Célcio com incorporacgédo do A.
colubrina (Vell.) Brenan 80% (D)

C

A partir destes dados, foram realizadas diluicdes seriadas até 10 para o
controle direto, e 10* para o tubo que continha filmes de alginato com
incorporacdo dos extratos de A. colubrina 50% (FA50) e 80% (FA80) e os
filmes de alginato com calcio com incorporacdo dos extratos de A. colubrina
50% (FACa50) e 50% (FACa80), os filmes sem incorporacdo dos extratos
foram utilizados como controles e nomeados de brancos com a finalidade de
observar possivel contaminacéo, o que nao ocorreu (Figura 27). Apos 24 horas
estas diluicbes foram semeadas por esgotamento. Com o intuito de
comparacdo as placas utilizadas para os tubos de ensaio C + foram diluidos
até 10°, ja para a solucdo nos tubos de ensaio DM foram utilizados os tubos
puros e as diluices 10" a 10™. Os resultados da segunda parte teste de do

teste de atividade antimicrobiana dos filmes esta apresentado na figura 25.
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Figura 27. Resultados dos semeio em rede no teste de atividade
antimicrobiana dos filmes com calcio, incorporados com extrato de A.
colubrina (Vell.) Brenan 80% frente a S. aureus UFPEDA 731.

Filmes de alginato com Calcio e extrato 80%

FACa80-1 FACa80-2

Legenda: FACa: filme de alginato com reticulacdo de calcio., C+ controle positivo
diluigbes até ®°, CD: controle direto, FACa80 1, 2, 3: filme de alginato reticulados com
calcio e incorporacdo do extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 80%

Na tabela 7 é possivel observar o numero de unidades formadoras de
colénias (UFC). Os filmes de alginato com extratos de A. colubrina
apresentaram uma marcante atividade inibitéria, quando comparados ao

controle positivo.

Tabela 7. Contagem das unidades formadoras de colonia do semeio por
esgotamento para os isolados clinicos S. aureus multirresistentes.

Micro- Direto FA50 FA80 FACa50 FACa80
organismos

UFPEDA 700 | INC 10™ 73.10° 690.10* 131.10* 311.10*
UFPEDA 711 | INC 10™ 33.10™ 345.10° 220.10* 6.10*
UFPEDA 731 | INC 10™ 59.10™ 401.10" 99. 10™ 261.10™

Legenda: Direto, micro-organismo sem extratos. FAAS5O, filme de alginato com A. colubrina
(Vell.) Brenan 50%; FA8O: filme de alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan 80%; FACa50, filme
de alginato reticulados com calcio incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.) Brenan 50%;
FACa80, filme de alginato reticulados com calcio incorporado ao extrato de A. colubrina (Vell.)
Brenan 80%. S. aureus multirresistentes UFPEDA 700, UFPEDA 711, UFPEDA 731. INC
(incontaveis)
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Os resultados demonstraram que houve inibicdo do crescimento dos
isolados clinicos de S. aureus, corroborando com os dados da literatura em
relacdo as bactérias de cole¢bes de cultura (RODRIGUES et al., 2014;
BAPTISTA, 2012).

Para a cepa UFPEDA 700 o filme de alginato com incorporacdo do
extrato de A. colubrina 50% apresentou melhor inibicdo, jA para as cepas
UFPEDA 711 e UFPEDA 731 a melhor inibicdo foi para o filme de alginato
reticulado com célcio e incorporacéo do extrato de A. colubrina Brenan 80%.
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6. CONCLUSOES

A partir de cascas de Anadenanthera. colubrina (Vell.) Brenan foram
produzidos e caracterizados extratos com diferentes teores hidro alcodlicos (50
e 80%). Os mesmos nao apresentaram diferencas quando analisados por
espectroscopias de UV-Vis e FTIR.

A partir da metodologia desenvolvida, foi possivel sintetizar filmes de
alginato com ou sem reticularizagdo ionica e com ou sem extratos de A.
colubrina (Vell.) Brenan pelo sistema de “casting”. Nos filmes reticulados com
calcio foi utilizando um agente de escoamento (Na;PO4.2H,O) que
proporcionou a uniformidade do filme produzido.

Os filmes apresentaram-se macroscopicamente homogéneos e sem
fissuras, aderentes, flexiveis.

A adicdo do calcio aos filmes de alginato promoveu uma maior resisténcia
a umidade, menor transparéncia e maior espessura.

Analise da distribuicdo do extrato incorporado ao filme por espectroscopia
UV-vis indicou que os filmes sem adicdo de célcio apresentaram-se mais
uniformes. A caracterizacdo dos filmes por espectroscopia do Infravermelho
com Transformada de Fourier (FT-IR) demonstrou que a adicdo dos extratos
ndo foi detectada por essa técnica, entretanto quando adicionado o agente
reticulante e o de escoamento observou- se a modificacdo do perfil da
espectroscopia por FTIR.

Nos ensaios de liberacao a adigdo do célcio promoveu uma liberacao tardia
dos extratos. Enquanto os filmes sem reticulacao liberaram maior conteddo nos
primeiros momentos. A adicdo dos extratos de A. colubrina mostrou-se eficaz

no controle de S. aureus multirresistentes.
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7. PERSPECTIVAS

Desenvolver sistema de liberacdo do dos extratos mais eficazes dosando
diferentes quantidades de calcio empregadas para a fabricacdo dos filmes,
promovendo maior ou menor aprisionamento dos extratos na matriz polimérica

para que haja liberagdo continua e prolongada.

Realizar ensaios mecanicos para verificar o comportamento mecéanico dos

filmes produzidos.

Verificar a superficie dos filmes produzidos através da microscopia

eletrbnica de varredura.
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Resumo

Substitutos temporarios de pele auxiliam na regeneragdo cutanea e previnem
infecgbes. Alginatos sdo biomateriais descritos na confecgcdo deste tipo de
dispositivo, associados a agentes antimicrobianos sintéticos ou naturais.
Anadenanthera colubrina possui acdes antimicrobianas e cicatrizantes. Este
trabalho teve por objetivo verificar o efeito de fons Ca™ na liberagéo de extratos
de A. colubrina incorporados em filmes de alginato. Foram verificadas
propriedades fisicas como: transparéncia, espessura e teores de umidade dos
filmes, que foram caracterizados por espectroscopia de UV-vis e do
Infravermelho. Adicionalmente foi determinado o perfil de liberacdo dos extratos
incorporados e a agdo antimicrobiana destes frente a cepas multirresistentes
de Staphylococcus aureus, e. Filmes sem incorporacdo de extratos
apresentaram-se finos e transparentes. Andlises espectroscopicas
evidenciaram diferencas na incorporacado dos extratos aos filmes. Observou-se
uma pronunciada atividade bactericida frente as cepas de S. aureus
multirresistentes. Os ensaios evidenciaram diminuicdo na liberacdo dos
extratos de A. colubrina em filmes contendo Ca™".

Palavras—chave: Alginato, Anadenanthera colubrina, Queimaduras,
Substitutos Temporarios de Pele.
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1 INTRODUCAO

A pele € o primeiro sistema de defesa do ser humano, funcionando como
uma barreira contra agentes fisicos e patdgenos. Por isso a pele deve ser
reconhecida como o 6rgéo periférico de defesa do sistema imunolégico. Alguns
fatores podem agredir gravemente essa barreira, em casos de perda dessa
protecdo se faz necessario uma intervencdo com o intuito de promover a
viabilidade celular dos tecidos nao afetados e a regeneragédo dos constituintes
da barreira cutanea. Um dos principais fatores para a perda de integridade
cutdnea sdo as queimaduras, de acordo com a Sociedade Brasileira de
Queimaduras, no Brasil acontecem cerca de um milhdo de casos por ano
segundo o sistema de informacgédo do SUS (sistema Unico de saude) e o portal
Brasil a queimadura € um dos principais fatores relacionados a acidentes
domésticos que causam Obitos em criancas de 0 a 9 anos. Diante disso se faz
necessario o desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento de
pacientes com queimaduras, sobretudo para a elaboracdo de curativos com
aditivos naturais. Neste contexto o alginato, polimero natural extraido de algas
pardas, vem despontando como uma boa alternativa para a producao de filmes
para a elaboracdo de substitutos temporarios de pele.

Uma caracteristica desejada em um substituto temporario de pele é que
este possua acao contra patdégenos oportunistas. Este atributo pode ser
alcancado através da incorporacdo de um agente antimicrobiano. O extrato de
A. colubrina, conhecido popularmente como angico, € um antibiético natural.

Este trabalho teve por objetivo a producéo de filmes poliméricos baseados
em alginato com a incorporacdo de extrato de angico, visando obter um
curativo interativo ou mesmo um novo substituto temporario de pele, eficaz e
de baixa toxicidade, a fim de contribuir para o arsenal terapéutico no tratamento
de queimaduras na pele e desta maneira, melhorar a eficiéncia na cicatrizacao

e regeneracao tecidual.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo dos extratos hidro alcodlicos
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Foram coletadas as cascas do angico no municipio de Altinho (8°29'32"S x
36°03' 03"W), Pernambuco, a area de amostragem especifica fica localizada na
comunidade do Cardo (08°35' 16,1"S x 36°05 ' 36,1" W), na regido de
Caatinga. Para a producao do extrato de A. colubrina foram pesadas 200g da
casca moida seca do angico para 2 litros de solucdo 50% alcodlica e outra
extracdo 80% alcoolica colocada em percolador e posterior retirada da solugéo
a cada 48h até esgotamento por trés vezes.

2.2 Producéo dos filmes poliméricos e incorporacdo dos extratos

Os filmes de alginato (FA) foram obtidos pelo sistema de “casting”, que
consiste na deposicéo da solucéo filmogénica sobre a placa de Petri. Os filmes
de alginato de célcio (FACa) foram produzidos através da adicdo do agente de
escoamento Na,PO4.2H,0 e posterior adicdo do CaCl, na solucéo filmogénica.
ApOs a obtencdo de cada solucdo filmogénica do filme foi adicionado os
extratos de angico. Para a solucdo filmogénica de alginato foi adicionado o
extrato de angico a 50% formando filme de alginato angico 50% (FA50) e
adicionado a outra solucdo extrato de angico 80% (FA80) as solucdes
filmogénicas com Célcio foram criados os filmes Alginato de Célcio com angico
50% (FACa50) e alginato acrescido de célcio e angico 80% (FACa80).

2.3 Caracteristicas fisicas dos filmes

2.3.1 Espessura

A espessura dos filmes foi obtida com auxilio de um micrémetro 6”(Zaas
precision), de precisdo 0,01lmm. Foram realizadas medidas de cada
tratamento, em duplicata, tomando-se medida de 5 pontos diferentes de cada
amostra, totalizando 10 medidas para cada tratamento. Os resultados foram

expressos através da média das medidas de cada tratamento.

2.3.2 Transparéncia
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Para determinacédo da transparéncia dos filmes foram relacionadas as
medidas de absorbancias a 600 nm pela anélise no UV-visivel modelo UV 1800
UV Espectrofotdmetro (SHIMADZU — Japdao), acoplado ao Software UV Probe,

com a sua espessura dos filmes de acordo com a equacao abaixo:

T = —log Agqg

X (Equacéo 1)

Onde:

T = Transparéncia

Agoo = Absorbancia em 600 nm

X = Espessura do filme em mm em que quanto menor o T, menor a
transparéncia. Nesse trabalho valores de T negativos foram considerados nao
transparentes.

2.3.3 Teor de umidade

O teor de umidade dos filmes foi obtido através da medida de perda de
peso. As amostras dos filmes foram analisadas em triplicata, foram pesadas
em balanca analitica (Shimadzu AUY 220) e em seguida aquecidas em estufa
de secagem (Nova Técnica NT513) a 105 + 1 °C, até peso constante. As
amostras foram transferidas para um dessecador até atingir temperatura
ambiente, e novamente pesadas. A umidade contida nas amostras foi

relacionada a perda de peso, de acordo com a equacéao 2.

0 M; — M
U% = YR =100 (Equacao 2)

Onde:

U% = porcentagem de umidade
Mi = Massa inicial

Mf = Massa final

2.4 Uniformidade da incorporagao do extrato nos filmes UV-VIS
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Essa andlise foi realizada a partir da diluicdo total de trés mm de
didmetro de cada filme polimérico em 10 mL de &gua destilada. Foi utilizado
como padrao o &cido tanico, por similaridade cromatografica, para realizacao
de uma curva padrao de calibracéo.

A analise de absorcédo eletrénica na regido do UV/VIS foi avaliada
através de curvas analiticas da Absorbancia versus Concentracdo do extrato
de A. colubrina. O equipamento utilizado foi 0 espectrofotdmetro de absorcao
UV/VIS modelo UV 1800 UV (SHIMADZU - Japdao), operado pelo Software UV
Probe.

2.5 Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

As andlises na regido do Infravermelho (FT-IR) foram realizadas no
laboratério de Biofisica Quimica (UFPE). O equipamento utilizado foi o
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer. As andlises foram realizadas por

reflectancia.

2.6 Liberacao do extrato de angico

Os filmes contendo extratos foram submetidos a ensaios de liberacdo
controlada em agua do Tipo |, durante 24 h. Os filmes permaneceram em meio
aquoso e as aliquotas foram analisadas por UV-VIS (200 a 400 nm) em 06

intervalos, utilizando-se uma curva padréao de acido tanico.

2.7 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacao da atividade antimicrobiana foi empregado o método de
difusdo em meio liquido, utilizando-se micro-organismos do Banco de Culturas
do Departamento de Antibioticos da UFPE (UFPEDA). Foram utilizadas
culturas de Staphylococcus aureus isolado de ponta de cateter (UFPEDA 700)
e S. aureus isolados de secrecdo de ferida operatoria (UFPEDA 711 e
UFPEDA 731). A partir de isolados clinicos com 24 h de cultivo, foram
padronizadas as suspensdes microbianas em solucdo fisiolégica a 10°

UFC/mL. Para a realizagcdo dos testes, 10 pL da suspensdo dos micro-
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organismos foram adicionados a tubos contendo 2 mL meios de cultura
Mueller-Hinton (MH) liquido. A cada tubo foi adicionado um disco de 6 mm de
didmetro do filme polimérico contendo o extrato de angico (50% e 80%), em
triplicata. Além disso, foram realizados os controles com tubos contendo o meio
de cultura liquido e 10 pL da suspensdo dos micro-organismos. O controle
negativo, continha apenas o meio de cultura e o disco do filme sem

incorporagao do extrato.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extratos de angico

Os extratos hidro alcodlicos a 50% e 80%, apresentaram rendimentos de
16,92% e 18,08% respectivamente. Indicando um bom rendimento, quando

comparado com o descrito na literatura.

3.2 Desenvolvimento dos filmes poliméricos

A partir da metodologia desenvolvida foram produzidos filmes
poliméricos de alginato com e sem extratos de A. colubrina e foi desenvolvido
um novo método de producdo de filmes que utiliza agente de escoamento

(NayP04.2H,0) na producao de filmes reticulados com Ca*".

3.3 Caracteristicas fisicas dos filmes poliméricos

3.3.1 Espessura

Os filmes desenvolvidos apresentaram variagcbes de espessura entre
0,16 e 0,75 mm. FA se apresenta mais fino quando em comparacao com filmes
com incorporacdo dos extratos de A. colubrina (Vell) Brenan e efeitos
semelhantes ndo foram observados quando os filmes séo acrescidos do agente

de reticulagdo Ca'" (tabela 3).
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Tabela 3. Médias das espessuras dos filmes de alginato com e sem adicdo
de célcio com e sem incorporacdo dos extratos de angico

FA FAASO FAAB80 FACa FAACa50 FAACa80

0,16+0,06° 0,61+0,05* 0,62+0,04* 0,3+0,01° 0,62+0,1* 0,75+0,11°

Os filmes de alginato apresentaram menor espessura em relacdo aos
filmes de alginato com a incorporacao dos extratos de angico, indicando que a
adicao do extrato alterou essa propriedade.

Rhim (2004) desenvolveu dois tipos de filmes. Um com mistura do agente
reticulante Célcio e o segundo com imersédo dos filmes de alginato em solucao
de cloreto de calcio. Os filmes com mistura do agente reticulante apresentaram
maior espessura, metodologia semelhante a usada nesse trabalho. A adi¢cado do
agente reticulante provavelmente auxilia no aumento da espessura dos filmes

de alginato.

De acordo com Moraes (2013), os substitutos cutaneos geralmente
apresentam espessuras mais finas que a derme humana, que possuem uma
variacdo entre 0,5 e 2 mm, dependendo de alguns fatores, tais como, idade,

género e area do corpo.

3.3.2 Transparéncia

Os filmes de alginato apresentam-se transparentes. Porém, a adicdo de
calcio e outros componentes diminui a transparéncia, o que foi evidenciado
com a diminuicdo da transparéncia nos filmes com calcio e incorporagédo do

extrato de A. colubrina que apresentou coloracdo avermelhada.

Alguns fatores influenciam na coloracdo do filme, dependendo
diretamente, das materiais primas para producdo do mesmo, como

demonstrado na Tabela 02.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643803001877
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Teste FA FA50 FA80 FACa FACa5 FACa8
0 0
Transparénc 12,564* 2,909° 0,629° N.T N. T N. T

la
Legenda: FA, filme de alginato; FA50, filme de alginato com A. colubrina 50%; FAAB80: filme de alginato
com A. colubrina 80%; FACa50, filme de alginato reticulados com calcio incorporado ao extrato de A.
colubrina 50%; FACa80, filme de alginato reticulados com calcio incorporado ao extrato de A. colubrina
80%. As letras iguais expressam que ndo houve diferenc¢a significativa para o teste de Turkey para p <
0,05. N.P: ndo transparente.

Tabela 2. Médias da Transparéncia dos filmes de alginato com e sem
adicdo de calcio com e sem incorporacédo dos extratos de angico.

O filme de alginato (FA) apresentava-se transparente apos secagem. Os
filmes FA50 e FA80 apresentavam a coloracdo caracteristica dos extratos de A.
colubrina o que visivelmente diminuiu a transparéncia. Os filmes de alginato
reticulados com calcio (FACa) apresentam coloracdo branca que deixavam 0s
filmes visivelmente opacos. A incorporacdo dos filmes reticulados com calcio
adicionava aos filmes de coloragéo branca a cor marrom o que visivelmente

torna os filmes (FACa50 e FACa80) sem transparéncia.

3.3.3 Teor de umidade

Os filmes com reticulacdo de calcio apresentaram-se com menor teor de
umidade. A interacdo do agente reticulante provavelmente afeta a na
hidrofilicidade dos filmes e, consequentemente, afeta a absorcdo de agua nos
filmes e manutencao desta durante o processo de secagem do filme (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de umidade, em percentagem, para os filmes baseados em
com ou sem incorporacao dos extratos.

FA FAA50 5 FACa FAACa50 FAACa80
20,78+0,004 21,33+0,00 20,71+0,004 18,95x0,00 13,03+0,0 16,87+0,0
a,b 7a a,b 8b,c 1d 2c

Diferentes letras em uma mesma linha correspondem a valores com diferenga significativa pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Rhim (2009), desenvolveu filmes de alginato com reticulacdo de calcio

obtendo como resultado filmes com menor teor de umidade.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643803001877
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3.4 Uniformidade na incorporacao do extrato no filme por
Espectroscopia UV-VIS

Para a analise espectroscopicas dos filmes incorporados com os extratos de
angico 50% e 80% demonstram uniformidade na regiao de 282 nm (Tabela 4)

Teste FA50 FA80 FACa50 FACa80

Concentragao 0,331+0,051 0,323+0,053 0,685+ 0,145 0,735+0,178
(%)

Tabela 4. Concentracéo obtida pela absorcéo eletrénica na regido do UV-
VIS dos filmes de alginato incorporados ao extrato de angico 50% (A),
80% (B), filmes de alginato com calcios incorporados ao extrato de angico
50% (D) e 80% (E) teste expresso em Mg/cma.

3.5 Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Nas andlises dos filmes na Regido do FT-IR (Figuras 2, 3 e 4), foi observado
que a presenca do Calcio interferiu diretamente na alteracdo da estrutura
qguimica do filme de alginato, como observados na forma e na intensidade dos
maximos, principalmente aqueles referentes ao estiramento das hidroxilas
(~3200 cm™ ) e grupamentos C-O (1650 cm™ ).

Filme Alginato

Filme Alginato
Calcio

Transmitancia (%)

Nimero de onda (cm™)

Figura 2: Espectros de FTIR dos filmes de alginato com e sem a presenca
do Célcio.
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Filme de Alginato Angico 50

Y00, Filme de Alginato Ca Angico 50

Transmitancia (%)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 3 Espectros de FTIR dos filmes de alginato com incorporacao do
extrato a 50% com e sem a presenca do Calcio..

Filme de Alginato angico 80

Filme de Alginato angico 80

Transmitancia (%)

T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda (cm™)

Figura 4 Espectros de FTIR dos filmes de alginato com incorporacao do
extrato a 80% com e sem a presenca do Calcio.

3.6 Liberacao do extrato de Angico

Nos perfis de liberagcdo controlada, verifica-se o fendbmeno de “burst
release” (explosdo de liberagcédo), que € a liberagdo de uma percentagem
significativa do farmaco encapsulado, nos instantes seguintes ao sistema ter
sido mergulhado no meio de liberacdo. Neste caso, verifica-se que a
percentagem de farmaco é liberada nos primeiros 20 minutos. Ja para o 0s
filmes sem calcio, observa-se 50% de sua liberacdo nos primeiros 30 minutos
enquanto os filmes com a reticulacdo, tém menos de 30% de sua liberagédo
nesse mesmo periodo (Figura 5).
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Figura 5 - Espectro da liberacdo do extrato.

Os filmes com reticulacdo de calcio apresentaram uma liberacao tardia,
fenbmeno que provavelmente deve-se a reticulacdo do célcio, tornando o filme

com maior hidrofilicidade.

Segundo Kishida et al (1998), Mallapragada et al (1997), a migracao de
farmacos durante os passos de secagem e armazenagem do filme, podem
acarretar em uma distribuicdo heterogénea do farmaco na matriz do polimero e

levar ao fendmeno de exploséo de liberacéo.

3.7 Avaliacdo antimicrobiana

O extrato de A. colubrina a 80%, incorporado ao filme de alginato
apresentou a melhor inibicdo de crescimento da colbnia dos S. aureus
resistentes UFPEDA 711 e UFPEDA 731, entretanto o filme de alginato

incorporado com extrato 50% obteve melhor inibicdo das cepas UFPEDA 700.

Cepas Direto FA50 FA80 FACa50 FACa80
Staphylococcus

aureus

UFPEDA 700 INC 10™* 73.10° 690.10™ 131.10™ 311.10*
UFPEDA 711 INC 10 33.10" 345.10° 220.10" 6.10"
UFPEDA 731 INC 10 59. 10™ 401.10™ 99. 10™ 16.10°

Legenda: Direto, micro-organismo sem extratos. FAASO, filme de alginato com A. colubrina (Vell.) Brenan

50%; FA80: filme de alginato com A. colubrina 80%; FACa50, filme de alginato reticulados com calcio
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incorporado ao extrato de A. colubrina 50%; FACa80, filme de alginato reticulados com calcio incorporado
ao extrato de A. colubrina 80%. Staphylococcus aureus multirresistentes: UFPEDA 700 UFPEDA 711
UFPEDA 731; INC (incontaveis).

Tabela 5. Médias das UFCs (Unidades Formadoras de Colbnias), de S.
aureus multirresistentes, inoculadas sobre filmes de alginato co
incorporacgéo de Extratos de A. colubrina. .

Estudos relatam acdo de extrato de A. colubrina contra S. aureus
(RODRIGUES et al (2014); BAPTISTA (2012). Além da eficacia do acido tanico
frente ao S. aureus resistente (MRSA), segundo Akiyama et al (2001).

4 CONCLUSOES

Neste estudo, foram obtidos filmes a base de alginato que foram
caracterizados através dos ensaios fisico-quimicos, morfolégicos e
espectroscopicos, além de sua atividade frente a linhagens de S. aureus com o
intuito de identificar as propriedades fisicas e biologicas, aos fatores que
possibilitardo a utilizagdo como substituto temporario de pele, principalmente
no tratamento de lesdes cutaneas, auxiliando no processo cicatricial.
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EFFECT OF Ca ™™ IONS IN RELEASE OF Anadenanthera colubrina
EXTRACTS IN POLYMERIC FILMS BASED ON ALGINATE, AIMING AT THE
DEVELOPMENT OF SKIN TEMPORARY SUBSTITUTES.

ABSTRACT

Skin temporary substitutes help in regeneration and prevent infections. Alginates are
described as biomaterials to manufacture this type of device, and can be associated with
natural or synthetic antimicrobials. Anadenanthera colubrina has antimicrobial and healing

+

activities. This study aimed to verify the effect of Ca ™ ions in the release of A. colubrina
extracts, incorporated in alginate films. Physical properties were observed as transparency,
thickness and moisture contents of the films. They were characterized by UV-vis and infrared
spectroscopy. Additionally it was determined the release of the incorporated extracts and their
antimicrobial action against multidrug-resistant strains of Staphylococcus aureus. Films
without incorporating extracts had shown fine and transparent. Spectroscopic analysis showed
differences in the incorporation of the extracts to the films. There was a pronounced
bactericidal activity against all strains of S. aureus. The tests showed decrease in the release of

A. colubrina extracts in the films containing Ca ™.



