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RESUMO

Este trabalho visou a obtencdo de membranas biopoliméricas a partir de materiais de origem
natural, por processos ambientalmente amigaveis, para aplicacdo como curativos de uso tépico
no tratamento de feridas. Foram utilizados quitosana (polimero de origem natural) como matriz,
extratos naturais de folhas de oliveira como aditivos e glicerol como plastificante. Assim, foram
preparadas membranas de quitosana pura e aditivadas com extratos de folhas de oliveira, utili-
zando-se a metodologia de casting. As membranas foram caracterizadas quanto a suas propri-
edades morfoldgicas (MEV), fisicas (espessura), mecanicas (tensdo de ruptura e alongamento),
de barreira (TVA e PVA), de absorcéo de fluidos (solubilidade e intumescimento) e de inibigédo
e barreira contra micro-organismos patogénicos. Os resultados para as membranas de quitosana
pura e aditivadas com extrato, respectivamente, foram: espessuras de 0,032 £ 0,009 mm e 0,040
+ 0,017 mm, tensdo na ruptura de 5,77 £ 1,35 MPae 3,11 £ 0,71 MPa, alongamento na ruptura
de 30,89 * 4,30 % e 31,53 + 1,67%, TVA de 510,39 + 12,10 g.m2.dia’ e 581,84 + 6,03 g.m"
2 diat, PVA de 6,23 +£ 0,97 g.mm.kPat.diat.m?e 5,52 + 1,10 g.mm.kPa™.dia™.m, intumesci-
mento de 242,60 £ 12,41 % e 59,45 £ 3,60 %, solubilidade de 18,57 + 1,64 % e 31,55 + 5,79
%. Os resultados de inibigcdo a micro-organismo mostraram que a composicao de quitosana pura
ndo apresentou nenhuma efetividade, enquanto a composicao aditivada com extrato de folhas
de oliveira apresentou boa inibicdo contra o crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Ambas as composicdes apresentaram boas propriedades de barreira nos ensaios de per-
meacao microbiana. Os resultados encontrados para estas propriedades indicaram que, em ge-
ral, as membranas apresentaram propriedades que possibilitam sua aplicacdo tdpica no trata-
mento de feridas, provendo protecéo fisica contra desgaste mecanico, mantendo um ambiente
favoravel a cicatrizacdo, inibindo infeccdes por micro-organismos e estimulando a sua recupe-
ragdo, tendo as membranas aditivas com extrato de folhas de oliveira se destacado principal-

mente na inibi¢do a micro-organismos.

Palavras-chave: Quitosana. Extrato de folhas de oliveira. Curativos para feridas.



ABSTRACT

This work aimed to obtain biopolymeric membranes from materials of natural origin, by envi-
ronmentally friendly processes, for application as topical dressings in wound treatment. Chi-
tosan (polymer of natural origin) was used as matrix, natural extracts of olive leaves as additives
and glycerol as plasticizer. Thus, pure chitosan membranes were prepared and added with olive
leaf extracts, using the casting methodology. The membranes were characterized in terms of
their morphological (SEM), physical (thickness), mechanical (tensile strength and elongation),
barrier (TVW and WVP), fluid absorption (solubility and swelling) and inhibition and barrier
properties against pathogenic microorganisms. The results for the pure and additive chitosan
membranes with extract, respectively, were: thicknesses of 0.032 + 0.009 mm and 0.040 +
0.017 mm, tensile strength of 5.77 + 1.35 MPa and 3,11 + 0.71 MPa, elongation at break of
30.89 + 4.30% and 31.53 + 1.67%, TVA of 510.39 + 12.10 g.m2.day* and 581.84 + 6.03 g.m
2,day?, WVP of 6,23 + 0,97 g.mm.kPa.day*.m?and 5.52 + 1.10 g.mm.kPa™.day™ .m2, swell-
ing of 242.60 + 12.41 % and 59.45 + 3,60 %, solubility of 18,57 + 1.64 % and 31.55 + 5.79 %.
The results of inhibition to the microorganism showed that the composition of pure chitosan
did not present any effectiveness, while the composition added with extract of olive leaves
showed good inhibition against the growth of E. coli and S. aureus. Both compositions showed
good barrier properties in microbial permeation tests. The results found for these properties
indicated that, in general, the membranes presented properties that allow their topical applica-
tion in the treatment of wounds, providing physical protection against mechanical wear, main-
taining a favorable environment for healing, inhibiting infections by microorganisms and stim-
ulating its recovery, with the additive membranes with olive leaf extract being highlighted

mainly in the inhibition of microorganisms.

Keywords: Chitosan. Olive leaf extracts. Wound dressings.
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1 INTRODUCAO

Feridas, crénicas ou agudas, representam um grande encargo do ponto de vista socioe-
condmico e um problema de ordem mundial (alto custo e grande tempo de tratamento), sendo
a abordagem clinica e manejo correto e eficiente essenciais em seu tratamento. As feridas cro-
nicas ou agudas incluem feridas de pés de diabéticos, Ulceras venosas e Ulceras por pressdo ou
decubito. Seu processo de recuperacdo envolve ao menos 3 fases distintas (reacdo inflamatoria,
proliferacéo celular para restauracéo do tecido e remodelagem do tecido injuriado) e sobrepos-
tas ao longo do tempo que dependem grandemente da forma como sé&o manejadas para cicatri-
zarem (LAZARUS et al., 1994; LI; CHEN; KIRSNER, 2007; VELNAR; BAILEY;
SMRKOLJ, 2009; ZIELINS et al., 2014; FRYKBERG; BANKS, 2015).

O uso de terapias topicas, como aplicacdo de curativos, € uma das maneiras mais co-
muns de tratar feridas e promover sua cicatrizagcdo. Curativos tradicionais como bandagens,
naturais ou sintéticas, algodao e gazes foram muito utilizados no passado no manejo de feridas
com a funcdo primaria de manter a ferida seca e prevenir a entrada de bactérias. Contudo, atu-
almente sabe-se que manter um ambiente Umido na regido da ferida possibilita uma recuperacao
mais rapida e eficiente. Assim, um curativo ideal deve proteger a ferida de traumas e contami-
nacao bacteriana, além de absorver exsudatos da ferida, manter a umidade necessaria para a
cicatrizacao, permitir oxigenacao e, também, ser esteticamente agradavel (EAGLSTEIN; FA-
LANGA, 1997; LIONELLI; LAWRENCE, 2003; BOATENG et al., 2008). Os biomateriais
desempenham importante papel na engenharia de tecidos. S&o capazes de repor ou suplementar
funcdes dos tecidos e 6rgdos do corpo e estdo aptos a permanecer em contato com tecidos ou
fluidos corporais por longos periodos, sem apresentar reacfes indesejadas. Curativos bioativos
e algumas formulages sintéticas ou semi-sintéticas de polimeros sdo também capazes de pro-
mover a cicatrizacdo de feridas (KUMAR; ANANDHAVELU; SUATHY, 2019; SHAH et al.,
2019).

Dentre 0s biomateriais, 0s biopolimeros de fontes renovaveis tém chamado atencéo ha
algum tempo, principalmente devido as preocupagdes crescentes com 0 meio-ambiente. 1sso
deve-se ao fato de poderem substituir os polimeros convencionais de origem petroquimica e
ndo renovaveis, e prevenir danos ambientais apos seu descarte devido a sua biodegradabilidade,
além de sua viabilidade econdémica. Ainda, do ponto de vista das aplicacdes biomédicas e far-
macéuticas apresentam vantagem por poderem sofrer modificacdo quimica e serem, em geral,
biocompativeis (YU; CHEN, 2009; VISHAKHA; KISHOR; SUDHA, 2012; THONPHO; SRI-
HANAM, 2016).



16

Além das caracteristicas ja mencionadas, 0s biopolimeros podem, em muitos casos,
apresentar outras caracteristicas interessantes no tratamento de feridas, e na composi¢éo de cu-
rativos, tais como antibacterianas, anti-inflamatdrias e promotoras de crescimento celular (KU-
MAR et al., 2018).

Produtos de origem natural também tém sido largamente utilizados historicamente no
tratamento de feridas, com muitas vantagens. Extratos de plantas ou substancias de origem na-
tural podem conter quimicos benéficos como antioxidantes, antimicrobianos, anti-inflamatérios
e promotores da cicatrizacdo. Estes quimicos podem apresentar um papel especifico no trata-
mento de feridas (SIVAMANI et al., 2012; IBRAHIM et al., 2018).

A oliveira (Olea europaea L.) é uma das frutiferas domesticadas mais antigas, desen-
volvendo-se bem em regides de climas tropical e temperado (COUTINHO et al., 2009). O Rio
Grande do Sul, principalmente a regido da Campanha Gaucha no sul do estado, € o maior pro-
dutor de azeite de oliva do pais com grande area plantada destas frutiferas (cerca de 7000 ha)
(IBRAOLIVA, 2020). Na olivicultura, as folhas das plantas sao consideradas um subproduto e
geradas em grande quantidade, podendo cada planta produzir cerca de 25 kg de folhas anual-
mente, principalmente durante o periodo de poda das plantas (BOUDHRIOUA et al., 2009).
Estas folhas, por sua vez, possuem compostos que podem apresentar atividades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatorias (LEE; LEE, 2010).

Muitas plantas e seus extratos tem sido tradicionalmente usados no tratamento de feri-
das, induzindo a cicatrizacdo e regeneracao de tecidos, com o minimo de efeitos adversos. A
extracdo € o primeiro passo para obtencdo destes extratos e esfor¢os consideraveis tém sido
gastos para obter métodos mais eficientes de extracdo que resultem em extratos mais eficazes.
Assim, atualmente sdo visadas as chamadas “técnicas verdes” de extragdo, que utilizam sinteses
guimicas menos perigosas, solventes mais seguros, maior eficiéncia energética, reducao de sub-
produtos e ndo-decomposicao das amostras (GUPTA; NARANIWAL; KOTHARI, 2012; AZ-
MIR et al., 2013; MAVER et al., 2015).

No contexto da utilizacdo de biopolimeros e extratos naturais o Grupo de Pesquisa de
Engenharia de Processos em Sistemas Particulados da Universidade Federal do Pampa tem de-
senvolvido nos ultimos anos diversos estudos voltados & identificacdo, quantificagdo e extracdo
de compostos bioativos presentes em diferentes produtos naturais, como frutos e folhas, prin-
cipalmente endémicos ou economicamente relevantes na regido geografica em que o grupo se
insere. O grupo tem desenvolvido também diversos estudos na formulacdo de materiais biopo-
liméricos, principalmente voltados a protecdo e conservagdo de alimentos e utilizacéo de bio-

polimeros de fontes renovaveis e abundantes tais como gelatina, carragenana e quitosana.
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Considerando a unido dessas duas areas de pesquisa, 0s avangos do grupo reportam a
incorporacdo de compostos bioativos de origem natural s matrizes biopoliméricas, visando
principalmente a obtencdo de embalagens ativas e inteligentes com potencial para aplicacfes
em alimentos. Rosa et al. (2017), desenvolveram filmes compostos por gelatina e extrato de
folhas de oliveira com o intuito de obter embalagens ativas para protecéo de alimentos. Rosa et
al. (2019a), Rosa et al. (2019b), Martiny et al. (2020a), Martiny et al. (2020b) e Martiny et
al. (2021), realizaram estudos sobre a influéncia do uso de diferentes técnicas e condicbes de
extracao na obtencdo dos compostos bioativos presentes nas folhas de oliveira do cultivar Ar-
bequina. Os resultados indicaram elevado contetdo de compostos antioxidantes e antimicrobi-
anos, o que motivou a aplicacdo desse extrato como aditivo natural para obtencgédo de filmes
biopoliméricos com carater ativo para serem aplicados em embalagens de alimentos.

Dado esse historico, a presente pesquisa propde uma abordagem diferente das até entéo
empregadas nas pesquisas do grupo, visando a obten¢do de uma matriz biopolimérica de quito-
sana — devido ao fato de ser um residuo abundante do processamento de alimentos — aditivada
com extrato natural de folhas de oliveira com potencial de aplica¢do no tratamento e recupera-
cdo de feridas. Espera-se, como diferencial, propor avancos cientificos que culminem com o
desenvolvimento de um produto que alie as boas propriedades do biopolimero com as do extrato
de origem natural e que se apresente como uma alternativa realmente vidvel a aplicacdo que se

propoe.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Obter e caracterizar membrana biopolimérica a base de quitosana aditivada com extrato
natural de folhas de oliveira (Olea europaea L.) com propriedades antimicrobianas e potencial

para aplicacdo topica no tratamento de feridas.

2.2 Especificos

e Obter membrana biopolimérica controle (sem adi¢do de extrato) e caracterizar suas pro-
priedades fisicas, quimicas, morfoldgicas, mecanicas e de barreira;

e Obter extratos naturais provenientes das folhas de oliveira por metodologia amigavel ao
meio ambiente;

e Incorporar extrato de folhas de oliveira a membrana biopolimérica e caracteriza-la
quanto a suas propriedades fisica, quimica, morfolégica, mecanica e de barreira, bem

como avaliar seu potencial de atua¢do como barreira a micro-organismos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cicatrizagao de feridas

Feridas sdo uma disfuncdo da estrutura e da funcdo anatbmica normal, resultante de
processo patoldgico interno ou externo ao o6rgdo afetado (LAZARUS et al., 1994). De acordo
com Velnar; Bailey e Smrkolj (2009), podem ser classificadas de acordo com varios critérios,
dentre os quais, o tempo € um importante fator na gestao de lesGes e cura das feridas. Assim,
feridas agudas sdo aquelas causadas por fatores envolvendo lesfes traumaticas, como queima-
duras ou cirurgicamente geradas, mas que curam em tempo habil e sem complicacGes, enquanto
feridas cronicas sdo aquelas causadas por disfungdes metabolicas e que levam um grande peri-
odo de tempo para curarem — Ulceras em pés de diabéticos, por exemplo — e podem sofrer com-
plicacGes durante o processo de recuperacédo (ROBSON; STEED, 2001; LI; CHEN; KIRSNER,
2007; IRFAN-MAQSOOD, 2018).

O processo de cicatrizacdo de feridas é complexo e envolve, em geral, trés fases ndo-
lineares mas que sobrepdem-se ao longo do tempo. Na primeira delas, reacdo inflamatdria, ha
as respostas vasculares como coagulacdo do sangue e liberacdo de leucdécitos, que iniciardo o
processo de reparo. Na segunda fase, de proliferacdo, ha formacéo de tecido epitelial para co-
bertura da superficie da ferida ao mesmo tempo em que é produzido tecido granular para pre-
encher os vazios da ferida, pela proliferacdo de fibroblastos e matrizes extracelulares, como
colagenos, além de novos vasos sanguineos. Uma vez que novos tecidos tenham sido formados,
inicia-se a terceira fase, de remodelagem, em que hé a restauracdo da integridade estrutural e
funcional dos tecidos (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER,
2007).

De acordo com Guo e DiPietro (2010), os fatores que podem afetar a cicatrizacdo de
feridas podem ser classificados em locais — que influenciam diretamente a ferida, como oxige-
nacdo, umidade e stress mecanico — e sistémicos — relativos a saude geral ou estado do individuo
que afetam sua habilidade de se curar, como idade, consumo de alcool e tabagismo, obesidade,
diabetes e outros. Dentre as formas de favorecer a cicatrizacdo de feridas, pode-se destacar a

aplicacdo de curativos tépicos e, assim, a utilizagdo de materiais como 0s biopolimeros.

3.2 Biopolimeros e tratamento de feridas

Polimeros convencionais, como polietileno, polipropileno e poliuretano, sdo largamente

utilizados mundialmente e tem sua origem principal em fontes ndo renovaveis, como o petréleo,
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carvdo mineral e gas natural. Todavia, estes materiais persistem no meio-ambiente por um
longo periodo apos seu descarte, tornando-os inadequados para aplicagdes em que sdo utiliza-
dos por um curto periodo (GROSS; KALRA, 2002; DiGREGORIO, 2009).

Por isso, de acordo com Yu e Chen (2009), polimeros de fontes renovaveis tem chamado
atencdo por duas razdes principais: preocupagdes com o meio-ambiente e o conhecimento de
que os recursos disponiveis de fontes ndo-renovaveis sdo finitos. Além disso, sdo uma possivel
fonte de renda para os atores envolvidos em sua producéo.

Biopolimeros sdo aqueles formados na natureza durante os ciclos de crescimento de
organismos vivos envolvendo, normalmente, reacdes catalisadas por enzimas, polimerizacédo
em crescimento de cadeia de mondmeros ativados e formados pelas células em processos me-
tabdlicos complexos. Podem ser classificados de acordo com sua composi¢do quimica, origem
e método de sintese, método de processamento, importancia econémica e aplicacdo, além de
outros parametros (GHANBARZADEH; ALMASI, 2013).

As aplicagdes destes materiais séo, de acordo com Van de Velde e Kiekens (2002), bas-
tante diversificadas, podendo destacar-se aplicacdes em embalagens — de alimentos e embala-
gens em geral — e na area médica — sistemas de liberacdo de drogas, implantes cirurgicos, pro-
tecdo e recuperacao de feridas e engenharia de tecidos.

Em relacdo a estas duas Ultimas aplicacfes, Sahana e Recka (2018), mencionam que
biopolimeros como colageno, celulose, quitosana, alginato e carregenana, podem apresentar
propriedades antibacterianas, anti-inflamatoérias ou estimuladoras da proliferacdo celular, que
desempenham papel fundamental no processo de cura de feridas, além de possuirem proprie-
dades que permitem que sejam moldados em hidrogéis, suportes e blendas com outros polime-
ros, com inumeras possibilidades de aplicacdo como substituintes de pele. Em seu trabalho
apresentam um esquema do papel que deve ser desempenhado por biopolimeros em cada etapa

do processo de cicatrizacdo de feridas, mostrado na Figura 1.



Figura 1 - Fases da recuperacgdo de feridas e papel dos biopolimeros em cada uma delas.
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Fonte: Adaptado de Sahana e Recka (2018).
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De acordo com a Figura 1, a primeira etapa da recuperagéo de feridas consiste na he-
mostasia, em que a funcdo dos biopolimeros pode ser fornecer barreira mecénica para protecao,
reter umidade, absorver exsudatos ou atuar como anti-coagulantes. Na etapa de inflamacao,
podem desempenhar funcdo quimiotatica, favorecendo a migracao celular, funcdo antibacteri-
ana e, também, controladora dos niveis de citocinas, controlando a inflamac&o. Na fase de pro-
liferagdo, podem atuar como agentes mitogénicos, favorecendo a migracéo celular de fibroblas-
tos e queratindcitos e agentes estimuladores da formacéo de novos vasos sanguineos. Por fim,
na fase de remodelagem, podem atuar como promotores do rearranjo do coladgeno e regeneracao
(cicatrizagdo) da area ferida. (SAHANA; RECKA, 2018).

Kumar et al. (2018), também destacam que a aplicacdo de biomateriais desperta grande
interesse na cura de feridas e que sua aplicacdo para fins clinicos e biomédicos é devida a sua
versatilidade, que inclui boas propriedades mecanicas, biocompatibilidade e biodegradabili-
dade, além de ndo imunogenicidade.

Smith, Moxon e Morris (2016), afirmam que uma das maiores vantagens da utilizagao
de biopolimeros no tratamento de feridas é devida a sua habilidade de absorcao de &gua quando
secos e liberacdo dela quando hidratados, além das formulages com esse tipo de material po-
derem ser carregadas com drogas para liberacdo controlada e moldadas para utilizagdo como
suportes de crescimento para células na engenharia de tecidos.

Comercialmente, entretanto, a utilizacdo de biopolimeros como curativos ainda € limi-
tada. O Quadro 1, adaptado de Kamoun; Kenawy e Chen (2017), apresentam uma lista de ma-
teriais poliméricos para curativos disponiveis no mercado mundial. Dele, pode-se observar o

destaque para curativos biopoliméricos a base de polialcoois, alginatos e hidrocol6ides.



Quadro 1 - Lista de materiais poliméricos para curativos disponiveis nos mercados mundiais.

Tipo de cura-
tivo
Filmes po-
liméricos
Espumas
poliméricas
Hidrogéis

. oliméricos
Materiais de cu- P
rativos artifici-

ais

Alginatos
poliméricos

Hidrocoloi-
des polimé-
ricos

Marcas comerciais Descricdo
T_ega(.jer_m; Blister; Po!y Filmes sintetizados de poliuretano ou
skin II; Silon-TSR Opsite, ; S
outro material polimérico
Aluderm

Sintetizadas de espumas hidrofilicas
Flexzan: Biopatch; Crafo- e su,porte hidrofobico ou semi-per
ok e _ meavel em membranas néo absor-
ams; Biatain; Cutinova; L .
i , ventes, p.e., polioxietileno glicol cer-
Reston; Lyofoam; lvalon : o .
cado por poliuretano ou silicone/poli-

éster.

Cultmoya Gel; B',OIEX; T?' Hidrogéis sdo sintetizados por reticu-
gaGel; Carrasyn; Nugel, lacdo de polimeros hidrofilicos, p.e
2nd Skin Flexderm; Exu §dO O p hiarotriices, p.€.,

. , polivinilalcool, polivinil pirrolidiine

Dry Dressing; CarraSorb; ou 6xido de polietileno

GRX wound Gel P

Hidrogéis de alginato séo sintetiza-
dos pela reticulacdo de alginato de
sodio com solugdes salinas de Ca,
Mg ou Zn;
Hidrocoloides sdo sintetizados por
imobilizag&o de iodo em amido mo-
dificado hidrossoltvel baseado em
cadexdmero de iodo. O gel é for-
mado pela troca de iodo entre 0 ma-
terial polimérico e exsudatos da fe-
rida. A segunda forma é dextrand-
mero, que consiste em dextrano reti-
culado e enxertado com polietileno

AlgiSite; AlgiDerm; Sorb-
san; Kaltostat; Omiderm

lodosorb (Cadex6mero);

Debrisan (Dextrandmero);

Sorbex, Duoderm (blenda
polimérica)

glicol.
Fonte: Adaptado de Kamoun; Kenawy e Chen., (2017).

Aplicacdo

Feridas superficiais; feridas de procedi-

mentos de rejuvenescimento causadas

por lasers; defeitos de origem cirurgica;
feridas com exsudato

Feridas crbnicas; queimaduras; ferimen-
tos cirargicos; ferimentos por procedi-
mentos de rejuvenescimento a laser.

Ulceras; ferimentos por rejuvenesci-
mento a laser; incisfes de profundidade
moderada; feridas em partes doadoras de

enxertos ou érgaos transplantados.

Queimaduras superficiais; ferimentos ci-
rurgicos; feridas muito exsudativas; Ul-
ceras cronicas

Ulceras cronicas; queimaduras; feridas
de profundidade moderada; feridas em
partes doadoras de enxertos.
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Utilizagdo
global (%0)

8,0

50

43,0

20,0

24,0
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Apesar de comercialmente ainda ndo ser utilizada, dentre os biopolimeros a quitosana
exibe propriedades excepcionais além de biocompatibilidade e biodegradabilidade tornando-a
uma excelente opcéao, especialmente na engenharia de tecidos e aplicacdo na recuperacgédo de
feridas (CROISIER; JEROME, 2013).

3.2.1 Quitosana

Quitosana é um derivado da quitina, o segundo polissacarideo mais abundante na natu-
reza, depois da celulose. A quitina pode ser encontrada em insetos, ostras, algas e até fungos,
mas sua principal fonte de obtencdo sdo as carapacas de crustaceos, Como caranguejos e cama-
rdes, possibilitando que seja isolada dos rejeitos da industria de processamento de frutos do mar
para alimentacdo (YILMAZ, 2004).

A quitosana pode ser obtida por meio da desacetilacao parcial da quitina, em meio alca-
lino e sua estrutura é composta por dois copolimeros: glucosamina (p-(1—4)-2-amino-2-de-
soxi-D-glicose e N-acetilglucosamina (p-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose) (BAL-
DRICK, 2010; YILMAZ, 2004).

As estruturas da quitina e da quitosana sao ilustradas na Figura 2.

Figura 2 - Estruturas da guitina e quitosana.
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Fonte: Adaptado de Younes e Rinaudo (2015).

De acordo com Rinaudo (2006), quando o grau de desacetilacdo da quitina é superior a
50%, ela passa a ser chamada quitosana e se torna soltvel em solucdo aquosa acida, formando
um polieletrélito, o que permite que seja utilizada em diversas aplicagdes como solugdes, géis,
filmes e fibras.

Muxica et al. (2017) apontaram em seu trabalho as principais formas de processamento
e areas de aplicacéo da quitosana. Quanto ao processamento, relatam sua capacidade de forma-

cao de filmes por casting ou compressdo, formagéo de coberturas por gotejamento ou spray,
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formacdo de estruturas porosas por liofilizacdo, formacao de blendas com outros polimeros e
biopolimeros, formagdo de membranas por deposi¢do camada-por-camada e até impressées 3D.
Dentre as areas de aplicacéo, relatam que alem de poder ser aplicada nas industrias de cosmé-
ticos, de papel, tratamento de efluentes e agricultura, pode ser largamente utilizada na biome-
dicina na liberagéo controlada de medicamentos, curativos para feridas, engenharia de tecidos,
biomaterial de regeneracdo para 0ssos e agente antimicrobiano ou anticoagulante sanguineo.

A quitosana tem sido largamente utilizada para recuperacdo de feridas, como curativo
de uso tdpico devido a sua acdo hemostatica, estimulo a cicatrizacdo, propriedades antimicro-
bianas, biocompatibilidade e biodegradabilidade (UENO; MORI; FUJINAGA, 2001; DAI et
al., 2011; PATRULEA et al., 2015). Pode ser utilizada na forma de hidrogeis, filmes, membra-
nas, esponjas e pos e apresenta a habilidade de carregar agentes antimicrobianos extrinsecos ou
atuar como veiculo para liberacdo controlada de drogas e fatores de crescimento, favorecendo
a cicatrizacdo (CROISIER; JEROME, 2013).

Bano et al. (2017) revisam as propriedades da quitosana e seus derivados em aplicagdes
na recuperacgdo de feridas. Destacam que ela pode ser utilizada como curativos com alta dura-
bilidade, boa biocompatibilidade, ndo-toxicidade e boa capacidade de absorcdo de agua. Além
disso, pode contribuir para aceleracdo da cicatrizacdo e atuar como agente hemostatico, antimi-
crobiano e analgésico.

Madni et al. (2021) destacam que a quitosana é adequada para diferentes aplicacfes na
engenharia de tecidos, como no desenvolvimento de suportes para crescimento celular. Ela pode
ser obtida de diferentes fontes (fungos, organismos terrestres e aquaticos) e por métodos qui-
micos ou enzimaticos, apresentando propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatorias, hemocom-
pativeis, anti-fngicas e antimicrobianas. Além disso, pode ser processada por diferentes méto-
dos, como casting, compressdo e lifofilazcao, resultando em diferentes materiais como hidro-
géis, membranas e esponjas, com propriedades diversas na engenharia de tecidos.

Por isso, a quitosana é um biopolimero promissor para o desenvolvimento de formula-
cOes para aplicacdo como curativos no tratamento e recuperacdo de feridas, que sera o foco
deste trabalho. Também, levando em conta a capacidade deste polimero atuar como veiculo
para liberacdo controlada de drogas, sera explorada sua combinagdo com extratos naturais con-

tendo compostos bioativos, com propriedades favoraveis a recuperacéao de feridas.

3.3 Extratos naturais e tratamento de feridas
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Por centenas de anos, a humanidade tem utilizado plantas como uma forma de amenizar
sintomas ou curar doengas. Tais plantas constituem uma fonte de novos compostos para utili-
zacdo na medicina e em outras aplicacGes como alcaloides, esteroides, taninos, 6leos aromati-
cos, resinas, fenois, flavonoides, dentre outros, que podem ser encontrados em suas folhas, cas-
cas, flores, frutos e raizes (GUPTA; NARANIWAL; KOTHARI, 2012).

De acordo com Siintar et al. (2012) o uso de extratos ou derivados de plantas no trata-
mento e manejo de feridas é bem documentado e a presenca de antioxidantes em varios deles é
bem conhecida. Também, muitos destes compostos demonstraram atividade de cicatrizacao de
feridas. Como exemplo, Sivamani et al. (2012) relataram em seu trabalho a atividade de po-
tencializagdo da cura de feridas de folhas de bananeira, frutos de cacau, cascas de arvores, e
outras fontes naturais.

Bedi e Shenefelt (2002), exploraram em seu trabalho a aplicacao de substancias deriva-
das de plantas em aplicacGes dermatoldgicas. Destacaram por exemplo a atividade de taninos
obtidos de cascas de arvores, bem como &cidos de frutas (maléico, citrico, glucénico, tartarico)
e 6leo da arvore de cha no tratamento de acnes. Também, reportaram a utilizacéo de aloe vera
e 6leo de caléndula como aceleradores no processo de cicatrizacdo de feridas e queimaduras.

A literatura é rica em reportar as possibilidades de aplicacdo de compostos de origem
natural na terapia de feridas, mas também ressalta que seu potencial ainda é altamente explora-

vel, o que viabiliza a continuidade de investigagdo na area.

3.3.1 Extrato de folhas de oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) € uma das frutiferas domesticadas mais antigas, tendo a
origem de seu cultivo na regido oriental do mar Mediterraneo, depois difundindo-se para todo
mundo. Os derivados dessa planta tém sido utilizados, historicamente, ndo sé na alimentacédo
como também na medicina popular como afrodisiacos, laxativos, tonicos, emolientes e sedati-
vos (GOMES; MARTINS-LOPES; GUEDES-PINTO, 2012; MACHADO, 2013; WATER-
MAN; LOCKWOOD, 2007).

No Brasil, sua cultura foi introduzida no inicio do século XX, principalmente em Minas
Gerais, Sao Paulo e Rio Grande do Sul (OLIVEIRA, 2009). No RS, maior area plantada do
pais, a producéo saltou de 80 para 6 mil hectares plantados entre 2005 e 2020, principalmente
na metade sul do estado do Rio Grande do Sul (SEAPI/RS, 2020). Destaca-se neste estado, e
no cenario nacional, a regido da Campanha Gaucha, principalmente apds a implantacao do pro-

jeto Olivais do Pampa. Este projeto insere-se no contexto do programa Brasil Proximo,
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programa de cooperagéo internacional que visa aproximar regides italianas e brasileiras a fim
de promover o desenvolvimento integrado do territério.

O projeto abrange os municipios de Bage, Acegua, Candiota, Hulha Negra, Cacapava
do Sul e Santana do Livramento e tem por objetivo promover e apoiar o cultivo de oliveiras e
producdo local de azeite extra-virgem (BRASIL, 2020). Destaca-se ainda na regido o municipio
de Pinheiro Machado, identificado como a melhor localidade do Brasil para cultivo de oliveiras,
devido a aspectos de clima, solo e altitude, sendo que na Fazenda Guarda Velha, nele localizada,
encontra-se a maior producéo de azeitonas do pais, com 90 mil pés cultivados em 300 hectares,
até 2017 (PINHEIRO MACHADOI/RS, 2017).

Na préatica da olivicultura, as folhas de oliveira sdo um subproduto, disponiveis em gran-
des quantidades (GUINDA et al., 2004). Essas folhas sdo ricas em polifendis e tém sido utili-
zadas historicamente pela medicina popular no combate a febres e outras doencas (BENA-
VENTE-GARCIA et al., 2000; PACETTA, 2013). O extrato dessas folhas é, por sua vez, um
liquido de gosto amargo e aspecto marrom (JAPON-LUJAN; LUQUE-RODRIGUEZ; CAS-
TRO, 2006; SUDJANA et al., 2009).

O extrato das folhas de oliveira, devido aos compostos biofendlicos nele contidos, apre-
sentam propriedades interessantes para aplicacdo no tratamento de feridas, como antioxidante
e antimicrobiana, dentre outras, reportadas pela literatura. O Quadro 2 reporta as principais
informacdes sobre as propriedades do extrato da folha de oliveira relatados por alguns autores.



Quadro 2 - Propriedades de extratos de folhas de oliveira.

Cultivar / . . . Solvente uti- | Principais caracteristicas
Autores ) Meétodo extragédo / Condigdes )
Origem lizado do extrato
Extragéo a partir de 60 g de folhas frescas e trituradas em liquidificador
3 - caseiro, e realizada em Soxhlet por 8 h com diferentes solventes, seguida Atividade antifingica dos
Korukluoglu; | Néo especifi- y . o Metanol, )
o de concentracdo em rota-evaporador e refrigeracdo até utilizacdo. / Extrato ) extratos (especialmente o
Sahan; Yigit | cado/Bursa, . o ) o acetona, die- .
) aquoso obtido por adi¢do de folhas moidas em p6 a agua (20 % p/v)eau- | =~ aquoso) contra varias cepas
(2007) Turquia. ] ) til-éter, agua.
toclave por 20 min a 121 °C. Em seguida, coaram-se as folhas e autocla- de fungos testados.
VOu-se 0 extrato resultante novamente, armazenando-o a 4 °C.
Folhas lavadas e secas a 40 + 5 °C por 6 h. Extrato obtido pela adi¢éo de
. L N&o especifi- | 250 g de folhas em p6 (20 - 30 mesh) submetidos a refluxo 10 vol (v/p) Atividade antimicrobiana
eee Lee .
(2010) cado / Aus- | com solucéo de etanol 80 % a 80 °C por 3 h, por 3 vezes seguidas. Extrato | Agua; etanol. | contra B. cereus, S. aureus,
tralia. filtrado em filtro Whatman (n° 2), concentrado em evaporador a vacuo e E. coli e S. enteritidis.
seco em liofilizador.
Folhas in natura lavadas com agua destiladas e moidas. Obtengdo dos ex- o o
o Barnea / Jez- ) ) o Efeito hipoglicémico
Wainstein et tratos das folhas moidas por extracdo em Soxhlet, primeiro com hexano Hexano; eta- o
reel Valley — ) y ) ) ; quando administrado a pa-
al. (2012) (3h), depois com solugéo de etanol 80% (6h). Concentracdo posterior do nol; gua. ) )
Israel . 3 i cientes com diabetes.
extrato alcodlico a 25 °C e pressdo reduzida.
N&o especifi- ) 3 ) ) ) L o
. ] Folhas secas sob vacuo. Imerséo das folhas secas em solugéo de alcool Efeito de inibicdo antimi-
Samancioglu cado / Bali- . Lo 3 ] ) ) )
) etilico 78 % por 48 h e entdo filtradas. A solugdo resultante foi submetida Etanol. crobiana contra 6 diferentes
etal. (2016) kesir — Tur-

quia

a secagem em secadora spray e obtencdo de extrato em po.

cepas de bactérias.




Folhas secas a 30 °C e trituradas. Extracdo por adi¢do de 5 g de folhas se-

Atividade anti-inflamatoéria

inibidora da producéo de

Nabali / Ra-
Qabaha et al. cas a 50 mL de etanol por 3 h a 40 °C. O extrato liquido foi filtrado a va- fator de necrose tumoral
mallah, Pa- ] ] Etanol.
(2017) lesti cuo e submetido a concentracdo em evaporador rotativo para obtencao do (TNFa) e propriedades an-
estina
extrato bruto. tibacterianas contra S. au-
reus e S. epedermidis.
. ) ) Potencial antimicrobiano
y | Folhas secas a temperatura ambiente e moidas em moedor de café. Extra- ] ] ]
Néo especifi- | 3 ) . contra E. coli e S. epidermi-
cao com solucdo aquosa de etanol 70% na razdo 1:20 solido-liquido com o o )
Erdogan et al., cado / Es- o ) o ) ) dis, além de atividade anti-
) agitacdo a 180 rpm e temperatura ambiente por 2 h. Apos, filtracdo do ex- | Agua, etanol. ) )
2018 mirna — Tur- y ) ) 3 oxidante e estimuladora do
) trato e evaporacao do etanol a 40 °C seguida de centrifugacéo do extrato )
quia crescimento celular na re-

aquoso a 4000 rpm por 5 minutos para remog&o dos solidos.

cuperacao de feridas.

Fonte: Autor (2022).
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Korukluoglu, Sahan e Yigit (2008) avaliaram as propriedades antimicrobianas de extra-
tos de folhas de oliveiras e seus compostos fendlicos contra 30 fungos diferentes. Utilizaram o
método da disco-difusdo para avaliar o potencial de inibicdo dos extratos e seus resultados mos-
traram que o extrato aquoso apresentou o efeito inibitorio mais proeminente, inibindo comple-
tamente o crescimento de 10 cepas de fungos (A. alternata, A. elegans, A. flavus, A. niger, A.
wentii, F. oxysporum, F. semitectum, P. italicum, P. roqueforti e P. verrucosum).

Lee e Lee (2010), avaliaram as propriedades antimicrobianas e antioxidantes de com-
postos fendlicos, isolados e combinados, presentes nos extratos de folhas de oliveira e puderam
verificar ambas as propriedades em testes in vitro. Utilizando o método de difusdo de disco de
papel para avaliar a atividade antimicrobiana contra 4 micro-organismos (B. cereus, S. aureus,
E. coli e S. enteritidis) verificaram que uma mistura contendo os principais compostos fendlicos
presentes em extratos de folha de oliveira (oleuropeina, rutina, vanilina e acido caféico) na
razdo em que sdo encontrados nos extratos, apresentou inibi¢do de 28,5 £ 0,3 mm contra B.
cereus e 24,5 + 0,5 mm contra S. enteritidis.

Wainstein et al. (2012), relataram efeitos dos extratos de folhas de oliveira na diminui-
cdo da taxa glicémica em testes com humanos e ratos, além de outros efeitos, como antioxidan-
tes.

Qabaha et al. (2017), relataram atividades anti-inflamatdrias e antibacterianas de ex-
trato de folhas de oliveira, observadas in vitro, principalmente devido a presenca de oleuropeina
no mesmo. Realizaram testes com micro-organismos, comparando a atividade antimicrobiana
do extrato com neomicina na inibi¢do de 4 micro-organismos diferentes. Embora ndo tenham
detectado acdo contra P. aeruginosa e E.coli, encontraram cerca de 13,1 £ 0,1 mm de inibicéo
contra S. aureus e 14,3 = 0,1 mm de inibicdo contra S. epidermidis, em testes de difusdo em
placas.

Quanto & aplicagdo no tratamento de feridas, Samancioglu et al. (2016) testaram o po-
tencial de cicatrizacdo de feridas induzidas, em ratos saudaveis e diabéticos, de gazes embebi-
das em extrato de folhas de oliveira ricos em oleuropeina. Utilizando o método da microdilui-
cao, verificaram que a concentracdo minima inibitoria de extrato de folhas de oliveira, em com-
paragéo com grupos controle de antimicrobianos convencionais (gentamicina e ampicilina) va-
riou de 1 a 8 pg/mL. O extrato mostrou-se efetivo contra 6 dentre 8 cepas de bacteérias clinica-
mente isoladas, nomeadamente: P. aeruginosa, B. cereus, K pneumoniae, E. cloacae, E feae-
calis e S. epidermidis. Concluiram que curativos para feridas contendo extratos de folhas de

oliveira sdo uma opgéo viavel no tratamento de feridas de diabéticos.



31

Erdogan et al. (2018), avaliaram o potencial de aplicacdo de extrato de folhas de oli-
veira, bruto e fracionado, para cicatrizacdo de feridas, em testes in vitro. Também relatam
atividade bacteriostatica e antioxidante dos extratos, além de potencial cicatrizante e estimula-
dor de migracao celular, principalmente devido a presenca do composto oleuropeina no extrato.

No Grupo de Pesquisa em Engenharia de Processos em Sistemas Particulados
(GPEPSP), da Universidade Federal do Pampa, campus Bagé/RS, alguns trabalhos ja foram
desenvolvidos a fim de caracterizar os compostos presentes nas folhas de oliveira do cultivar
Arbequina, cultivado no municipio de Pinheiro Machado/RS, e suas propriedades bioativas.

O Quadro 3 sumariza as técnicas de extragdo e 0s principais resultados da caracteriza-
cao dos extratos de folhas de oliveira obtidos e estudados até 0 momento no GPEPSP.



Quadro 3 - Principais estudos e resultados envolvendo extratos de folhas de oliveira no GPESP.

OLE
(Mgore.g™"
Arni FT %) — -1
Autores Tectn icade  govente A, (%) b.s.)/ Aim (é’) i CMI (mg.mL)
extracdo (Mgeac.g™ b.s.) HID (mgho.g' contra E. coli
b.s.)
Rosaetal. (2017)  Maceragéo Agua - - - 64,87 -
Agua 57,28 67,25 - - -
Maceragio Etanol 40 % 98,14 91,81 - - -
Etanol 70 % 115,75 93,09 - - -
Rosa et al Extracio as- - Ag:u:o y 59,64 — 105,05 56,70 — 94,40 - - -
(2019a) sistida por tano 0 87,98 — 132,40 83,67 — 94,35 - - -
micro-ondas  granol 709 108,13 - 157,62 90,79 — 93,35 . - )
Extracdo as-
sistida por Agua 57,37 - 79,77 75,54 — 83,80 - - -
ultrassom
Rosa et al Extracdo as- ]
' sistida por Agua 104,22 90,03 14,468 / 0,590 - -
(2019b) .
micro-ondas
Martiny et al. x <
(2020a) Maceracgéo Agua 41,40 - - 100 -
. Extracdo as-
Martiny et al. S <
(2020b) sistida por Agua 115,96 89,52 11,59/ - - 50,0

micro-ondas

Rosa et al. (2021) Maceracéo Agua 57,28 67,25 0,051/0,027 - -




Extracdo as-
sistida por
micro-ondas

Agua

104,22

90,03

14,468 / 0,590

23,0-100,0

50,0

Extracéo as-
sistida por
ultrassom

Agua

80,51

91,45

6,914 /0,547

80,9-91,8

Martiny et al.
(2021)

Extracdo as-
sistida por
micro-ondas

Agua

67,84 - 119,16

77,57 - 93,58

11,59/ -

100,0

50,0

Fonte: Autor (2022).
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Cagliari (2017), estudou a influéncia da secagem convectiva em leito fixo sobre as pro-
priedades dessas folhas. Quantificou os compostos fendlicos totais presentes nas mesmas, in
natura e ap0s secagem, além da atividade antioxidante em termos do percentual de inibicdo do
radical DPPH, o qual foi superior a 90,0 % em ambos 0s casos.

Rosa et al. (2017), avaliaram as propriedades antimicrobianas de extratos aquosos de
folhas de oliveiras da mesma origem que Cagliari (2017), para adigdo a biofilmes de gelatina
para protecdo de alimentos. Embora ndo tenham caracterizado os compostos presentes nos ex-
tratos, realizaram testes de inibicdo antimicrobiana de E. coli e S. aureus em funcédo das condi-
cOes de extracdo. Seus resultados mostraram que a uma temperatura de extracéo de 75 °C por
um periodo de 24 h, o potencial de inibicdo para E. coli foi superior a 60,0 % enquanto para S.
aureus, superior a 60,0 %.

Rosa et al. (2019a), estudaram os efeitos dos métodos de extracdo na obtencdo de ex-
tratos de folhas de oliveira do cultivar Arbequina da Regido de Pinheiro Machado. Utilizaram
a extracao por maceracao, extragao assistida por micro-ondas e extragéo assistida por ultrassom,
utilizando agua e etanol como solventes. Caracterizaram os diferentes extratos obtidos quanto
a seu conteudo de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante. Demonstraram que a
extracdo assistida por micro-ondas a alta temperatura (86°C) foi mais eficiente em termos de
contetdo de compostos fenolicos totais, com extracdo curta (3 min) e que agua é um bom sol-
vente neste caso, causando a ruptura das células das folhas e promovendo a liberacdo de com-
postos fendlicos. Além disso, demonstraram que a atividade antioxidante dos extratos esta di-
retamente relacionada com a quantidade de compostos fendlicos presentes nos extratos, sendo
maior quanto maior a presenca desses Compostos.

Rosa et al. (2019b) deram sequéncia ao trabalho de Rosa et al. (2019a) e avaliaram os
compostos fenolicos presentes em extratos obtidos por extracao assistida por micro-ondas, ob-
jetivando sua incorporagdo, em diferentes concentragdes, a filmes biodegradaveis de carrage-
nana para aplicacdo em embalagens de alimentos. O extrato que obtiveram apresentou grande
capacidade antioxidante — 90,03 % — para a aplicacdo proposta e contetidos de oleuropeina e
hidroxitirosol de 14,47 mgore.g ' b.s. € 0,59 mgnip.g* b.s. Também, os filmes incorporados
com o extrato apresentaram incremento na capacidade de alongamento, reducdo na tenséo de
ruptura e alta permeabilidade a vapor de agua, apresentando boas propriedades de barreira e
mecanicas.

Martiny et al. (2020a) e Martiny et al. (2020b) desenvolveram filmes a base de carra-
genana, que no primeiro caso extrairam de algas vermelhas Gigartina skottsbergii e no ultimo

adquiriram de fonte comercial, aditivando-os com extrato de folhas de oliveira do cultivar
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Arbequina, também da regido de Pinheiro Machado — RS, para aplicacdo como embalagem
alimentar na protecéo de carne de cordeiro. A metodologia de obtengéo do extrato de folhas de
oliveira em cada trabalho também foi diferente, sendo que Martiny et al. (2020a) obtiveram-
no por maceracgdo e Martiny et al. (2020b) utilizaram a extracdo assistida por micro-ondas. Em
ambos 0s casos, caracterizaram o extrato quanto a seus compostos fendélicos, atividade antioxi-
dante, conteudo de oleuropeina e concentragdo minima inibitoria contra E. coli. Seus resultados
mostraram que o extrato apresentou excelentes caracteristicas, além de sua adicéo resultar em
incremento da espessura, elongacao na ruptura e permeabilidade ao vapor de agua e diminuicéo
da tensdo na ruptura e modulo elastico dos filmes obtidos. A aplicacdo dos filmes durante o
armazenamento de carne de cordeiro resultou na reducdo da contagem de micro-organismos
mesofilos no primeiro caso e psicrofilos no Gltimo em comparagdo com o controle e com filme
comercial. Os filmes por eles obtidos demonstraram, entéo, potencial aumento da vida de pra-
teleira da carne de cordeiro, bem como de uso como embalagem ativa.

Pelo exposto, fica evidente o potencial de aplicacdo de extratos de folhas de oliveira no
tratamento e recuperacao de feridas, além do contexto regional de producdo de matéria-prima,

justificando o interesse de sua incorporacdo a diferentes formulacGes para essa finalidade.

3.4 Incorporacao de bioativos naturais a curativos biopoliméricos

A incorporacgdo de compostos naturais a estruturas biopoliméricas para obtencao de ma-
teriais com propriedades ativas tem embasamento cientifico ja descrito na literatura. O Quadro
4 lista alguns trabalhos cujo objetivo foi essa incorporacao a fim de obter materiais com pro-

priedades para aplicagdo como curativos.



Quadro 4 - Incorporacdo de compostos naturais a biopolimeros para aplicacdo em tratamento de feridas.

%/ sem adicdo de plastifi-
cante

cum), 6leo de melaleuca, e pds de polpa de
caju (Anacardium occidentale) e polpa do
fruto de noni (Morinda citrifolia L.)

Autores Biopolimeros/  solvente/ | Aditivo natural Resultados obtidos
plastificante
Anjos (2017) Quitosana / acido acético | Extrato hidroalcodlico de erva Santa Ma- | Membranas continuas, homogéneas e flexi-
2,0 %/ sem adicéo de plas- | ria (Chenopodium ambrosioides). veis, ndo citotdxicas para os testes realizados,
tificante com potencial de uso como biomaterial.
Alves (2018) Gelatina / propilenoglicol | Extratos de Stryphnodendron adstringens e | Membranas continuas, homogéneas, flexi-
Abarema cochliacarpos, ambas popular- | veis, com potencial de promocdo de cicatri-
mente conhecidas como barbatimao. zagdo de feridas abertas, em modelo muri-
nho.
Santos (2018) Quitosana / &cido latico 1,0 | Oleo de cravo-da-india (Syzygium aromati- | Membranas transparentes, flexiveis, resis-

tente mecanicamente e hidrofilicas; proprie-
dades antimicrobianas com diferentes espec-
tros de acdo para S. aureus, E. coli e C. albi-
cans. Potencial de aplicacdo como curativos.

Yuetal. (2018)

Quitosana; colageno; orga-
nomontmorilonita/  acido
acético 0,01 mol.L'Y/ sem
adicdo de plastificante

P6 de folhas de calicarpa-chinesa (Cal-
licarpa nudiflora)

Membranas biocompativeis, com capacidade
antimicrobiana contra S. aureus e potencial
de aplicacdo como curativo.

Bueno (2019)

Alginato de sodio; quito-
sana / solucdo CaCly; acido
acético/ glicerol; glicerol.

Extrato de flores de jambu (Acmella ole-
racea)

Extratos com propriedades inibidoras contra
E. coli e S. aureus e filmes incorporados do
extrato com potencial de aplicagdo como cu-
rativo antimicrobiano e filme ativo com
efeito botox para aplicacGes cosméticas.

Picolotto et al.
(2019)

Celulose bacteriana / sem
adicéo de plastificante.

Extrato de propolis vermelho

Membranas que aceleram o processo de cica-
trizacdo de feridas, com potencial de aplica-
¢do no tratamento de feridas cronicas.

Fonte: Autor (2022).
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Anjos (2017) produziu membranas de quitosana incorporadas com extrato hidroalcod-
lico de erva Santa Maria para aplicagdo como biomaterial cicatrizante. Além disso, caracterizou
as membranas por FTIR, MEV, TGA, DSC, absor¢cdo em agua e molhabilidade e avaliou sua
citotoxicidade in vitro sobre macréfagos murinos e eritrécitos de carneiro, para 0s quais as
membranas ndo apresentaram citotoxicidade. Concluiu que as membranas obtidas apresenta-
ram-se satisfatdrias para aplicacdo como curativo cicatrizante dérmico. Em relacdo ao aspecto
das membranas de quitosana pura e com adicao de extratos, a Figura 3 mostra os resultados que
obtiveram e pode-se observar principalmente a diferenca na cor da matriz polimérica que muda
e se acentua com 0 aumento da porcentagem adicionada de extrato, embora o aspecto de homo-
geneidade da estrutura se estenda a todas as composigoes.

Figura 3 — Membranas de quitosana: a) pura; b) com adicdo de 0,5 % de extrato; ¢) com adicao
de 1,0 % de extrato.

a b c

Fonte: Adaptada de Anjos (2017).

Alves (2018) avaliou o efeito cicatrizante de membranas de gelatina contendo extratos
de duas diferentes espécies de plantas conhecidas como barbatimdo. Caracterizou as membra-
nas obtidas, com ou sem adi¢do de extrato, quanto as suas propriedades mecanicas, permeabi-
lidade ao vapor de agua, indice de intumescimento, colorimetria, MEV, FTIR e TGA e avaliou
a atividade cicatrizante utilizando as membranas em feridas abertas de ratos Wistar, determi-
nando o indice de retracdo da ferida e avaliando o processo inflamatorio. As membranas adici-
onadas de extratos apresentaram elevados indices de retracdo das feridas quando comparadas
as membranas puras, promovendo aceleracdo das etapas de cicatrizagdo e potencial de aplicacdo
como curativos.

Santos (2018) produziu membranas de quitosana, pelo método de casting, aditivadas
com os compostos bioativos: 6leos de cravo-da-india e melaleuca, suco de caju e polpa de noni,
bem como pds de caju e do fruto de noni atomizados. Caracterizou-as quanto a espessura, mo-
Ihabilidade, grau de intumescimento, FTIR, MEV e ensaios de tragdo. Caracterizou as emulsdes
quitosana/bioativos quanto a atividade antimicrobiana por difusdo em agar. As membranas

obtidas apresentaram propriedades antimicrobianas com diferentes espectros de acédo, além de



38

apresentarem aderéncia e possibilidade de manuseio compativeis para aplicacdo como curati-
vos. Destacaram-se os resultados das membranas aditivadas com os dleos de cravo e melaleuca
que apresentaram as melhores atividades antimicrobianas nas emulsées, tornando-as favoraveis
a cicatrizacdo de lesbes cutaneas.

Yu et al. (2018) produziram membranas de quitosana-colageno-organomontmorilonita
e aditivaram-nas com extrato da planta calicarpa-chinesa, objetivando propriedades antibacte-
rianas. Caracterizaram-nas utilizando DRX, TGA, MEV, grau de intumescimento, degradacédo
in vitro, PVA e atividade antimicrobiana contra S. aureus. Seus resultados indicaram que a
adicdo do extrato incrementou a atividade antimicrobiana das membranas em relagéo as com-
posi¢Oes sem extrato, resultando em uma membrana com excepcional potencial de aplicacéo
como curativo.

Bueno (2019) desenvolveu filmes funcionais a base de alginato de sédio e quitosana,
incorporando extrato de flores de jambu, para aplicacdo como curativos antimicrobianos e como
cosmeético anti-idade. Avaliou os filmes quanto a sua estrutura, espessura, teor de umidade,
solubilidade, grau de intumescimento e atividade antibacteriana. Concluiu que os filmes de al-
ginato mostraram os melhores resultados de contetdo de umidade, solubilidade e grau de intu-
mescimento e, especialmente os aditivados com maior concentracdo de extrato, apresentaram a
melhor atividade antimicrobiana, com potencial de aplicagdo como curativo antimicrobiano.

Picolotto et al. (2019) adicionaram extrato de propolis vermelho a membranas de celu-
lose bacteriana. Aplicaram as membranas aditivadas sobre les6es cirurgicas em ratos com dia-
betes induzido. Seus resultados mostraram que as membranas associadas com o extrato de pro-
polis aceleraram o processo de cicatrizagéo, reduzindo o tamanho da lesdo, favorecendo a ree-
pitelizacdo e controlando os niveis de inflamagdo. Assim, os grupos de ratos tratados com a
membrana aditivada apresentaram maior capacidade de recupera¢do comparada com 0S grupos
controle, indicando que o material produzido é apto a acelerar o processo de cicatrizacao e tem
potencial de aplicacdo como curativo.

Considerando o suporte da literatura anteriormente descrito, justifica-se o interesse em
desenvolver uma estrutura biopolimérica com incorporacao de um bioativo de origem natural,
visando a obtencdo de um material com potencial de aplicacdo como curativo ativo no trata-
mento e recuperacdo de feridas. Espera-se obter membranas que possuam propriedades fisicas,
quimicas, mecéanicas e de barreira que possibilitem sua aplicacdo sobre feridas e que, além
disso, apresentem propriedades ativas tais como antimicrobianas e antioxidantes que favorecam

sua recuperacéo e cicatrizagao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao dos extratos de folhas de oliveira

Folhas de oliveira (Olea europaea L.) do cultivar Arbequina foram coletadas direta-
mente das plantas da Estancia Guarda Velha, localizada em Pinheiro Machado, Rio Grande do
Sul (31°30'04.0"S, 53°30'42.0"0), em margo de 2021, tratadas e processadas conforme Martiny;
Rosa e Dotto, (2021) e descrito a seguir.

As folhas coletadas passaram por um pré-tratamento em que foram higienizadas com
agua corrente, solucdo comercial de hipoclorito de sddio 2% a 2,5% e agua destilada esterili-
zada. Em seguida as folhas foram secas em estufa (ETHIK, Brasil) a 40°C por 24 h.

Apds secagem, as folhas foram submetidas a moagem em moinho analitico de bancada
(IKA® — A11BS32, China), obtendo-se dessa forma um p6 das folhas. O p6 obtido foi subme-
tido a peneiramento para padronizagdo granulométrica das particulas, utilizando-se a fragéo
passante em peneira de 60 mesh, fabricada no padrdo ABNT/ASTM/TYLER (BERTEL IN-
DUSTRIA METALURGICA LTDA., Brasil), garantindo particulas com diametro inferior a
0,272 mm.

Os extratos de folhas de oliveira foram obtidos pelo método da maceracéo, nas condi-
¢Oes otimizadas por Martiny; Rosa e Dotto, (2021), adaptando-se o processo de filtragem dos
extratos. Assim, 1,0 g do po de folhas de oliveira foram macerados em 50,0 mL de agua desti-
lada e esterilizada, por um periodo de 2 h com agitacdo a temperatura de 88,2 °C. As extragdes
foram realizadas em ernlenmeyers cobertos com papel aluminio — para evitar contato do sistema
extrator com a luz — e dispostos em banho Dubnoff (QUIMIS, Brasil) com controle de tempe-
ratura e agitacdo. Os extratos obtidos foram filtrados a vacuo em papel filtro (80 g/m2 e porosi-
dade de 3 um), antes de sua aplicacdo em solucGes filmogénicas. Conforme Martiny; Rosa e
Dotto, (2021), nessas condig¢Bes os extratos obtidos devem apresentar atividade antioxidante
igual a 100% e compostos fenolicos totais iguais a 105,4 mgeae.g* (b.S).

4.3 Obtencao e caracterizacdo das membranas biopoliméricas

As membranas foram elaboradas utilizando quitosana (OAKWOOD CHEMICAL)
com massa molar 170,7 — 198,5 kDa e grau de desacetilacdo de 95,0 % - conforme dados do
fabricante — e glicerol (PRINCIPIO ATIVO).

Para obtencdo das membranas de quitosana pura (MQP) foi utilizada a metodologia de

evaporacéo de solvente, ou casting, adaptada em relacdo as metodologias utilizadas por Anjos,
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(2017) e Bueno, (2019). As solucdes filmogénicas foram preparadas pela solubilizacdo em so-
lucdo de &cido acético 1% (m/m) de 1% de quitosana em relagdo ao volume de solvente. A
quitosana foi adicionada a solucéo de acido acético e mantida em repouso por 24 h, para solu-
bilizacdo do pd. Para padronizacéo, a solubilizacdo do po foi feita em solucdo acida correspon-
dente a 50% do volume de solucdo final desejado. Apos a solubilizacdo, as solugdes obtidas
foram adicionados &gua destilada correspondente aos 50% de volume de soluc¢éo final desejado,
20% de glicerol em relagcdo a massa de quitosana e procedeu-se a agitacdo em agitador meca-
nico de pas (IKA®, Alemanha), por 10 min a 50 rpm. As solucdes com glicerol tiveram seus
pH’s medidos e ajustados até pH = 5,0, pela adi¢ao de solucdo de hidréxido de sodio 2,0 mol.
L, e foram vertidas em placas de acrilico de 90 mm de diametro — 50 g em cada placa — e
levadas a estufa com circulacdo forgcada de ar a 40 °C, por 24 h, de forma a evaporar o solvente.

Apds evaporacdo do solvente, as membranas obtidas foram armazenadas em dessecador
com umidade relativa controlada de 50 % — por meio de solucdo de acido sulfurico — por no
minimo 48 h, antes de serem removidas das placas e submetidas a analises de suas propriedades
mecénicas e de barreira.

As membranas de quitosana aditivadas de extratos de folhas de oliveira (MQE) foram
obtidas pela adicdo de 50% de extrato em relacdo ao volume de solucgdo filmogénica final de-
sejado. Esse percentual foi definido através de ensaios preliminares. Para tanto, foi seguida a
mesma metodologia anteriormente descrita e o0 extrato liquido foi adicionado em substituicdo a
agua destilada apos a formacéo da solucdo filmogénica inicial. Os passos seguintes de secagem,
armazenamento e analises das propriedades das membranas aditivadas foram os mesmos utili-

zados para a MQP.

4.3.3 Caracteriza¢do das membranas biopoliméricas

4.3.3.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e aspecto visual

A fim de observar a morfologia das membranas obtidas, elas foram submetidas a
analises em microscopio eletrénico de varredura (CARL ZEISS - EVO MAL0, Estados Uni-
dos). As amostras foram analisadas a uma voltagem de aceleracdo de 5 kV até uma magnifica-
cao de 1000 vezes.

As membranas tambem foram avaliadas quanto a seus aspectos visual (homogeneidade

e cor) e tatil (textura ao toque e maleabilidade).
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4.3.3.2 Espessura — (E)

A espessura (E) das membranas foi obtida em adaptacdo a metodologia aplicada por
Bueno (2019), e Martiny et al. (2020a), para medidas da espessura de filmes de quitosana e
carragenana, respectivamente. Foram tomadas 3 medidas aleatorias de espessura, sobre area
fixa das membranas, utilizando-se micrometro digital e os resultados foram expressos como a

média + desvio padrdo dessas medidas.

4.3.3.3 Ensaios mecanicos — (T) e (Ex)

As propriedades mecénicas das membranas foram obtidas de acordo com a norma
D882-12, ASTM (2012). Assim, foram cortados corpos de prova retangulares de 2,5 x 10 cm
das membranas obtidas que, entdo, foram submetidos a analises de tensdo utilizando texturd-
metro (TA.XT plus - Texture Analyser; Reino Unido) e célula de carga de 50 N. Foi fixada uma
distancia inicial entre as garras do equipamento de 50 mm e uma velocidade de afastamento
entre elas de 50 mm.mint. Estas analises foram feitas em tréplicas para cada formulagio estu-
dada, na temperatura de 23 + 2 °C.

A resisténcia a tracdo (T) e a porcentagem de alongamento na ruptura (E«) foram deter-

minadas pelas Equacdes 4 e 5.

Fn
_m 4
r=b @
d,
Ey, = (—) x 100 5)
d;

em que T é a tensdo obtida em resposta a tracdo (MPa), F,, é a forca maxima medida na ruptura
do filme (N), A a area da se¢éo transversal do filme (m?), E% 0 alongamento do material, d, a
distancia na ruptura percorrida pela garra mével (cm) e d; o afastamento inicial entre as garras

(cm).

4.3.3.4 Propriedades de barreira— (TVA) e (PVA)

A taxa de transmissdo de vapor de agua (TVA) e a permeabilidade ao vapor de agua

(PVA) das membranas, com ou sem adi¢édo de extrato de folhas de oliveira, foi determinada
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segundo 0 Método Dessecante E96/E96-M descrito pela norma ASTM (2015), com modifica-
cao. Neste método gravimétrico, amostras de cada membrana devem ser cortadas em forma de
discos de 50 mm de didmetro e fixadas em células de permeacdo, de material nao corrosivo e
impermedavel a &gua ou vapor de agua, contendo cloreto de calcio anidro (CaCly) granulado — 0
% UR ap0s secagem a 200 °C. As células sdo entdo acondicionadas em dessecadores a 23 °C e
50 % de umidade relativa. Mensura-se o ganho de massa do cloreto de calcio apds 7 dias.

A taxa de transmissdo de vapor de dgua pode ser quantificada pela Equacéo 6 e a per-

meabilidade ao vapor de 4gua das membranas pode ser quantificada por meio da Equacédo 7:

Map
TVA = 6
t.A ©)
Myp E
PVA = —_— 7
v t AAP @

em que TV A é a taxa de transmissdo de vapor de agua (g.m.diat), PVA é a permeabilidade ao
vapor de agua (g.mm.kPa*.diat.m?), m,, a massa de umidade absorvida (g), t o tempo total
do teste (dias), E a espessura do filme (mm), A area da superficie exposta do filme (m?) e AP a

diferenca de pressao parcial através do filme (kPa).

4.3.3.5 Intumescimento — (I)

A capacidade de intumescimento (absorcdo de agua) das membranas foi obtida con-
forme Contessa (2020) cortando corpos de prova de 2,5 x 2,5 cm das membranas, pesando-o0s
e imergindo-0s, em seguida, em agua miliQ (25°C) por 2 min. Apds este periodo, as amostras
umidas foram secas com papel toalha para absor¢do da umidade excessiva e pesadas nova-
mente. Realizou-se séries de 3 medi¢Oes para cada composi¢do, tomando como resultados suas

médias. A quantidade de 4gua absorvida foi calculada por meio da Equacéo 7:

mf -—m;
I = (—) x 100 (7
m;
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em que I é o intumescimento em %, m; é a massa da membrana antes da imersdo em agua e

m, a massa da membrana apos removido o0 excesso de agua.

4.3.3.6 Solubilidade em agua das membranas — (S)

A solubilidade em agua das membranas foi obtida conforme metodologia empregada
por Contessa (2020). Foram cortadas amostras de 2,5 cm de diametro das membranas e medidas
sua massa seca inicial, secando-as em estufa a 105 °C por 24 h e, em seguida, pesando-as.
Entdo, as amostras foram imersas em 50 mL de dgua destilada e submetidas a agitacdo orbital
a 175 rpm por 24 h a temperatura de 25 °C. Apds esse periodo, as amostras foram secas nova-
mente em estufa a 105 °C por 24 h para determinagdo da massa seca final das membranas. A

solubilidade foi determinada, entdo, por meio da Equacéo 8:
meg—m
S= (S‘—Sf) x 100 )
mg;

em que S é a solubilidade em &gua em %, my; é a massa seca da membrana antes da imerséo

em agua e m,y a massa seca da membrana apds imersdo em agua.

4.3.3.7 Atividade antimicrobiana das membranas — (Aam)

A atividade antimicrobiana das membranas obtidas sem adicdo (controle) e com adicao
de extrato de folhas de oliveira foi testada contra os micro-organismos E. coli e S. aureus, adap-
tando-se o método utilizado por Genevro, (2017).

As membranas foram previamente cortadas em forma circular com 0,65 cm de diametro
e esterilizadas aplicando-se luz UV, por 15 minutos. Em placas de Petri foram adicionados 15
mL de agar Mueler Hinton inoculados com 10* UFC/cm?2 de um ou outro micro-organismo
testado. As amostras das membranas previamente preparadas foram, entdo, dispostas sobre o
meio de cultura inoculado e incubadas por 24 h a 35 °C. Apo6s incubacdo, foram efetuadas as
determinac6es dos halos de inibicdo formados pelas amostras para cada micro-organismo tes-

tado, utilizando-se paquimetro digital.
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4.3.3.8 Permeacdo microbiana das membranas

A capacidade das membranas em prevenir a penetracdo microbiana pode ser medida
pela permeacdo microbiana e foi avaliada de acordo com a metodologia utilizada por Genevro,
(2017), com adaptacdes.

Em frascos de vidro esterilizados foram adicionados 15 mL de meio BHI estéril. Amos-
tras das membranas foram acopladas as bocas dos frascos e ajustadas com auxilio de el&sticos,
para veda-los.

Como controle negativo, foi utilizado filme de PVC e tampa para fechar a area de per-
meacao do frasco. Como controle positivo, ndo foi efetuada vedacao do frasco com o meio de
cultivo.

Os aparatos ficaram expostos por 5 dias em condi¢des ambientes e foi avaliada macros-
copicamente a turvacdo do meio no interior dos frascos como indicativo de contaminacdo por
micro-organismos. Adicionalmente, foi realizada andlise de absorbéancia, em espectrofotdme-

tro, dos meios de cultivo em cada frasco nos tempos determinados de analise.

4.4 Andlises estatisticas

Todos os dados coletados neste trabalho foram apresentados como média * desvio mé-
dio e analisados estatisticamente pelo teste t, com um nivel de confianca de 95%, empregando-

se o Software Statistica 7.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo das membranas

5.1.1 Aspecto visual e Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 4 apresenta fotos das MQP e MQE obtidas e a Figura 5 as imagens geradas

por MEV para as mesmas.

Figura 4 — Aspecto visual das MQP e MQE.

A) MQP; B) MQE.
Fonte: Autor (2022).

Da Figura 4 pode-se observar que a MQP apresentou uma cor esbranquicada e aspecto
brilhante, enquanto a MQE apresentou uma cor marrom-esverdeada, caracteristica dos extratos
de folhas de oliveira, e aspecto também brilhante. Ambas as membranas apresentaram-se inte-
gras quando removidas dos moldes mas pode-se observar principalmente na MQE que a matriz
apresenta tonalidade mais escura em algumas areas, indicando que pode ter havido durante o
processo de secagem uma deposicao preferencial de material sélido devido a desniveis na estufa
e a circulacao forcada de ar.

Os pontos pretos nas membranas, mais visiveis na MQE, verificou-se que sdo oriundos
de materiais solidos presentes na estufa de secagem e arrastados pela circulagdo forgada de ar,
gue se depositaram sobre a matriz. Quanto a maleabilidade, ambas as membranas apresentaram-

se maledveis e resistentes a manipulacdo, com sensacao plastica a emborrachada ao toque.



Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) para as membranas MQP e MQE.
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Mag= 500X
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As letras A e B representam as imagens de MEV para a MQP e MQE, respectivamente.

Fonte: Autor (2022).

A partir da Figura 5 pode-se observar que a MQP apresentou superficie heterogénea,

com presenca de aglomerados dispersos na matriz, mas continua, sem fissuras ou poros. Santos

(2018) encontrou para membranas de quitosana solubilizada em &cido latico uma matriz homo-

génea, porém com presenca de fissuras (atribuidas pela autora a influéncia do solvente utili-

zado). Guimaraes (2018) tambeém encontrou para hidrogéis de quitosana solubilizada em acido

acético a presenca de aglomerados na matriz, que atribuiu a possiveis impurezas provenientes

do polimero. Anjos (2017) encontrou em seus resultados de MEV para membranas de quitosana

solubilizada em acido acético 2% uma superficie densa, sem fissuras ou poros.

Para a MQE, pode-se observar uma superficie mais lisa e mais homogénea. Anjos

(2017) verificou em seus resultados de MEV para membranas de quitosana pura e incorporadas

com extrato de C. ambrosioides que 0 aumento da porcentagem de extrato adicionada as
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composicdes resultou na formacdo de matrizes mais densas e homogéneas, embora com forma-

¢ao de bolhas.

5.1.2 Espessura e ensaios mecanicos — (E), (T) e (Ex)
A Tabela 1 apresenta os resultados para espessura, tenséo na ruptura e alongamento na

ruptura para as membranas obtidas neste trabalho.

Tabela 1 - Resultados de espessura, tenséo na ruptura (T) e alongamento (E%) das membranas
de quitosana pura e aditivada com extrato de folhas de oliveira.

Composicao Espessura (mm) T (MPa) Ew (%)
MQP 0,032 + 0,009 @ 8,92+ 2,07 30,89 +4,302
MQE 0,040+0,017° 4,44 £0,05° 31,563+1,672

ab | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre as médias pelo
teste t.
Fonte: Autor (2022).

Da Tabela 1 pode-se observar que a espessura da membrana aditiva com EFO apresen-
tou uma tendéncia de aumento em relagdo a espessura da MQP, embora ndo haja diferenca
estatistica significativa entre os resultados para ambas as composicdes. Isto pode ser devido a
presenca de sélidos no extrato, implicando em um aumento de massa da solucéo e, consequen-
temente, da espessura da membrana (SOBRAL, 2000).

A espessura de substitutos cutaneos ja em utilizagdo para aplicagdo na recuperacao de
feridas é variavel. Pode-se encontrar substitutos como a matriz dérmica MATRIDERM® (com-
posta principalmente de coldgeno e elastina) cuja espessura varia entre 1 e 2 mm bem como o
substituto Integra® (matriz composta de colageno bovino e condroitina-6-sulfato, coberta com
uma fina camada de silastic) com espessura de 0,1 mm (BURKE et al., 1981; FERREIRA et
al., 2011; NERY et al., 2011). Considerando-se essa distribuicdo ampla de espessuras de cura-
tivos comerciais acredita-se que, desde que apresentem outras propriedades importantes — como
resisténcia mecéanica e propriedades de barreira — as membranas obtidas neste trabalho apresen-
tam potencial de aplicacdo no tratamento de feridas.

A partir da Tabela 1 verifica-se que os resultados para tens@o na ruptura e alongamento
das MQP foram de 8,92 + 2,07 MPa e 30,89 + 4,30 %, respectivamente. Dallan (2005) para
membranas de quitosana pura adicionadas de glicerol obteve resultado de tens&o na ruptura de

6,07 £ 1,63 MPa, muito semelhante ao aqui encontrado. Contudo, seu resultado de alongamento
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na ruptura para a mesma composicao foi de 177,1 + 26,31 %, maior do que o encontrado neste
trabalho.

De acordo com Guimardes et al. (2009), diversos parametros de processo como pH da
solucdo, solvente e perfil de evaporacdo do solvente, utilizacdo de plastificante, grau de desa-
cetilacdo da quitosana, podem influenciar as propriedades mecanicas gerais dos materiais obti-
dos. Assim, acredita-se que as diferengas entre os resultados da Tabela 2 e do trabalho de Dallan
(2005) devam-se principalmente as propriedades quimicas das quitosanas utilizadas em cada
caso e as diferentes propor¢des massicas de polimero e plastificante empregadas por ela (2,5%
e 0,5 % em relacdo a massa de solucdo, respectivamente) em relacdo as deste trabalho (1,0% e
0,2%, respectivamente).

Santos (2018) ao adicionar compostos bioativos em suas composic¢fes de quitosana so-
lubilizada em &cido latico para aplicacdo no tratamento de lesdes cutaneas verificou que a adi-
¢ao dos compostos resultou em uma diminui¢do na tensdo maxima na ruptura das membranas
em relacdo a membrana de quitosana pura (20,29 + 4,53 MPa). Este mesmo comportamento
pode ser verificado para a MQE (4,44 £ 0,05 MPa) em relacdo a MQP, mostrados na Tabela 1.

Para o alongamento, o comportamento dos materiais obtidos por Santos (2018) variou
conforme o bioativo adicionado, aumentando em alguns casos e diminuindo em outros. Da Ta-
bela ndo se observa para este parametro uma diferenca estatistica significativa entre as MQP e
MQE, mas pode-se observar uma tendéncia de aumento do alongamento na ruptura paraa MQE
em relacdo a MQP.

De acordo com Rojas (2010), o extrato de folhas de oliveira adicionado a matriz poli-
mérica pode exercer efeito plastificante, aumentando sua elasticidade, fazendo diminuir a ten-
sdo e aumentar a porcentagem de alongamento na ruptura, corroborando os resultados observa-
dos para estas propriedades na Tabela 1.

De acordo com Genevro (2017), um biomaterial deve possuir caracteristicas mecanicas
adequadas a sua aplicacéo e permitir facil manuseio e armazenamento. Assim, para aplicacoes
topicas no tratamento de feridas, adotou-se como parametro de avaliagao as caracteristicas da
pele humana que, segundo Silver (1994), séo de 2,5 a 16 MPa para tenséo na ruptura e de 70,0
% para elasticidade.

Considerando esses valores como parametro e os resultados de resisténcia a tracao, am-
bas composi¢bes (MQP e MQE) foram consideradas adequadas para aplicagdo como curativos,
uma vez que se encontram na faixa descrita. Quanto a porcentagem de elongacao, nenhuma das
composicdes apresentou tanta elasticidade quanto a pele, contudo, as membranas apresentaram-

se resistentes ao manuseio e maleéaveis, demonstrando potencial de aplicacéo.
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5.1.4 Propriedades de barreira e absorcdo — (TVA), (PVA), (1) e (S)

A Tabela 2 exibe os resultados para taxa de transmissdo de vapor de agua, permeabili-

dade ao vapor de agua, intumescimento e solubilidade das membranas obtidas.

Tabela 2 - Resultados de permeabilidade ao vapor de &4gua, intumescimento e solubilidade das

MQP e MQE.
Composi-  TVA (g.m?2dia'l) PVA (g.mm.kPa-  Intumesci- Solubilidade
cdo Ldiat.m?) mento (%) (%)
a
MQP 510,39+ 12,10 6,23 + 0,97 2 2;122,25 * 185741640
b ]
MQE 581,84 26,03 55241100 20 E300 5 555790

ab | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre as médias pelo
teste t.
Fonte: Autor (2022).

De acordo com Ruiz-Cardona et al. (1996), um curativo deve ser capaz de evitar a desi-
dratagdo excessiva, bem como o acimulo de excesso de exsudato em feridas. Ainda, de acordo
com eles, as taxas de transmissdo de vapor de dgua variam de cerca de 200 g.m.dia*, para pele
normal, cerca de 270 g.m.dia* para pele com queimaduras de primeiro grau e até 5000 g.m"
2 dia! para pele com formagcéo de tecido de granulagio. Ou seja, pode-se concluir que a aplica-
bilidade de um material para protecdo de feridas é dependente do tipo de ferida que se deseja
tratar.

Dos resultados de TVA da Tabela 2, pode-se observar que a MQE apresentou maior
taxa de transmissao de vapor que a MQP, o que pode ser devido as propriedades do extrato
incorporado a matriz. Também, conclui-se que para aplicacdes na protecdo de feridas como
gueimaduras de primeiro grau, por exemplo, ambas as composi¢des apresentaram resultados
adequados, embora para outras aplica¢Oes essa viabilidade deva ser avaliada.

Da Tabela 2, verifica-se que nao houve diferenca estatistica significativa para os resul-
tados de PVA da membrana aditivada com extrato de folhas de oliveira em relagdo a MQP.
Pereira (2019) preparou filmes bioativos para aplicacdo em alimentos com 1,0 % de quitosana
(m/v) solubilizada em &cido acético, adicionando 30,0% (m/mgquitesana) de glicerol, e incorpo-
rando extrato de bagaco de oliveira em suas composi¢des e verificou um aumento de 28 % na
permeabilidade ao vapor de agua do filme adicionado com o extrato em relacdo ao filme de
quitosana pura.

O fato de ndo se verificar um aumento nos resultados da MQE em rela¢do & MQP exi-

bidos na Tabela 2, como no trabalho de Pereira (2019), pode ser devido tanto as propriedades
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fisico-quimicas das quitosanas e dos extratos utilizados nos dois trabalhos como as quantidade
de glicerol utilizada e morfologia dos filmes e membranas obtidos. Isto justifica-se pois, de
acordo com Martins; Cerqueira e Vicente (2012), espessura, sensibilidade a agua, estrutura qui-
mica e morfologia podem afetar os resultados de PVA de composic¢des de quitosana.

Em relacéo aos resultados de intumescimento apresentados na Tabela 2, verifica-se que
houve uma diminuicéo da capacidade de absorcao de &gua da MQE em relacdo a MQP. Santos
(2018) verificou que ao incorporar diferentes compostos bioativos as composi¢cfes de suas
membranas de quitosana, de maneira geral, quanto maior a concentracdo de bioativos adicio-
nada, menor foi o poder de intumescimento exibido pelas membranas.

De acordo com Morgado et al. (2017), a capacidade de intumescimento de um curativo
ideal deve ser de 100 % a 900 % e ¢ decisiva para uma apropriada difusdo de nutrientes e células
no tratamento de lesdes. Considerando os resultados encontrados neste trabalho e tendo como
referéncia os valores descritos por Morgado et al. (2017), a MQE ndo se apresentou apropriada
para aplicacdo como curativo do ponto de vista da capacidade de intumescimento.

Em relacdo a solubilidade em &gua, por meio da Tabela 2, pode-se verificar que houve
um aumento da solubilidade da MQE em relacdo a MQP, indicando uma maior afinidade da
membrana aditivada com extrato com &gua. De acordo com Contessa (2021), isso pode ser
devido a propriedades hidrofilicas dos bioativos (presentes no extrato) adicionados a matriz
polimérica da MQE. Do ponto de vista da aplicacdo como curativos, essa maior solubilidade da
MQE pode ser um desafio, uma vez que ela poderia solubilizar em contato com fluidos da ferida

que se propde tratar, reduzindo a efetividade da protecdo conferida.

5.1.5 Atividade antimicrobiana das membranas e permeag@o microbiana

A Figura 6 apresenta fotografias das analises de atividade antimicrobiana das membra-

nas e a Tabela 3 os resultados dessas analises.
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Figura 6 - Analises de atividade antimicrobiana das membranas.

As letras A e B apresentam as fotografias das andlises de inibicdo microbiana das MQP para os micro-organismo
E. coli e S. aureus, respectivamente. As letras C e D apresentam fotografias das mesmas andlises para a MQE,
para os micro-organismos E. coli e S. aureus, respectivamente.

Fonte: Autor (2022).

Tabela 3 - Resultados de inibi¢cdo microbiana das membranas.

- Inibicdo contra S. aureus  Inibic&o contra E. coli
Composicao

(mm) (mm)
MQP 0,00 0,00
MQE 9,15+0,82 9,91+1,30

Fonte: Autor (2022).

Observa-se da Figura 6 e da Tabela 3 que houve uma diferenca notavel na inibigdo da
MQE em relacdo a MQP, para ambos os micro-organismos testados. Isto indica que a MQE
tem um bom potencial de inibigdo tanto para micro-organismos Gram-positivos como para mi-
cro-organismos Gram-negativos e um potencial de aplicagdo na recuperagéo de feridas.

Ma et al. (2017), prepararam membranas de quitosana plastificadas com glicerol e in-
corporaram em suas composic¢des 0os medicamentos cloridrato de tetraciclina (TH) e sufadiazina
de prata (AgSD), para fins de incremento da atividade antibacteriana na recuperacéo de feridas.
Suas analises de inibicdo contra E. coli e S. aureus para as membranas de quitosana pura e
aditivadas foram bastante semelhantes aos aqui encontrados. Verificaram que a membrana de
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quitosana pura ndo apresentou halos de inibigdo nos ensaios, enquanto as membranas aditivadas
com cloridrato de tetraciclina e sulfadiazina de prata apresentaram halos de inibicdo contra E.
coli e S. aureus, respectivamente, de 7,04 mm e 10,6 mm para o cloridrato de tetraciclina e de
5,32 mm e 3,52 mm para a sulfadizina de prata.

A Figura 7 apresenta fotos do aparato das anélises de permeagdo microbiana no tempo
0 e ap0s 5 dias de analise.

Figura 7 - Aparato das analises de permeacao microbiana: a) 0 dias, b) 5 dias.

a

Fonte: Autor (2022).

A Tabela 4 apresenta os resultados de absorbancia dos meios de cultivo para as analises

de permeacdo microbiana.

Tabela 4 - Resultados de absorbancia para analises de permeagdo microbiana.

Amostra  Absorbancia (0 dias) Absorbancia (5 dias)

Controle (-) 0,040 0,040
Controle (+) 0,040 0,400
MQP 0,040 0,040
MQE 0,040 0,042

Fonte: Autor (2022).

Da Figura 7 e da Tabela 4, observa-se que no 5° dia de analise, houve um grande au-
mento da turbidez do sistema de controle (+), resultando em um aumento da absorbancia me-
dida, enquanto para os sistemas de controle (-) e revestido com a MQP ndo houve alteragdo da
turbidez do meio. Para o sistema revestido com a MQE houve um aumento sutil da turbidez do
meio no 5° dia. Este aumento de turbidez esta diretamente relacionado com o crescimento de
micro-organismos nos meios de cultura sendo maior a turbidez quanto maior a presenca de

micro-organismos no meio.
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Sendo assim, a MQP e a MQE apresentaram bom potencial de aplicacdo na protecdo de

feridas em termos de barreira a entrada de micro-organismos.
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6 CONCLUSOES

Este estudo permitiu concluir que é possivel a obtencdo de extratos de origem natural
utilizando-se solventes amigaveis ao meio ambiente, como a &gua, e com boas propriedades
ativas para aplicacdo no tratamento de feridas.

Permitiu, também, a obtencdo de membranas de quitosana aditivadas com extrato de
folhas de oliveira e potencial de aplicacdo no tratamento de feridas.

A incorporacdo do extrato de folhas de oliveira as membranas de quitosana proporcio-
nou a obtencdo de membranas com uma matriz polimérica mais continua e homogénea.

Considerando-se as propriedades mecanicas encontradas para as MQP e MQE obtidas,
em relacdo a espessura e resisténcia a tracdo, ambas composicBes apresentaram potencial de
aplicacdo no tratamento de feridas, embora os resultados de alongamento na ruptura encontra-
dos ndo tenham atingido os valores desejaveis para essa finalidade.

Quanto as propriedades de barreira, concluiu-se que para taxa de transmisséo de vapor
de &gua e para a permeabilidade ao vapor de 4gua, ambas as composicBes se apresentaram
adequadas para aplicacdo no tratamento de feridas, com ressalvas para o tipo de ferida a ser
tratado.

Os resultados para intumescimento e solubilidade das membranas, indicaram boa apli-
cabilidade da MQP no tratamento de feridas, enquanto a MQE apresentou resultados inferiores,
indicando uma capacidade limitada de manter a integridade da matriz polimérica dependendo
das caracteristicas da ferida que se deseja tratar.

Em termos de inibicdo ao crescimento de micro-organismos, a MQP néo apresentou
inibicdo contra os micro-organismos avaliados (E. coli e S. aureus) enquanto a MQE destacou-
se neste aspecto com resultados que indicaram boa capacidade de aplica¢do no tratamento de
feridas. Os resultados de permeag@o microbiana foram tais que ambas as composic¢des apresen-
taram capacidade de prover barreira a entrada de micro-organismos e, portanto, de serem apli-
cadas na protecgéo de feridas.

Por tudo isso, fica explicito o potencial do extrato de folhas de oliveira para incorpora-
¢ao a matrizes polimericas com vista a aplicagdo como curativos no tratamento de feridas.

Para estudos futuros, é possivel avaliar a influéncia da adicao de diferentes concentra-
cOes de extrato de folhas, bem como de outros extratos de origem natural, nas propriedades das
membranas. Ainda, pode-se explorar a influéncia da porcentagem de adi¢do do plastificante,

glicerol, nessas propriedades e a combinacdo da quitosana com outros biopolimeros.
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De forma geral, estender os estudos das propriedades das membranas obtidas a estudos
in vivo, pode incrementar muito o entendimento de sua aplicabilidade na protecéo e recuperacéo

de feridas.
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