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RESUMO

Os biopolimeros, como a quitosana, ganharam destaque na pesquisa contemporénea
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e as possibilidades de formulagodes.
Com uma ampla gama de utilidades, os filmes de quitosana chamam a atencéao pelo
seu potencial biolégico e pela possibilidade de desenvolver sistemas de liberagao
controlada. Por outro lado, a Plinia cauliflora, a jabuticaba, é uma planta nativa,
reconhecida na literatura por seus beneficios anti-inflamatoérios, antioxidantes e
antimicrobianos. Portanto, este estudo buscou desenvolver fiimes de quitosana
incorporados com extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora e avaliar as suas
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidantes. As folhas de Plinia
cauliflora passaram inicialmente pelo processo de extracdo e em seguida pelo
doseamento de fendis, taninos e flavonoides. No doseamento foram encontrados
310,42 £ 8,75 pg/mg em equivalente de acido tanico de fendis totais, 108,56 + 0,39
pMg/mg em equivalente de acido tanico de taninos e 36,80 £ 3,44 uyg/mg em equivalente
de rutina de flavonoides. Nos testes de viabilidade celular, anti-inflamatorios,
antioxidantes e antimicrobiano in vitro o extrato se mostrou eficiente. Através da
técnica de evaporacao de solvente, os filmes de quitosana foram formulados com a
adicado do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora nas concentragdes de 5%
(EEPC5%), 2,5% (EEPC2,5%) e 1% (EEPC1%). As solugdes precursoras dos filmes
foram caracterizadas por meio de medidas reoldgicas e de parametros como potencial
zeta, didmetro hidrodindmico e condutividade elétrica, onde foi possivel observar que
EEPC5% apresenta uma melhor interagao entre os componentes da formulagéo e do
extrato. No ensaio de liberagdo, os filmes mostraram o funcionamento do sistema de
liberagao controlada e foi possivel ainda verificar que o filme EEPC5% apresenta uma
maior porcentagem de liberagao. Outros parametros fisico-quimicos dos filmes secos
foram avaliados através de medidas de espessura, peso médio, teor de umidade, grau
de intumescimento, solubilidade e microscopia eletrénica de varredura. A fim de
compreender as interagdes intermoleculares nos filmes secos foram realizados
também a analise térmica, a espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho e
a analise dinamico mecéanica no modo axial e rotacional. No teste de viabilidade
celular, os filmes n&o se mostraram toxicos as linhagens de macrofagos
intraperitoneais de camundongos BALB/c e a fibroblastos L929. No ensaio de
atividade anti-inflamatoria, o filme EEPC5% se mostrou mais eficaz, reduzindo a
producao de 6xido nitrico e de interleucina 6 (IL-6). Enquanto os filmes EEPC2,5% e
EEPC1% apresentaram apenas uma ligeira redugao de IL-6. Os filmes se mostraram
excelentes antioxidantes, especialmente EEPC5%, com resultados significativos no
meétodo do sequestro do radical livre DPPH e no de redugdo do complexo
fosfomolibdénio. Avaliando o seu efeito antimicrobiano, os filmes conseguiram inibir
entre 80 e 100% o crescimento de C. albicans, S. aureus e S. epidermidis. Portanto,
podemos considerar que a integragao entre os componentes da formulagao foi viavel,
capaz de produzir flmes maleaveis e flexiveis, com atividade antioxidante, anti-
inflamatdria e antimicrobiana in vitro significativa, com potencial utilizagdo como
curativo de lesbes cutaneas.

Palavras-chave: Filmes poliméricos; Filmes de quitosana; Plinia cauliflora; Curativos;
Jabuticaba.



ABSTRACT

Biopolymers such as chitosan have gained prominence in contemporary research due
to their physicochemical characteristics and formulation possibilities. With a wide range
of uses, chitosan films attract attention due to their biological potential and the
possibility of developing controlled release systems. On the other hand, Plinia
cauliflora, or jabuticaba, is a native plant, recognized in the literature for its anti-
inflammatory, antioxidant and antimicrobial benefits. Therefore, this study sought to
develop chitosan films incorporated with ethanolic extract of Plinia cauliflora leaves
and evaluate their antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant properties. The
leaves of Plinia cauliflora were first extracted and then assayed for phenols, tannins
and flavonoids. The assay found 310.42 + 8.75 ug/mg to tannic acid equivalent of total
phenols, 108.56 £ 0.39 yg/mg to tannic acid equivalent of tannins and 36.80 *+ 3.44
Mg/mg to rutin equivalent of flavonoids. In the cell viability, anti-inflammatory,
antioxidant and antimicrobial in vitro tests, the extract proved to be effective. Using the
solvent evaporation technique, chitosan films were formulated with the addition of the
ethanolic extract of Plinia cauliflora leaves at concentrations of 5% (EEPC5%), 2.5%
(EEPC2.5%) and 1% (EEPC1%). The film precursor solutions were characterized by
means of rheological measurements and parameters such as zeta potential,
hydrodynamic diameter and electrical conductivity, where it was possible to observe
that EEPC5% has a better interaction between the components of the formulation and
the extract. In the release test, the films showed the functioning of the controlled
release system and it was also possible to verify that the EEPC5% film had a higher
release percentage. Other physicochemicals parameters of the dried films were
evaluated by measuring thickness, average weight, moisture content, degree of
swelling, solubility and scanning electron microscopy. In order to understand the
intermolecular interactions in the dried films, thermal analysis, vibrational spectroscopy
in the infrared region and dynamic mechanical analysis in axial and rotational mode
were also carried out. In the cell viability test, the films were not toxic to intraperitoneal
macrophage strains from BALB/c mice and to L929 fibroblasts. In the anti-inflammatory
activity test, the EEPC5% film proved to be more effective, reducing the production of
nitric oxide and interleukin 6 (IL-6). While the EEPC2.5% and EEPC1% films showeds
only a slight reduction in IL-6. The films proved to be excellent antioxidants, especially
EEPC5%, with significant results in the DPPH free radical scavenging method and in
the phosphomolybdenum complex reduction method. Evaluating their antimicrobial
effect, the films were able to inhibit the growth of C. albicans, S. aureus and S.
epidermidis by between 80 and 100%. Therefore, we can consider that the integration
between the components of the formulation was viable, capable of producing malleable
and flexible films with significant antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial
activity in vitro, with potential use as a dressing for skin lesions.

Keywords: Polymeric films; Chitosan films; Plinia cauliflora; Dressings; Jaboticaba.
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1 -INTRODUGAO

No cenario atual, os biopolimeros estdao dentro de um campo de pesquisa de
grande interesse. Estes compostos, originados a partir do metabolismo de plantas,
animais e fungos, destacam-se por sua ampla disponibilidade na natureza e tém sido
objeto de muitas pesquisas em uma diversidade de campos industriais, abrangendo
desde a industria farmacéutica até a de alimentos e sanitaria (HABITZREUTER, et al.,
2020).

Um grupo notavel dentre os biopolimeros sdo os polissacarideos,
exemplificados pelo amido, quitina e quitosana. Se destacam por suas propriedades
intrinsecas notaveis, como a biocompatibilidade, ndo toxicidade e biodegradabilidade
(AHMED et al., 2020). Além dessas propriedades, os biopolimeros atraem a atencao
da industria devido as suas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas. Atualmente,
essas macromoléculas sdo empregues de varias formas, incluindo de nanofibras,
filmes, hidrogéis e membranas.

Um exemplo relevante dentro desse grupo de biopolimeros € a quitosana, que
tem ganhado reconhecimento crescente devido a sua capacidade de se transformar
em diversas modelos de formulacéo (YIN et al., 2021). Originada da desacetilagdo da
quitina, a quitosana estda abundantemente disponivel e apresenta um conjunto de
propriedades fisico-quimicas notaveis em formulagbes de géis e filmes (MATICA et
al., 2019).

As possibilidades de uso da quitosana séo vastas, abrangendo diversos
setores, desde a industria farmacéutica até a de embalagens. Especificamente na
area farmacéutica, a quitosana se destaca por sua capacidade de gerar sistemas de
liberagao controlada, permitindo a liberagédo gradual de principios ativos incorporados
em suas formulagdes (PEREIRA et al., 2022).

Além disso, a literatura cientifica relata o potencial mucoadesivo, antimicrobiano
e cicatrizante dessa substancia (MOEINI et al., 2020). E importante mencionar que o
efeito antimicrobiano da quitosana ocorre por meio da interagdo de seus componentes
com o acido teicoico, presente na membrana celular de microrganismos, resultando
na reducgéo da protegédo da bactéria em relagdo ao ambiente externo e dificultando a
interacéo com receptores de superficie (XIA et al., 2010; AVILHA FILHO et al., 2020)

Por outro lado, a jabuticaba, Plinia cauliflora (DC.) Kausel, € uma espécie nativa

da mata atlantica brasileira, amplamente distribuida em todo o territério nacional e
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apreciada na gastronomia, sendo consumida em diversas formas, como geleias,
licores, doces e ao natural (NEVES, et al., 2021). Recentemente, pesquisas
confirmaram suas notaveis propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
antimicrobianas (BRITO et al., 2021; PAULA et al., 2021).

Segundo a literatura, a jabuticaba é rica em compostos fendlicos,
especialmente antocianinas, acido elagico, acido galico, elagitaninos, entre outros.
Esses compostos sdo conhecidos por suas atividades antioxidantes e anti-
inflamatdrias bem documentadas (NEVES et al., 2021). As folhas da jabuticabeira, em
particular, destacam-se por sua riqueza em compostos fendlicos, conferindo-lhes
propriedades antioxidantes, anti-inflamatodrias e antimicrobianas notaveis (BRITO et
al., 2021; FRAZOLIN et al., 2022).

Considerando a gama de multifuncionalidades oferecidas tanto pela quitosana
quanto pela Plinia cauliflora (jabuticaba), emerge a perspectiva de uma associagao
entre esses compostos para a formulagao de um sistema de liberagao controlada de
uso topico. Além disso, acredita-se que os filmes de quitosana incorporados com
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora apresentem um notavel potencial

antimicrobiano, anti-inflamatério e antioxidante.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — BIOPOLIMEROS

Desde 1944, os biopolimeros tem sido objeto de extensas pesquisas. Nos
ultimos cinco anos, um notavel acervo de conhecimento foi gerado, com
aproximadamente 94.968 artigos catalogados em diferentes bases de dados. Este
vasto corpo de literatura direciona-se para diversas aplicagdes, evidenciando a
crescente importancia e versatilidade dos biopolimeros.

Esses materiais sdo produzidos no metabolismo intracelular de plantas,
animais e fungos (GEORGE et al., 2020). Dentre os compostos mais abundantes,
destacam-se os polissacarideos, como o amido, a quitina, a quitosana, o alginato e a
celulose. Em seguida, temos as proteinas, os polinucleotideos, os poli-isoprenos e os
poliésteres (AHMED et al., 2020). Devido a facilidade de serem coletados e de
originarem de fontes renovaveis, os polissacarideos e as proteinas tém sido
amplamente utilizados para o desenvolvimento de novos materiais (HABITZREUTER,
et al., 2020). Além de serem biocompativeis, ndo toxicos e biodegradaveis,
apresentam propriedades fisico-quimicas interessantes e atividades bioldgicas.

Os biopolimeros encontram aplicagdo em uma ampla variedade de campos,
abrangendo desde o uso como curativos para lesbes de pele até filtros para o
tratamento de 4gua, sistemas de liberagao controlada de medicamentos e embalagem
de alimentos. A eficacia dessas aplicacbes esta diretamente relacionada as
caracteristicas estruturais, propriedades fisico-quimicas e atividades biologicas
desses biopolimeros e por isso tém sido empregadas de diversas formas (AHMED et
al., 2020).

Os polissacarideos, em particular, sdo macromoléculas compostas por longas
cadeias de carboidratos unidas por ligagbes glicosidicas. Esses compostos s&o
ubiquos na natureza, desempenhando papeis diversos. Por um lado, servem de
reserva energética vital em organismos, exemplificado pelo amido, um polissacarideo
encontrado nas plantas. Por outro lado, desempenham fun¢des de sustentacéo e
protecdo mecanica, exemplificado pela quitosana e sua precursora, a quitina
(HABITZREUTER, et al., 2020).

A quitosana tem se tornado bastante conhecida por suas notaveis propriedades
de biocompatibilidade e biodegradabilidade, o que a torna um candidato promissor

para diversas aplicagdes, incluindo a industria biomédica e alimenticia.
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2.2 - QUITOSANA

A quitosana é reconhecida como um copolimero, derivado da quitina, e é
composta por unidades B (1,4) - 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose e ( (1,4) -2-
acetamino-2-desoxi-D-glucopiranose (Figura 1). Embora possa ser encontrada na
parede celular de fungos, sua fonte de obtengdo mais comum é o resultado da reagéo
de reacao de desacetilagao da quitina, extraida da carapacga de crustaceos e cascas
de camardes (DIAS et al., 2013). A quitosana possui uma estrutura cristalina e

organizada, comprovada por difracéo de raio X (LARANJEIRA et al., 2009).

Figura 1 - Estrutura quimica da quitosana.

CH,0H

CH,0H

Fonte: Adaptado de Dias, et al (2013).

A quitina, por sua vez, € um polissacarideo, reconhecido como o segundo mais
abundante na natureza. E um biopolimero atdxico, biodegradavel e biocompativel,
insoluvel em agua e solventes organicos. Encontrado nas conchas de crustaceos,
paredes celulares de fungos e algas, bem como exoesqueleto de insetos (MATICA et
al., 2019). A quitina é composta por uma cadeia linear de unidades de N-acetil-2-
dioxdi-D-glicopiranose, ligadas entre si por ligagdes glicosidicas p(1,4), como

mostrado na figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica da quitina.

CH,0H CH,0H
H

H NHCOCH, H NHCOCH,

Fonte: Adaptado de Dias, et al (2013).
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A quitina e a quitosana s&o biopolimeros similares a celulose. Esses
biopolimeros se diferenciam apenas no substituinte do carbono 2 do anel
glicopiranosideo. Na celulose, esse carbono possui um grupo hidroxila, na quitina um
grupo acetoamida e na quitosana um grupo amino (DIAS et al., 2013).

A quitosana vém sendo aplicada em diversos setores, desde a industria
agricola até a industria farmacéutica. Demonstrou suas inovagdes em insumos
médicos, engenharia de tecidos, industria de alimentos, embalagens e até mesmo em
cosméticos (RIBEIRO et al, 2017). Gragas a sua capacidade de formular uma
variedade de sistemas, a quitosana pode ser usada para veicular insumo farmacéutico

ativo (IFA) de diferentes formas, que vao desde géis até filmes.

2.2.1 - Processos de obtengao da quitosana

A comercializagdo da quitina envolve um processo de desmineralizagao e
desproteinizagdo das cascas dos crustaceos. Para obtencdo e comercializagdo da
quitosana, é realizado o processo de desacetilagdo, conforme ilustrado na figura 3.
Esse procedimento envolve a adicdo da quitina em meio alcalino, resultando na
hidrolise dos grupos acetamida da quitina e, portanto, conferindo a quitosana o
grupamento de amina primaria. A eficacia desse processo € quantificada através do
grau de desacetilacao (DDA), onde a quitina geralmente possui um DDA entre 0-15%,

enquanto a quitosana apresenta um DDA entre 60-100% (YIN, et al., 2021).

Figura 3 - Processo de obtengéo da quitina e desacetilagado para quitosana.

[ Sources |
@D W

Deproteinization & demineralization j

HiC
. oH = =
own {s3ot 27
o:(m'l HO

Fonte: Adaptado de JIN et al., 2021.




26

A solubilidade da quitosana em meio aquoso esta diretamente relacionada ao
seu grau de desacetilagdo, sendo que a quitina apresenta baixa solubilidade em agua,
enquanto a quitosana é facilmente soluvel em solu¢des aquosas de acidos organicos
(YIN et al., 2021; YANEVA et al., 2020). De maneira geral, a quitosana dissolve-se
facilmente em solugdes de acidos fracos devido a protonagéo dos seus grupamentos
amino (LARANJEIRA et al., 2009).

O grau de desacetilacdo da quitosana € um fator determinante para diversas
de suas propriedades funcionais, incluindo sua solubilidade, bioatividade e
biodegradagao. Além disso, o peso molecular da quitosana desempenha um papel
crucial na determinacao e controle de suas especificidades, como sua viscosidade e
solubilidade em agua (MATICA et al., 2019; ROLIM et al., 2018).

2.3 - APLICACOES BIOLOGICAS DA QUITOSANA

A quitosana é um polimero versatil que tem sido explorado em uma ampla
variedade de formulagdes, com o objetivo de veicular ativos e de utilizar de sua agéo
biolégica. Registros na literatura indicam uma gama de propriedades, incluindo
atividade antimicrobiana, cicatrizante, analgésica e antioxidante (ROLIM et al., 2018;
LIU et al., 2018; BANO et al., 2017; YIN et al., 2021).

A acao cicatrizante da quitosana foi demonstrada em estudos anteriores, como
o realizado por Fraguas e colaboradores (2015), onde as feridas cutaneas em ratos
que foram tratadas com a quitosana pulverizada apresentaram um processo
acelerado de recuperagdo e reducdo significativa da sua largura. Esses efeitos
cicatrizantes muitas das vezes coincidem com as propriedades imunoestimulantes da
quitosana, uma vez que a substancia demonstrada aumenta a ativagao e quimiotaxia
de macréfagos, estimula a produgédo de fibroblastos e promove a sintese de
interleucinas (OKAMOTO et al., 2003; HOWLING et al., 200; MORI et al., 1997).

Além disso, ha relatos de indugédo da analgesia por parte da quitosana e da
quitina, especialmente quando aplicada topicamente em feridas abertas,
proporcionando um efeito refrescante e calmante (OKAMOTO, 2002). Acredita-se que
essa acgao analgésica esta relacionada a capacidade da quitosana de capturar
estimulos acidos liberados no local da lesao, resultando no bloqueio das terminagdes
nervosas (AHMED et al., 2016).

No cenario atual de pesquisa, inumeras investigagcdes exploraram a associagao

de ativos naturais com formulacbdes a base de quitosana, com o objetivo de
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desenvolver alternativas inovadoras e melhorar o desempenho dessas formulagdes
(BASHIR et al., 2023; AY et al., 2023; D’'SOUZA et al.; 2022). Essas iniciativas visam
nao apenas ampliar as propriedades terapéuticas, mas também potencializar os
efeitos anti-inflamatorios, antimicrobianos e cicatrizantes quando combinados com a

quitosana.

2.3.1 - Efeito antimicrobiano da quitosana

A atividade antimicrobiana da quitosana é reportada desde 1979 por Allan e
colaboradores. Esses estudos iniciais destacam o amplo espectro de acao
antimicrobiano da quitosana. No entanto, € importante observar que esse efeito
antimicrobiano pode variar dependendo de fatores como o grau de acetilagdo, massa
molecular, condicdes ambientais e do microrganismo em questéo (AVILA FILHO et al.,
2020).

No caso de bactérias gram-positivas, acredita-se que a agao antimicrobiana da
quitosana ocorre devido a interagbes nao covalentes com o acido teicoico presente
na superficie da membrana celular bacteriana. Embora o processo nao esteja
completamente elucidado, sugere-se que a interacdo com o acido teicoico afete a
capacidade da bactéria de se proteger contra o estresse ambiental, regular a
concentragédo cationica interna ou mesmo dificultar a ligagcdo com receptores de
superficie (XIA et al., 2010).

Por outro lado, em bactérias gram-negativas, acredita-se que a quitosana
esteja competindo, em um ambiente acido, com os cations Ca%* e Mg?* presentes na
parece celular bacteriana. Essa competicao leva a desestabilizacdo da parede celular

e por consequéncia comprometendo a sua integridade (PELGRIFT et al., 2013).

2.4 - CARACTERISTICAS DOS FILMES DE QUITOSANA
2.4.1 - Desenvolvimento de filmes pelo método de casting

Existem diversas técnicas disponiveis para a fabricacdo dos filmes de
quitosana. Dentre as mais conhecidas estdo o dip-coating, spin-coating e,
notavelmente, a técnica de casting, que é amplamente utilizada (MALI et al., 2010). A
escolha da técnica de casting é justificada pela sua praticidade em ser utilizada em
escala industrial e pela capacidade de formular filmes biodegradaveis com 6timos
resultados (VIEGAS, 2016).
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Na da técnica de casting, a solugao precursora é transformada em um filme
sélido ap6s o processo de evaporagao do solvente. Essa técnica € versatil e permite
a formulacdo de fiimes a partir de uma variedade de polimeros, incluindo
polissacarideos, proteinas, lipideos e seus derivados (SOUZA et al., 2010).
Geralmente, os polimeros séo solubilizados em agua, etanol ou acidos orgéanicos, e
uma solucéo plastificante é adicionada para obter uma solugao filmogénica. Apds essa
etapa, a solugéo é vertida sobre um suporte (placa de petri ou vidro) e conduzida a
uma estufa, normalmente sob condi¢des controladas (TERRAZAS, 2019).

A transformacédo da solucdo filmogénica em fiimes € um resultado das
interacdes intermoleculares entre os componentes do filme e, quando presente, do
IFA (VIEGAS, 2016). Durante o processo de secagem, a concentracdo do polimero na
solugédo aumenta, resultando na agregacao das moléculas e na formagéo de uma rede
tridimensional.

As propriedades finais dos filmes sao influenciadas por varios fatores, incluindo
a escolha do polimero, a natureza do IFA, as condigcbes de secagem e o0 ambiente.
Uma das principais desvantagens da técnica de casting € o tempo de secagem e a
dificuldade da produgao de filmes grandes. De maneira geral, os filmes produzidos
por essa técnica exibem boas propriedades mecanicas e menor opacidade. No
entanto, eles tendem a ser sensiveis a umidade e apresentam alta permeabilidade ao
vapor de agua (TERRAZAS, 2019).

24.2 -Formulagao de sistemas de liberagao controlada

A quitosana tem sido alvo de muitas pesquisas com o objetivo de desenvolver
sistemas nanoestruturados destinados a entrega de principios ativos. Esses sistemas
abrangem uma ampla variedade de aplicacbes, desde a fabricacdo de curativos
avancados para o tratamento de lesbes de pele até a formulagdo de géis
termorreversiveis para aplicagao topica.

Os sistemas de liberagdo controladas vém ganhando destaque crescente na
pesquisa farmacéutica devido a sua eficiéncia no tratamento de diversas doencas.
Além disso, esses sistemas oferecem vantagens notaveis, como a reducédo da
toxicidade e a diminuicdo da necessidade de administracdo frequente de doses
terapéuticas (PRIMO, 2015).

A quitosana se destaca nesse cenario, sendo capaz de formular sistemas de

liberacdo controlada altamente eficazes. Um dos aspectos cruciais para o0 sucesso
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desses sistemas € que a quitosana esteja carregada positivamente. Essa
caracteristica é fundamental para promover a difusdo do IFA por meio dos
mecanismos de liberacdo (LARANJEIRA et al., 2009).

O principal beneficio desses sistemas €& a capacidade de administrar
medicamentos com maior seguranga e eficacia, ao mesmo tempo que minimiza os
efeitos adversos indesejados. Além disso, as caracteristicas da quitosana possibilitam
a formulagdo de sistemas de liberacdo controlada adaptados para diferentes
aplicagdes terapéuticas, como a liberagéo gradual de medicamentos, cicatrizagao de

feridas ou a entrega localizada de ativos terapéuticos.

2.5 - AESPECIE PLINIA CAULIFLORA

A Plinia cauliflora (DC.) Kausel € uma espécie botanica que pertence a familia
Myrtaceae e é amplamente distribuida em florestas abertas no Brasil, Argentina e
Paraguai. No Brasil, essa planta € popularmente conhecida como jabuticaba, embora
também possa ser referida por diferentes denominagdes regionais, como jabuticaba-
agu, jabuticaba-paulista, jabuticaba-agu-paulista ou jabuticaba-hibrida. Plantagdes de
jabuticaba s&o frequentemente encontradas nos estados de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo (NEVES et al., 2021).

As espécies da familia Myrtaceae, incluindo a Plinia cauliflora, sdo geralmente
caracterizadas como plantas lenhosas e arbustivas que produzem flores de coloragao
branca ou vermelha (Figura 4). No caso especifico da Plinia cauliflora, o cultivo dessa
planta € geralmente iniciado a partir de sementes, e leva aproximadamente 10 a 12
anos para que os primeiros frutos sejam produzidos. As arvores da jabuticaba atingem
uma altura média de 10 a 15 metros e as suas folhas variam entre 2 a 6 centimetros
(LORENZI et al., 2006).
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Figura 4 - Espécie vegetal Plinia cauliflora (DC.) Kausel.

Arvore de onde sao retiradas as amostras para a confecgdo do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora,
localizada Faculdade de Educagéo Fisica da UFMG em Belo Horizonte, MG.

Os frutos da jabuticaba crescem agrupados em cachos diretamente nos troncos
e ramos da arvore. A maturagao dos frutos ocorre em aproximadamente 40 a 60 dias,
e a colheita é realizada uma vez ao ano, geralmente entre os meses de novembro e
dezembro. Esses frutos apresentam uma polpa branca, que envolve uma unica
semente de tamanho médio (FRAZOLIN et al., 2022). Sdo consumidos de diversas
formas, seja in natura ou processados em geleias, sucos, licores ou vinhos. Devido
ao teor elevado de agucar e agua, é recomendado que sejam consumidos logo apés
a colheita (NEVES et al., 2021).

Embora a espécie seja amplamente utilizada na medicina tradicional, seu
cultivo comercial é limitado devido ao seu longo periodo para a frutificagdo (SANTOS
et al., 2020). Normalmente, o interesse econémico recai sobre os frutos, que sao
consumidos in natura ou na fabricagao de bebidas ou geleias. No entanto, devido a
morosidade do processo de frutificagcdo, muitos produtores sao desestimulados para
investir no cultivo dessa espécie.

Nesse contexto, a subutilizacdo de outras partes da planta, como as folhas e

0s ramos, pode representar uma oportunidade potencial para estimular o cultivo
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comercial dessa espécie (MARTINY et al., 2021). Enquanto a planta n&o atingiu a fase
de frutificagcdo, esses recursos alternativos podem favoreces aos produtores uma
fonte adicional de renda, contribuindo assim para promover o cultivo e a

comercializagao dessa espécie tao rica em beneficios.

2.6 - CONSTITUICAO QUIMICA DE PLINIA CAULIFLORA

A Plinia cauliflora € uma espécie rica em constituintes ativos provenientes de
seu metabolismo secundario. Entre esses componentes, destacam-se os compostos
fendlicos, notadamente os taninos e os flavonoides, que apresentam uma atividade
antioxidante e anti-inflamatoria notavel.

Analises fotoquimicas das frutas, cascas e folhas da espécie identificaram
diversos compostos fendlicos, incluindo polifendis, quercitrina, antocianinas, acido
elagico, acido galico e acidos fendlicos (NEVES et al., 2021, PAULA et al., 2021;
SOUZA-MOREIRA et al., 2013). Os flavonoides, quercetina, miricitrina e rutina sao
alguns dos compostos fendlicos mais investigados nessa espécie. A coloragao escura
dos frutos, que € uma caracteristica marcante da jabuticaba, € atribuida a presenca
de pectina, peonidina e antocianinas (BOARI et al., 2008). Além disso, a polpa dos
frutos € uma fonte rica em nutrientes, contendo o acido ascoérbico, fésforo, ferro e
niacina.

Na pesquisa realizada por Paula e colaboradores (2021), foram identificadas
aproximadamente 22 substancias diferentes no extrato etandlico das folhas de Plinia
cauliflora, incluindo acido quinico, acido galico, acido elagico, quercertina, miricitrina
e miricetina. Estudos de Souza-Moreira e colaboradores (2011) enfatizam a presenga
de substancias fendlicas em folhas e frutos, com destaque para taninos hidrolisaveis,
derivados do acido elagico e de flavonoides. De acordo com o estudo realizado por
De Oliveira e colaboradores (2011), as folhas apresentam taninos e flavonoides,
destacando a presencga de acido elagico, quercetina e miricetina.

Comparando o perfil de substancias descoberta no extrato das folhas com os
frutos de Plinia cauliflora, observa-se uma sobreposicao especifica, visto que muitos
dos compostos fendlicos relatados nos frutos também sao encontrados nas folhas
(SOUZA-MOREIRA et al., 2011). No entanto, € importante notar que, em pesquisas,
as folhas sdo geralmente menos exploradas em comparagao com outras partes da
planta (GALVAO et al., 2021).
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2.7 - ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS FOLHAS DE PLINIA CAULIFLORA

A Plinia cauliflora, tem sido amplamente utilizada pela populagao desde tempos
antigos como um recurso medicinal para o tratamento de diversas condi¢gbes de
saude, como irritagdes na pele, diarreias, labirintite, inflamacdes crénicas e asma
(GASPAROTTO JUNIOR, et al., 2019). Nas praticas da medicina tradicional, observa-
se que os beneficios ndo estdo restritos aos frutos, mas também abrange as folhas,
que sao frequentemente empregadas em chas, xaropes ou infusdes (PAIVA, et al.,
2014). Estudos recentes destacam ndo apenas a abundéancia de nutrientes nessa
espécie, mas também uma rica composicao fendlica que se presume ser responsavel
por muitos de seus efeitos benéficos (NEVES, et al., 2021).

No estudo conduzido por Brito e colaboradores (2021), a Plinia cauliflora foi
reconhecida como uma fonte rica de substancias com potencial para prevenir e tratar
doengas como diabetes mellitus, doengas cardiovasculares e disturbios inflamatorios.
Esse efeito benéfico € diretamente correlacionado com a notavel capacidade
antioxidante e anti-inflamatéria de seus principais constituintes. Além disso, os autores
pontuam ainda uma agéo analgésica significativa por parte desse extrato.

Conforme evidenciado por Souza-Moreira et al. (2011), tanto o extrato
hidroalcdolico de folhas quanto o das frutas demonstram atividade antimicrobiana
eficaz contra bactérias como Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonella sp e
Shigella sonnei, gracas a presenca de taninos e flavonoides. Vale destacar que o
extrato de folhas se mostrou mais eficaz em inibir o crescimento dessas bactérias em
comparagao com o extrato dos frutos, alcangando uma concentragao inibitéria de 5
mg/mL (SOUZA-MOREIRA et al., 2011).

Em um estudo realizado por Frazolin e colaboradores (2022), o extrato aquoso
das folhas revelou uma maior capacidade de inibir o crescimento bacteriano quando
comparado ao extrato das frutas. Os autores atribuem essa eficacia a presenca de
flavonoides, alcaloides, saponinas e taninos. Essa rica composig¢ao confere tanto as
folhas quanto aos frutos propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antiproliferativas (BOARI et al., 2008; SANTOS et al., 2010).

Além disso, na literatura existem relatos sobre a atividade antitumoral das
cascas dos frutos, devido ao seu potencial de reducédo da viabilidade de linhagens
celulares leucemoides e de cancer de prostata e mama (PALUDO et al., 2018; SOUZA

et al., 2022). Andrade e colaboradores (2015) destacam a atividade de relaxamento
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vascular, demonstrado pelo extrato hidroalcoolico da espécie, que leva a hipotensao
arterial sem afetar a frequéncia cardiaca, devido a sua potente atividade antioxidante.

Existem relatos ainda da sua atividade para reducédo da adiposidade excessiva
e acumulo de lipideos hepaticos (MOURA et al., 2021; WU et al., 2012; LENQUISTE
et al., 2015). Vale ressaltar a necessidade de pesquisas adicionais para investigar a
biodisponibilidade e o mecanismo de acao especifico de taninos e acidos fendlicos,
os compostos que estdo associados aos inumeros beneficios dessa espécie (BRITO
et al., 2021).

2.71 -Propriedades antioxidantes da jabuticaba

Diariamente, nosso organismo esta sujeito a processos de oxidagao, seja de
origem externa ou interna. No contexto enddgeno, esses processos oxidativos
ocorrem naturalmente devido a producao de radicais livres, que sdo atomos reativos
capazes de participar em reagdes quimicas com outras moléculas (CAROCHO;
FERREIRA, 2013). O acumulo desses radicais livres pode desencadear o estresse
oxidativo, um fator associado ao desenvolvimento de diversas patologias. Além disso,
acredita-se que o estresse oxidativo contribui para o agravamento de doencgas
inflamatarias.

Para neutralizar os radicais livres gerados endogenamente, o organismo dispde
de um sistema antioxidante natural, composto por enzimas e moléculas. No entanto,
devido a producgao excessiva de radicais livres, faz-se necessaria a suplementagao
desse sistema por outras vias (VELLOSA et al., 2021). Uma fonte rica de compostos
antioxidantes sao as plantas e os vegetais. As plantas tém uma capacidade de sintese
quimica, em especial os compostos fendlicos, com énfase nos flavonoides, que
podem exercer um papel crucial na neutralizagao de radicais livres (SOUSA et al.,
2007).

Tradicionalmente, as espécies da familia Myrtaceae sdao empregadas para
tratar condigdes de saude relacionadas com a acdo antioxidante dessa familia
(SALVADOR et al.,, 2011). O potencial antioxidante da familia Myrtaceae ja foi
documentado e investigado por diversos pesquisadores. Um estudo realizado por
Magina e colaboradores. (2010) avaliou a atividade antioxidante de trés espécies
pertencentes a essa familia: Eugenia brasiliensis, E. beaurepaireana e E. umbeliflora.
Os resultados indicaram teores significativos de compostos fendlicos, os quais

contribuem com a atividade antioxidante das plantas.
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2.7.2. - Propriedade anti-inflamatéria da jabuticaba

Sabe-se que muitos processos inflamatorios estdo intrinsecamente
relacionados ao estresse oxidativo. Assim, devido ao notavel potencial antioxidante
da Plinia cauliflora, acredita-se que essa espécie também possua propriedades anti-
inflamatorias. Os compostos presentes na espécie atuam presumivelmente regulando
a sintese de citocinas pro-inflamatérios, na inibicéo da ciclo-oxigenase 2 e afetando a
expressao de oxido nitrico (BRITO et al., 2021).

Em um estudo realizado por Brito e colaboradores (2021), o potencial anti-
inflamatorio do extrato hidroetandlico das cascas dos frutos de Plinia cauliflora foi

avaliado in vivo. Para induzir o edema na pata de camundongos, utilizou-se a
carragenina, um agente flogistico conhecido por induzir mediadores de fase aguda.
Os pesquisadores observaram que, na fase tardia do teste, o extrato foi capaz de
reduzir significativamente o edema de pata, o que sugere um efeito anti-inflamataério.
Acredita-se que o efeito anti-inflamatdrio dessa espécie esteja diretamente
relacionado a presenca de compostos fendlicos, com os taninos se destacando pela
sua eficacia. Ha relatos na literatura que respaldam a acao eficaz desses compostos
devido a sua capacidade de combate a espécies reativas de oxigénio, que
desempenham um papel crucial nos processos inflamatérios (BAZYLKO et al., 2013).
Outros compostos que podem estar associados a acao anti-inflamatéria sdo os
acidos fendlicos, também encontrados nessa espécie. Acredita-se que esses
compostos desempenham um papel eficaz na prevengao da produgao exacerbada de
oxido nitrico e da reducgao da sintese de citocinas pro-inflamatérias (MA et al., 2015;
WU et al., 2017).

2.7.3 - Propriedade antimicrobiana da jabuticaba

Alguns polifendis identificados na Plinia cauliflora apresentam relatos de
atividade antimicrobiana potente, com ampla eficacia contra microrganismos, tais
como E. coli, S. entérica, B. cereus, S. aureus e L. monocytogenes (HACKE et al.,
2016; OLIVEIRA et al., 2018; FLECK et al., 2021). Em um estudo recente, foi relatado
que a atividade anti-estafilococica esta diretamente relacionada a concentragao de
antocianinas e compostos fendlicos na constituicdo do extrato. Os autores afirmam
que esse efeito independe de alteragdes no pH, temperatura ou mesmo da exposigao
aluz (FLECK et al., 2021).
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Os achados de Fleck e colaboradores (2023) sugerem que o extrato aquoso
das cascas de jabuticaba é eficaz contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
demonstrando atividade contra S. aureus e E. coli. Sabe-se que bactérias gram-
negativas sao mais susceptiveis a compostos ricos em antocianinas e compostos
fendlicos, explicando o efeito relatado na literatura para essa espécie (DEMIRBAS et
al., 2017, FLECK et al., 2023). Rosas-Burgos e colaboradores (2017), relatam que o
acido elagico € um dos principais componentes responsaveis para que aconteca a
inibicao de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Essa agao ocorre devido a sua
eletrofilicidade, que afeta a hidrofobicidade e a interagdo com os componentes da
superficie bacteriana.

Os autores relatam que a atividade antimicrobiana dos polifendis em gram-
positivas ocorre devido ao aumento da permeabilidade da membrana bacteriana
(DIARRA et al., 2020). Ja os taninos tém a capacidade de interagir com os
componentes da parede celular bacteriana, causando a inibigdo da sintese de
peptideoglicano (JONES et al., 1994).

2.8 - APLICACOES POTENCIAIS PARA OS FILMES DE QUITOSANA

Além de sua aplicacdo na area médica, os filmes de quitosana desempenham
um papel fundamental em diversas outras areas. Na industria alimenticia, eles sao
utilizados para ampliar a vida util de produtos frescos, participando como embalagens
funcionais. Essas atividades decorrem das propriedades multifuncionais dos filmes,
os quais além de prolongar a vida util, conseguem também criar uma barreira eficaz
contra a invasédo de microrganismos (WANG et al., 2018).

Outro campo de pesquisa em crescimento explora a utilizacdo desses filmes
como curativos para lesédo de pele (HABITZREUTER, et al., 2020). A capacidade de
incorporar IFA nos filmes e ainda desenvolver um sistema de liberagdo lenta e

progressiva atrai a atengao de pesquisadores.

2.8.1 - Curativos a base de biopolimeros

Sabe-se que uma cicatrizacao eficiente, requer a protecao da ferida contra a
contaminagdo por microrganismos, a manutengdo de um ambiente Umido e a
promog¢ao de trocas gasosas. Para atender essas necessidades, iniciou-se a

utilizagao dos curativos (ABDO et al., 2020). No entanto, com o objetivo de melhorar
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ainda mais o desempenho, os curativos convencionais vém sendo substituidos pelos
curativos modernos (GONZAGA, 2018).

Além da sua fungdo basica de manter a ferida limpa, protegida do ambiente
externo e permitindo a evaporagcdo do exsudato, os curativos modernos possuem
ainda a funcdo de carrear IFA, que podem aprimorar e acelerar o processo de
cicatrizacado. Eles sao classificados de acordo com a sua atividade e podem ser
considerados inativos (gazes e outros tecidos), interativos (hidrocoloides e hidrogéis)
e ativos (contém em sua composicao ativos que aceleram a cicatrizagcado) (WEIGAND
et al., 2010).

Esses curativos podem ser fabricados utilizando diversas técnicas e materiais,
buscando sempre melhorar a agilidade e a eficacia no processo de cicatrizagao
(FERREIRA, 2022). De acordo com Adamu e colaboradores (2021), os curativos
modernos devem atender a critérios essenciais, como serem biocompativeis,
atéxicos, permeaveis, ter a capacidade de protecdo contra infeccbes e permitir a
liberagdo controlada de IFA. Eles estdo disponiveis no mercado em diferentes
formatos, como filmes finos, géis, espumas, lo¢gdes e cremes ou membranas.

Os hidrogéis sao indicados para feridas exsudativas devido a sua alta
capacidade de reter agua (SUDHEESH KUMAR et al., 2012). Ja& o hidrocoloide é
indicado para feridas com pouca formacao de exsudato, devido a sua boa adesao
(GAWRYSZEWSKI, et al., 2009). E as membranas porosas, por sua vez, possuem
uma rede tridimensional que favorece a migracao celular, além de realizar a fungao
de substituicdo da pele durante o periodo aplicado (LEE, et al., 2014).

Por fim, os filmes sao usados no tratamento de feridas superficiais, protecao de
feridas cirurgicas e prevencao de lesbes de pele resultantes de atrito ou umidade
excessiva (BOATENG et al., 2008). Essas formulagdes permitem a liberagado gradual
de IFA, uma excelente troca gasosa, a protegao contra microrganismos € a0 mesmo
tempo que realiza as fungdes de um curativo convencional.

Considerando as potencialidades da quitosana em formular filmes estruturados
e maleaveis, com efeitos biolégicos e as extensas potencialidades anti-inflamatéria,
antioxidante e antimicrobiana da Plinia cauliflora, pretende-se nesse trabalho unir
esses dois compostos, em uma formulagao de filme pela técnica de casting almejando
a criagcao de um sistema de liberacdo controlada, com atividade antioxidante, anti-

inflamatoria e antimicrobiana.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

Desenvolver filmes de quitosana incorporados com extrato etandlico das folhas

de Plinia cauliflora (EEPC) e avaliar as suas propriedades fisico-quimicas e as

multifuncionalidades em relacdo ao seu potencial antimicrobiano, anti-inflamatério e

antioxidante.

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar a partir das folhas coletadas o EEPC.

Realizar a dosagem de fendis, taninos e flavonoides no EEPC.

Avaliar o efeito anti-inflamataério in vitro do EEPC;

Avaliar o potencial antioxidante in vitro do EEPC,;

Investigar o efeito antimicrobiano do EEPC frente a bactérias colonizadoras da
pele;

Desenvolver filmes de quitosana incorporados com EEPC em diferentes
concentracoes;

Avaliar as propriedades fisico-quimicas da solugao precursora dos filmes de
quitosana incorporados com EEPC

Analisar do perfil de liberagdo dos filmes de quitosana incorporados com
diferentes concentracoes de EEPC,;

Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos filmes de quitosana incorporados
com EEPC

Investigar potencial anti-inflamatério in vitro dos filmes de quitosana
incorporados diferentes concentragdes de EEPC;

Avaliar do potencial antioxidante in vitro dos filmes de quitosana incorporados
com diferentes concentragcbes de EEPC e¢;

Analisar do potencial antimicrobiano dos filmes de quitosana incorporados com

diferentes concentracoes de EEPC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas foram coletadas em maio de 2022, na Faculdade de Educacéo Fisica
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) localizada na cidade de Belo
Horizonte, Minas Gerais, nas coordenadas 19°52’30,8” S; 43°58’31,7” O e 820 m. Foi
preparada uma exsicata (BHCB 174029) com uma amostra da planta inteira para a
sua identificagdo. A partir de analises do curador do herbario da UFMG, Professor Dr.
Alexandre Salino, a amostra foi identificada como Plinia cauliflora (DC.) Kausel
(Myrtaceae) (SISGEN/Brasil AO32F41).

4.2 - PREPARO DO EXTRATO VEGETAL

Cerca de 2 kg de folhas foram coletadas e submetidas a secagem em estufa
por 48 h a temperatura de 45 °C. Apds a secagem, as folhas passaram pelo processo
de pulverizagao, utilizando um liquidificador industrial até se obter um p6. Em seguida,
iniciou-se o processo de maceragao estatica com alcool etilico absoluto PA, a
temperatura ambiente durante 15 dias para esgotamento do material vegetal. Para a
obtengdo do extrato etandlico bruto, o solvente foi removido em um evaporador
rotatério da marca BUCHI Labortechinik AG (V-700), por meio de pressao reduzida e
banho maria de 45 — 55 °C. O extrato etandlico bruto das folhas de Plinia cauliflora

(EEPC) foi armazenado em frasco de vidro com tampa, refrigerado a 5 °C.

4.3 - DOSEAMENTO DE COMPOSTOS MAJORITATIOS DE EEPC
4.3.1 -Teor de fenois totais e taninos

A determinacgao do teor de fendis totais e de taninos foi realizada através do
meétodo descrito por Folin (1927) com adaptagdes. Foi preparado uma curva analitica
padrédo com acido tanico com concentragéo variavel entre 7,5 a 350 pg/mL. Em
seguida, foi preparada uma solugédo estoque com EEPC a 1 mg/mL em metanol e
desta solugéo foram adicionados 30 yL em uma microplaca de 96 pogos. Além da
amostra, foram adicionados em cada pog¢o 120 pyL do reagente de Folin-Ciocalteu a
20 % e 100 pL de carbonato de sdédio a 4 %. A solugao reagente foi substituida por
metanol para o branco do experimento. A placa permaneceu incubada por 30 min, ao
abrigo da luz e a absorbéancia foi medida a 770 nm em espectrofotdmetro (UV-Vis

ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2). O experimento foi realizado em
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triplicata e o conteudo total de fendis foi expresso em ug/mg de extrato vegetal em
equivalentes de acido tanico.

Para a determinagéo do teor de taninos, foram preparadas as solugdes estoque
de EEPC em etanol a 1 mg/mL e uma solugcédo de gelatina em agua a 2,5% (p/v).
Juntou-se 1 mL de cada solugdo estoque e agitou-se durante 60 min em agitador
magnéticoe posteriormente foi centrifugada e filtrada em papel de filtro. O filtrado
resultante foi utilizado para a analise de fendis totais ndo adsorvidos pela gelatina com
o mesmo método descrito anteriormente. O experimento foi realizado em triplicata e o
conteudo total de tanino foi expresso pela diferenca entre fendis totais e fendis nao

adsorvidos pela gelatina em pg/mg de extrato vegetal em equivalentes de acido tanico.

4.3.2 -Teor de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado pelo método desenvolvido por Miliauskas
e colaboradores (2004), com algumas adaptagdes. Inicialmente, preparou-se uma
curva de analitica com diferentes aliquotas de uma solu¢do com rutina a 0,5 mg/mL
em etanol. O EEPC foi pesado e solubilizado em etanol até atingir a concentragao de
1 mg/mL, padronizando a solugdo estoque para o experimento. Desta solugéo foram
transferidos 0,2 mL para um tubo de ensaio, juntamente com 4,6 mL de etanol, 1 gota
de acido acético glacial e 0,2 mL de uma solugéo etandlica de cloreto de aluminio a
2%. Como branco, foi preparado um tubo substituindo a solugao de cloreto de aluminio
pelo mesmo volume de etanol. Os tubos permaneceram por 40 min incubados ao
abrigo da luz e apds o periodo a absorbancia das amostras foram lidas utilizando um
espectrofotdmetro (UV-Vis ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 415
nm. O ensaio foi realizado em ftriplicata e o conteudo total de flavonoides foi expresso

em pg/mg de extrato vegetal, em equivalentes de rutina.

4.4 - CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE EEPC

441 - Determinacao da citotoxicidade em linhagens celulares
4.4.1.1 — Viabilidade celular in vitro em macréfagos

4.4.1.1.1 - Linhagem celular

Os macrofagos utilizados no experimento de viabilidade celular foram obtidos
da cavidade peritoneal de camundongos machos BALB/c, pesando entre 20-25 g,

obtidos no Centro de Biologia da Reprodug¢do da Universidade Federal de Juiz de
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Fora. Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as recomendacdes das
Diretrizes Eticas para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério dos Institutos
Nacionais de Saude e protocolo para a utilizagdo dessas linhagens de macrofagos foi
aprovado pelo Comité de Etica para a Investigacdo Animal da Universidade Federal
de Juiz de Fora (n° 007/2018-CEUA). As células foram mantidas em estufa a 5% de

CO2 até a realizagao do experimento.

4.41.1.2 - Ensaio de redugao metabdlica do MTT

A viabilidade celular foi analisada por meio da redu¢ao mitocondrial do 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5- brometo de difeniltetrazdlio (MTT) ao formazam, conforme
descrito por Mossman (1983). Inicialmente, as células de macréfagos foram cultivadas
em meio RPMI-1640, suplementado com 2Mm de L-glutanima, 5% de SFB, 100 ug/mL
de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina. Posteriormente, essas células foram
distribuidas para placas de 96 pocgos (2x10° células/pogo) e submetidas a um
tratamento com diferentes concentragcbes de EEPC, variando de 300,00 a 18,75
pug/mL. Para fins de controle, células tratadas apenas por dimetilsulféxido (DMSO) a
0,06% (veiculo) foram incluidas no experimento. Apds essa etapa, as células foram
reincubadas por 48 h, mantendo-se a atmosfera de 5% de CO:2 e a temperatura de 37
°C. Ap6s o periodo de incubagao, o sobrenadante foi removido e substituido por 90 uL
de meio suplementado e 10 uL da solugédo de MTT a 5 mg/mL. As placas foram entao
incubadas por mais 2 h e 30 min a 37 °C, em uma atmosfera com 5% de CO2. Dois
experimentos independentes foram realizados e em triplicata para cada concentragao.
Apods a conclusao do protocolo, a absorbancia das amostras foi medida a 570 nm por
meio de um espectrofotémetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA),

e a porcentagem de células viaveis calculada por meio da seguinte formula:

Abs amostra
Abs DMS0 0,06%°

% células viadveis = ( 100

Onde: Abs amostra: Absorbancia medida apdés o tratamento das células com a
amostra; Abs DMSO 0,06%: Absorbancia medida apds o tratamento das células com
0,06% de DMSO.
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4.4.1.2 - Viabilidade celular in vitro em fibroblastos
4.4.1.2.1 Linhagem celular

Os fibroblastos L929 (ATCC® CCL-1 NCTC) foram cedidos pelo professor Dr.
Frederico Pittella Silva do Laboratério de Desenvolvimento de Sistemas
Nanoestruturados (LDNano) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Juiz de Fora. As células foram cultivadas em garrafas de cultura com meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de uma solugéo de antibioticos, contendo penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100
pg/mL). Elas foram incubadas em uma estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2
até atingirem 80% de confluéncia. Posteriormente, o0 meio de cultura foi removido, as
células foram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), e em
seguida, 1 mL de tripsina a 0,25% em EDTA foi adicionado. Os frascos foram
reincubados por 4 min a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. Apds esse periodo,
adicionou-se 4 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de solugao de antibiéticos para inativagdo das enzimas. O meio de cultura e as células
foram recolhidos e transferidos para um tubo de centrifugacédo estéril, onde foram
centrifugados por 4 min a 3500 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e
as células ressuspendidas com DMEM suplementado com soro fetal bovino e
antibioticos. A suspensao celular foi contada em uma camara de Neubauer e utilizadas

no ensaio de viabilidade celular.

4.4.1.2.2 Ensaio de redugcao metabdlica do MTT

As células foram transferidas para microplacas de 96 pocos, com densidade de
5 x 103 células/pogo, e foram incubadas por 24 h a 37 °C, em uma atmosfera de 5%
de CO2. Em seguida, o meio de cultura foi removido, e adicionou-se 100 yL de meio
DMEM suplementado com soro fetal bovino e antibiéticos, contendo EEPC
previamente diluido em 20 pL de DMSO, de modo a obter concentracdes variando de
300,00 a 18,75 ug/mL. Como controle utilizou-se as células tratadas apenas com
DMSO. As placas foram novamente incubadas por 48 h, mantendo-se a atmosfera de
5% de CO:2 e a temperatura de 37 °C.

Apos esse periodo, o meio foi removido, e 90 uL de meio DMEM suplementado,
adicionalmente com 10 pL da solugdo de MTT a 5 mg/mL, foram adicionados a cada

poco. As placas foram entdo incubadas por mais 2 h e 30 min a 37 °C, em uma
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atmosfera com 5% de COz. Posteriormente, o precipitado formado foi diluido em 100
ML de DMSO, e a leitura foi realizada em espectrofotbmetro (SpectraMax M2,
Molecular Devices, EUA) a 570 nm.

O calculo da porcentagem de viabilidade celular para as células tratadas com
EEPC foi realizado a partir das medias das respectivas absorbancias, considerando-
se o valor médio da absorbancia do grupo controle negativo com 100% de viabilidade.
O ensaio foi realizado em triplicata para cada concentracdo em dois experimentos

independentes.

44.2 - Determinagao da atividade anti-inflamatéria de EEPC
4.4.2.1 - Ensaio de dosagem de 6xido nitrico (NO)

A determinagao dos niveis 6xido nitrico (NO) foi realizada apés o estimulo e o
tratamento dos macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, de acordo com o
método de Griess para a medicao indireta de 6xido nitrico por dosagem de nitrito,
conforme descrito por Sun et al. (2003). Inicialmente, os macrofagos foram
transferidos para microplacas de 96 pogos (2 x 104 células por pogo), e tratados com
EEPC em concentragdes variando de 300,00 a 9,37 ug/mL. Em seguida, foram
estimulados com LPS a 1 uyg/mL e IFN-y a 1 ng/mL, com o propdsito de intensificar o
estimulo. O volume restante do pogo foi completado com meio RPMI. As placas foram
incubadas por 48 h a 37 °C, em uma atmosfera a 5% de COs..

Para fins de controle do experimento, foram utilizadas células que n&o
receberam o tratamento com EEPC, mas que foram estimuladas com LPS e IFN-y
(controle-estimulo). Além disso, utilizou-se também células sem nenhum tipo de
tratamento para avaliar a producao basal de NO (controle-basal). A medic¢ao indireta
de NO foi realizada no sobrenadante da cultura apds o periodo de incubagdo. A
solucéo resultante foi lida em um espectrofotémetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) a 540 nm. A quantidade de 6xido nitrico (uM) foi determinada por
meio da comparagao com uma curva padrdo obtida a partir da diluicao seriada de
nitrito de sodio (GUEVARA et al.,1998). Dois experimentos foram realizados e em

triplicata para cada concentragdo testada.

4.4.2.2 - Ensaio de dosagem de TNFa

Para a dosagem de TNFa, os macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c

foram estimulados e tratados com EEPC. Inicialmente, as células foram transferéncia
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das células para microplacas de 96 pogos (2 x 10% células por pogo), e tratadas com
EEPC nas concentragdes de 300 e 150 pg/mL. A placa foi entdo incubada 6 h, a 5%
de CO2a 37 °C. Em seguida, as células foram submetidas a um processo de estimulo,
sendo expostas a 1ug/mL de LPS, e incubadas por mais 24 h nas mesmas condi¢des
descritas anteriormente.

Os grupos de controle incluiam células que nao passaram por tratamento com
EEPC, mas que foram estimuladas (controle-estimulo), bem como células que nao
receberam nenhum tipo de tratamento ou estimulo (controle-basal). A quantificagéo
de TNFa foi realizada no sobrenadante coletado, empregando o método
imunoenzimatico (ELISA) com o kit Mouse TNF ELISA Set da BD OptEIA™. As
absorbancias foram medidas em um espectrofotdbmetro (SpectraMax M2, Molecular
Devices, EUA) a 450 nm, e as concentragdes de citocinas determinadas conforme a
curva padrdo. Dois experimentos foram realizados e em ftriplicata para cada

concentracao testada.

4.4.2.3 Ensaio de dosagem de citocina pro-inflamatéria Interleucina-6

Os macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c também foram utilizados
para avaliar a producéo de interleucina-6 (IL-6) apds o tratamento com EEPC, nas
concentragdes de 300 e 150 ug/mL durante 6 h. Apds o tratamento, as células foram
estimuladas com LPS a 1 ug/mL durante 24 h. Os grupos de controle incluiam células
sem nenhum tipo de estimulo ou tratamento (controle-basal) e células que n&o foram
tratadas com EEPC, mas que foram estimuladas com LPS (controle-estimulo).

O sobrenadante coletado foi submetido a quantificagdo de IL-6, utilizando um
ensaio imunoenzimatico (ELISA) do tipo sanduiche (Kit BD OptEIA™). As
concentragbes da citocina (pg/mL) foram determinadas por meio da leitura da
absorbancia em um espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA) a
450 nm, com base em uma curva padrao. Dois experimentos foram realizados e em

triplicata para cada concentragdo testada.

4.4.2.4 Ensaio de dosagem de corpusculos lipidicos

A dosagem de corpusculos lipidicos foi realizada macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c, de acordo com o método de Basselin et al. (1997), com
algumas modificagbes. Inicialmente, as células foram semeadas em uma

concentragdo de 2 x 10° por poco e posteriormente foram tratadas com EEPC nas
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concentracdes de 300 e 150 pg/mL. Em seguida, foram estimuladas com LPS a 1
pMg/mL e IFN-y a 1 ng/mL, permanecendo incubadas por 48 h, a 5% de CO2a 37 °C.

ApOs esse periodo de incubacgao, as células foram lavadas com PBS e coradas
com 200 uL de corante Nile Red (10 pg/mL) em PBS, durante 20 min a 25 °C. Os
grupos de controle incluiam células que n&o foram tratadas com EEPC, mas que
receberam estimulo com LPS e IFN-y (controle-estimulo) e células que nao foram
submetidas a nenhum tratamento (controle-basal).

Para quantificar o acumulo de corpusculos lipidicos, a leitura da absorbancia
foi realizada em um espectrofluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski,
VT, USA), nos comprimentos de onda de 485 e 528 nm de excitacdo e emissao,
respectivamente. Os resultados foram expressos em intensidade de fluorescéncia.

Dois experimentos foram realizados e em triplicata para cada concentragao testada.

443 - Determinagao da atividade antioxidante de EEPC
4.4.3.1 Dosagem dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Baseado no método de Stroppa et al. (2017), com algumas modificagoes, o
nivel de espécies reativas de oxigénio em macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c foi avaliado. Estes foram semeados, tratados com EEPC nas concentragbes
de 300 e 150 ug/mL, estimulados com LPS a 1 ug/mL e IFN-y a 1 ng/mL e em seguida
incubados por 48 h, a 5% de CO2a 37 °C. Apods esse periodo, as células foram lavadas
com PBS e incubadas com diacetato de 2’,7’-diclorodi-fluoresceina (H2DCFDA) a 1
mM por 30 min no escuro a 37 °C e 5% de CO2. Como controle do experimento, foram
utilizadas células que n&o receberam tratamento, mas receberam estimulos (controle-
estimulo). Para a determinagdao dos niveis de ROS, o sobrenadante foi avaliado
fluorimetricamente a 485/528 nm de excitacdo e emissado, respectivamente, no
equipamento Lx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA e os resultados
foram apresentados em intensidade de fluorescéncia. Dois experimentos foram

realizados e em triplicata para cada concentragao testada.

4.4.3.2 - Método de sequestro de radical livre DPPH-

Baseada no método de Brand-Wiliams et al. (1995) foi realizada a
determinacao da atividade sequestrante de radicais DPPH+. Em uma microplaca de
96 pocos, foram adicionados 100 yL de uma solugdo 1mg/mL do EEPC e controle

positivo (rutina e quercetina) em metanol. Utilizando 50 yL de metanol, foi realizado
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uma diluicdo sucessiva e logo apds, adicionou-se 150 uL da solugdo reagente de
DPPH a 20 ug/mL em metanol em todos os pogos. Apods esse procedimento, obtemos
concentragdes entre 250,00 a 0,49 pg/mL. Nos pogos correspondentes ao branco a
solucao reagente de DPPH foi substituida pela mesma quantidade de metanol. Ja nos
pogos correspondentes do controle negativo, foi medida a absorbancia apenas para a
solucado de DPPH. A placa foi incubada ao abrigo da luz, por 30 min e apds esse tempo
foi realizada a leitura da absorbéncia em espectrofotémetro (UV-Vis ThermoScientific
Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 517 nm. O experimento foi realizado em
triplicata e os resultados expressos em concentragdo inibitéria de 50 % (CI50) em

pMg/mL.

4.4.3.3 - Método de redugao do complexo de fosfomolibdénio

Baseado no método de Prieto et al. (1999), o EEPC e os controles positivos,
quercetina e rutina, foram solubilizados em metanol e agua (1:1), formando uma
solugédo hidroalcdolica na concentragdo de 0,5 mg/mL. Além disso, preparou-se
também uma solugcdo reagente com 1,12 mL da solucado de fosfato, 0,48 mL da
solucdo de molibdato e 0,4 mL de acido sulfurico. Em tubos de ensaio, foram
adicionados 300 uL da amostra (EEPC e controles positivos) e 2 mL da solugao
reagente preparada anteriormente. Estes tubos foram fechados hermeticamente,
aquecidos em banho maria durante 90 min a temperatura de 95 °C e em seguida
resfriados em banho de gelo. A solugéo reagente foi substituida pelo metanol para o
branco da amostra. Ao final, a solucao foi adicionada em microplaca de 96 pocgos e
realizou-se a leitura em espectrofotdbmetro a 695 nm (UV-Vis ThermoScientific Skanlt®
Multiskan GO, software 3,2). O experimento foi realizado em triplicata e os valores
foram expressos em porcentagem de atividade antioxidante relativa (AAR%) ao acido
ascorbico, quercetina e rutina, considerando a média e o desvio padrao (NEGRI et

al.,2009). A atividade antioxidante relativa é determinada conforme a equacao:

Abs (amostra) — Abs (branco amostra)

AAR% = 100

X
Abs (controle positivo) — Abs (branco controle positivo)

Onde, Abs (controle positivo): absorbancia mensurada pelos controles positivos
acido ascorbico, quercetina e rutina; Abs(amostra): absorbancia mensurada para as

amostras; Abs(branco amostra): absorbancia mensurada para o branco das amostras;
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e Abs(branco controle positivo): absorbancia mensurada para o branco dos controles

positivos.

4.4.3.4 Sistema B-caroteno / acido linoleico

De acordo com o método proposto por Melo & Mancini Filho (1989), com
algumas modificagdes, a atividade de inibicdo da peroxidacao lipidica foi avaliada.
Inicialmente, as solugdes estoques de 1 mg/mL de EEPC, rutina e quercetina em
metanol, foram preparadas. Todas as solugdes estoques foram diluidas entre as
concentragdes de 1000,00 e 31,25 pg/mL para posteriormente a melhor concentragao
inibitéria ser escolhida. Foi preparado uma emulsdo contendo: 100 uL da solucio de
B-caroteno a 10mg/mL de CH2Cl2, 30 pL de acido linoleico, 265 uL de Tween 40, 500
ML de diclorometano. Utilizando nitrogénio gasoso, o solvente foi evaporado por
completo e em seguida adicionou-se sob agitagdo 30 mL de agua destilada saturada
com oxigénio por 1 hora. A absorbéncia da emulséo foi ajustada entre 0,6 e 0,7
utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis a 470 nm.

Foram adicionados 250 pL de emulsdo e 10 pL de amostra em uma microplaca
de 96 pogos, obtendo-se concentragdes finais entre 38,46 a 1,20 ug/mL. Substituindo
a amostra pelo mesmo volume de metanol, foi realizado o controle negativo onde seria
determinado 100% de oxidac&do. Para acelerar as reacdes de oxidagao e iniciar o
descoramento do [B-caroteno, a placa foi incubada a 45 °C. Utilizando um
espectrofotdometro (UV-Vis ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 470
nm as absorbancias dos pogos foram avaliadas no tempo zero e com intervalos de 15
min até completar 120 min de reacéo.

O experimento foi realizado em ftriplicata e os resultados expressos em
porcentagem de inibigdo (%). A porcentagem de inibigdo € mensurada a partir de um
céalculo em relagdo ao decaimento da absorbancia do controle negativo, conforme a
equagao abaixo. Sao considerados valores menores que 0,2 para que seja
considerado 100% de oxidagdo do acido linoleico ao final da reagcdo. Para encontrar
os valores de F1 (capacidade de bloqueio da formagao de peroxidos) entre 15 e 45
min de reagao e os valores de F2 (capacidade inibir outras espécies radicalares) entre
75 e 90 min de reagéo, avaliou-se a curva de oxidagao entre o controle negativo, o
EEPC e o controle positivo, utilizando um célculo de tangente. As equacdes estéao

demonstradas abaixo:
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Abs cn — Abs am

o] = 1
nol Abs cn x 100
_ Abs (15) — Abs (45) Pl Tg Abs am
B 45 —15 "~ TgAbscn
Abs (75") — Abs (90") Tg Abs am
Tg = F2="277277
75—90 Tg Abs cn

Onde, Abs cn: absorbéncia mensurada para o controle negativo; Abs am:
absorbancia mensurada para a amostra; %I: porcentagem de inibicdo da

lipoperoxidagao; tg: tangente.

4.4.3.5 Inibicao da formagao de malondialdeido

Considerando o método descrito por Osa (2005), com algumas modificagoes,
a determinacao da peroxidacao lipidica por meio da quantificagdo de malondialdeido
(MDA) foi avaliada. Foram utilizadas as concentragbes de 7, 15 e 30 yg/mL, para o
EEPC e BHT (controle positivo), ambos solubilizados em metanol. Como controle
negativo foi utilizado apenas o metanol, sem adicdo de amostra. Inicialmente, foram
preparados os homogenatos para cada amostra contendo em um béquer 25 g de
carne moida, 17 mL de agua destilada e as respectivas amostras ja solubilizadas em
metanol. Em seguida, os homogenatos foram aquecidos em chapa aquecedora até o
surgimento dos primeiros sinais de cozimento da carne. Nesse momento o volume de
agua foi completado g.s.p 100 mL e realizou-se a homogeneizagdo. Posteriormente,
os homogenatos foram transferidos para um frasco ambar, vedado e foram
armazenados sob refrigeragéo por 8 dias.

Nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 foram realizadas as leituras das absorbancias das
amostras, a fim de realizar a quantificacdo de MDA. Para essa leitura, em um tubo de
ensaio, adicionou-se 0,5 g de homogenato, 50 uL de BHT, 2,5 mL de acido fosférico a
1% e 1,25 mL de acido tiobarbiturico (TBA). Essas solugdes foram aquecidas por 15
min a 100 °C em banho maria e resfriadas por 10 min em banho de gelo.
Posteriormente, foram adicionados 3 mL de butanol e os tubos foram centrifugados a
4000 rpm por 5 min. Em uma placa de 96 pocos, foram adicionadas aliquotas de 200
ML do sobrenadante de cada tubo de ensaio e foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro (UV-Vis ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 535
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nm. A partir da curva padrao de MDA, que foi realizada, a quantidade de MDA formada

em cada amostra foi quantificada em triplicata.

4.4.4 Determinagao da atividade antimicrobiana de EEPC
4.4.4.1 Linhagens bacterianas e fungicas

Com o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana de EEPC, foram
selecionadas diversas linhagens de bactérias e fungos, incluindo: Staphylococcus
epidermidis ATCC® 0016™; Staphylococcus aureus resistente aos antibidticos
convencionais ATCC® 33591™; Escherichia coli ATCC® 10536™; Candida albicans
sensivel aos antifungicos convencionais ATCC® 24433™ e Candida albicans

resistente a anidulafungina, voriconazol, itraconazol e fluconazol ATCC® 10231™.

4.4.4.2 Determinagédo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

As linhagens bacterianas foram cultivadas em agar Mueller-Hinton e incubadas
a 37 °C por 24 h, baseado no protocolo descrito pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI (2017; 2018). Por sua vez, as linhagens fungicas foram cultivadas em
agar Sabouraud e incubadas a 35 °C, também por 24 h, seguindo o mesmo protocolo.
O EEPC foi diluido agua destilada e em 1:1 DMSO e TWEEN a 1% até obter uma
solugéo estoque de EEPC a 2,5 mg/mL.

Em uma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 100 uL de caldo Roswell
Park Memorial Institute — 1640 (RPMI-1640) nas placas destinadas aos testes com
fungos, enquanto o mesmo volume de caldo Muller-Hinton (MH) foi adicionado nas
placas destinadas para o cultivo das bactérias. Posteriormente, em ambas as placas,
adicionou-se 80 pL da solugdo estoque de EEPC, seguido de uma dilui¢ado sucessivas,
com o intuito de obter concentragdes que variam de 1000,0 a 62,5.

Para prepara o inoculo, utilizou-se uma diluicdo na proporgao de 1:99 a partir
de uma suspensdo contendo 10 UFC/mL, de acordo com a escala turbidimétrica
padrao de 1 McFarland para as bactérias e de 0,5 McFarland para os fungos. Para
completar os pocgos, adicionou-se 20 uL do inéculo preparado, resultando em uma
concentragdo de 10% UFC/mL em cada pogo com fungos e 10° UFC/mL em cada pogo
com bactéria. Simultaneamente, foi adicionado em um pog¢o apenas o caldo, RPMI ou
MH, agua estéril e o microrganismo, para ter controle de crescimento. Em outro pogo
foi confeccionado o branco do experimento, utilizando apenas caldo RPMI-1640 ou

MH e as concentragdes de EEPC.
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As placas destinadas ao cultivo de bactérias, foram incubadas por 24 h a 37
°C, enquanto as placas destinadas aos fungos, foram incubadas a 35 °C por 24 h,
antes de proceder-se a leitura. Apos o periodo de incubacéo, analisa-se a presenca
de turvacdo em cada pogo com microrganismo, caso o meio esteja turvo considera-
se que houve crescimento microbiano, caso esteja limpido considera-se que né&o
aconteceu crescimento em decorréncia da presenga do extrato. A concentragao
inibitéria minima (CIM) corresponde a concentracdo minima de extrato que nao
apresentou turvacdo no meio, ou seja, ndo teve crescimento microbiano. O

experimento foi realizado em ftriplicata.

4443 Determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM) e
concentracgao fungicida minima (CFM)

A determinacédo concentracédo bactericida minima (CBM) e da concentragéo
fungicida minima (CFM), apos a definicdo dos valores definidos da concentracao
inibitéria minima (CIM) foi realizada de acordo com o método de Spencer e Spencer
(2004), com algumas modificagdes.

Nos pogos em que nao foi possivel visualizar o crescimento microbiano, retirou-
se uma aliquota de 10 uL, que foi cultivada placas de agar Mueller-Hinton (para
bactérias) ou Sabouraud (para fungos), as quais foram subsequentemente incubadas
por 24 h a 37 °C e 35 °C, respectivamente.

ApOs esse periodo, as amostras que nao apresentaram crescimento de
colénias foram classificadas consideradas fungicida ou bactericida. Em contrapartida,
as amostras que apresentarem o crescimento de alguma col6nia foram consideradas

fungistatica ou bacteriostatica.

4.5 - DESENVOLVIMENTO DOS FILMES DE QUITOSANA CONTENDO EEPC

Os filmes de quitosana foram obtidos através da técnica de evaporacido de
solvente, segundo a metodologia de Escarcega et al., (2018), com algumas
modificagdes. Inicialmente, foi preparada uma solucéo precursora base contendo
quitosana a 2% (p/v) em acido acético 1% (v/v). Essa solugao foi agitada durante 60
min em um agitador mecénico (Fisatom®) a 1100 rotagdes/min, aproximadamente, em

temperatura ambiente (Figura 5).



50

Figura 5 - Esquema ilustrado da formulag&o dos filmes de quitosana com extrato
etandlico das folhas de Plinia cauliflora (EEPC).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Apos esse tempo, foi adicionada glicerina 7,5% (v/v) e a agitagao continuou por
mais 30 min. EEPC foi entdo solubilizado em 2 mL de etanol em diferentes
concentragcbes (Tabela 1) e a solugdo base foi dividida em 4 fragcbes para a
incorporacao das diferentes concentragdes. Para fins comparativos, foi preparado
filme branco, contendo apenas 2 mL de etanol, o solvente utilizado para solubilizagao

do extrato.

Tabela 1 — Concentracéo dos constituintes dos filmes de quitosana com extrato
etandlico das folhas de Plinia cauliflora (EEPC).

Quitosana Glicerina EEPC
Amostra
(% plv) (% viv) (% plv)
SEEPC 2 7.5 -
EEPC 1% 2 7,5 1
EEPC 2,5% 2 7.5 2,5
EEPC 5% 2 75 5

SEEPC: Filmes de quitosana sem a incorporagéo de extrato; EEPC 1: Filmes de quitosana contendo o extrato

etandlico das folhas de Plinia cauliflora na concentragédo de 1% (p/v); EEPC 2: Filmes de quitosana contendo o
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extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora na concentragéo de 2,5% (p/v); EEPC 5: Filmes de quitosana
contendo o extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora na concentragéo de 5% (p/v).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Apods a incorporagao do extrato, as solugdes foram desgaseificadas utilizando
o banho ultrassénico por 90 min em temperatura ambiente. Por fim, foram vertidos 12
mL de cada solugdo em placas de Petri de 9 cm de diametro e estas foram secas a
40 °C em estufa durante 18 h.

4.6 - CARACTERIZACAO FiSICO-QUIIMICA DOS FILMES DE QUITOSANA
CONTENDO EEPC

4.6.1 - Caracterizagao fisico-quimica das solugoes precursoras dos filmes de
quitosana contendo EEPC

4.6.1.1 Determinagao dos parametros reologicos das solug¢des precursoras dos
filmes de quitosana contendo EEPC

O comportamento reolégico das solugdes precursoras dos filmes foi
determinado por meio de um redmetro automatizado DHR1 da T.A. Instruments. Apos
a varredura da tensado de cisalhamento, medindo a viscosidade das solugbes obtém-
se a curva de fluxo e de viscosidade de cada amostras. Com esses parametros, &
avaliado o perfil newtoniano ou ndo newtoniano das amostras. O experimento foi
realizado utilizando geometria placa-placa, gap de 1000 ym, taxa de cisalhamento
variando de 1 até 500 s-1 a 25 °C. O tratamento de dados foi executado com auxilio
do software Microcal Origin 9.0® (LANNA et al., 2015).

4.6.1.2 Determinacdo da condutividade elétrica e potencial zeta (PZ) das
solugdes precursoras dos filmes

A condutividade elétrica e o potencial zeta das solugdes precursoras dos filmes
de quitosana contendo EEPC foram avaliados segundo a técnica padrao Malvern
velocimetria por laser doppler (Laser Doppler Velocimetry) acoplado com “M3-PALS
analise de fase por espalhamento de luz (Phase Analysis Light Scattering)”. Utilizando
0 equipamento Zetasizer Nanoseries da Malvern (modelo Nano-ZS90), as amostras
foram inseridas em uma cubeta capilar de polietileno acoplada a eletrodos,
considerando um angulo de espalhamento de luz de 173°. O tratamento de dados foi
realizado no software Microcal Origin 9.0° e o valor de potencial zeta e de
condutividade foi calculado com a média de cinco medidas independentes com cinco
contagens cada (LANNA et al., 2015).
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4.6.1.3 Distribuicdo do tamanho de particula por espalhamento de luz dinamico
(DLS) das solugbdes precursoras dos filmes

Utilizando o equipamento Zetasizer Nanoseries da Malvern, foi determinado o
tamanho dos agregados moleculares de cada solugao precursora dos filmes, por meio
de um modulo fotométrico de medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS).
Considerando uma temperatura de 25 °C, as amostras foram inseridas na cubeta de
polietileno de 1 cm de caminho 6ptico e submetidas ao feixe de luz monocromatico
(Laser He-Ne de 4 mW e comprimento de onda de 633 nm) com intensidade de luz
espalhada a um angulo de 90°. Apds dez medidas independentes com dez contagens
cada, foi calculado a média e posteriormente, determinado o valor do diametro
hidrodinamico (Dh). O tratamento de dados foi executado com auxilio do software
Microcal Origin 9.0° (LANNA et al., 2015).

4.6.2 Caracterizagao fisico-quimica dos filmes de quitosana contendo EEPC

4.6.2.1 Microscopia eletrénica de varredura dos filmes de quitosana contendo
EEPC

Os filmes de quitosana incorporados com EEPC nas diferentes concentracoes
e o filme de quitosana sem a incorporagao de extrato foram recortados em quadrados
de 1 x 1 cm e avaliados através da microscopia eletronica de varredura. Utilizando o
equipamento MEV (JEOL JSM-6390LV, Toquio, Japao), os filmes foram fixados com
fita de carbono no suporte do equipamento e analisados em baixo vacuo. Com o
objetivo de avaliar a homogeneidade, bem como a presencga de bolhas e aglomerados
na superficie, os filmes foram avaliados utilizando um aumento de 200x e de 1000x.
Além disso, foi possivel observar a lateral de todos os filmes, considerando um

aumento de 1500x.

4.6.2.2 Estudo de liberacao dos filmes

A fim de entender sobre o processo de liberacdo dos constituintes da
formulagao, procedeu-se a realizacdo do perfil de liberacdo dos filmes de quitosana
contendo as diferentes concentragdes de EEPC. Como veiculo do experimento foi
utilizado um fluido simulador de feridas constituido por 0,68 g de NaCl, 0,22 g de KCl,
2,5 g de NaHCOs e 0,35 g de NaH2PO4em 100 mL de agua destilada com pH 7,4.
Tubos falcon foram utilizados como suporte, a fim de manter os filmes na superficie

do liquido, com apenas uma face em contato (efeito unidimensional). Ent&o, os filmes



53

foram recortados em tamanhos que cobriam completamente a abertura dos tubos e

foram fixados de modo que ficassem estaveis (Figura 6).

Figura 6 - Imagem demonstrando o suporte com tubo falcon para analise dos
filmes no sistema de liberacéao.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com o objeto de determinar o volume necessario de fluido para que cada
amostra consiga liberar os compostos de maneira integra, foi realizado o calculo da
condicdo sink para o extrato. Entdo, com o volume necessario para que a liberagcao
aconteca de forma plena, os filmes permaneceram em contato com o liquido por um
total de 480 min.

Durante esse intervalo de tempo, foram retiradas aliquotas a cada 20 min
durante a primeira hora, a cada 30 min na segunda hora e, posteriormente, em
intervalos de 1 h. Para manter as condi¢gdes ideais, todo o sistema foi mantido em
banho maria com a temperatura controlada a 34 °C + 1 °C e agitada a uma velocidade

constante de 500 rpm (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema ilustrado do estudo de liberag&o dos filmes de quitosana com
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora (EEPC).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Em cada coleta, foram retiradas aliquotas de 500 uL do béquer contendo o
fluido simulador que estava em contato com o filme. Posteriormente, o mesmo volume
retirado foi substituido por uma quantidade equivalente de fluido simulador de feridas
fresco. Para diluicdo das aliquotas, adicionou-se um volume de 1500 pL do fluido
simulador de feridas fresco. As amostras resultantes foram entdo submetidas a analise
na faixa de espectro de 200 a 400 nm, utilizando um espectrofotdmetro
(ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2), com o objetivo de identificar
possiveis compostos derivados de EEPC liberados no sistema.

Este procedimento foi realizado em triplicata, considerando trés amostras
diferentes dos filmes. Para a determinagdo da porcentagem de extrato liberada em
cada aliquota, foi realizado uma curva padrao com o EEPC em diferentes
concentracdes e a partir da equacao da reta obtida foram realizados os calculos.

A fim de compreender mais sobre os compostos liberados durante o estudo de
liberagcdo, as aliquotas retiradas a cada coleta foram utilizadas no ensaio de
doseamento de compostos fendlicos. O doseamento de compostos fendlicos foi
realizado baseado na metodologia de Folin (1927), conforme realizado com o extrato
bruto. A metodologia procedeu-se da mesma maneira que o item 4.3.1. Em

substituicdo a amostra de extrato, foram utilizadas as aliquotas retiradas do estudo de
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liberacao referente a cada hora. Como branco do experimento foi utilizado o fluido

simulador de feridas em substituicdo a amostra.

4.6.2.3 - Determinacao do peso médio dos filmes

A determinagéo do peso médio dos filmes de quitosana foi realizada através da
pesagem individual de dez amostras de cada filme, recortados em dimensdes de 1,5
cm x 1,5 cm. Toda a pesagem aconteceu em balancga eletrénica analitica modelo
AY220. Os valores foram reportados em valor médio + desvio padrao (SHAH et al.,
2019).

4.6.2.4 Determinacgao da espessura dos filmes

Utilizando-se de um micrébmetro digital Insize 3109-25 com 0-25 mm de
precisao na faixa, foi determinada a espessura de todas as diferentes amostras de
filmes. As analises foram realizadas com dez amostras de cada filme, recortados em
dimensdes de 1,5 x 1,5 cm, avaliando trés pontos distintos no filme e o valor de

espessura foi reportado em médio + desvio padrao (DEVI et al., 2017).

4.6.2.5 Determinacao da umidade

Utilizando um método gravimétrico, seguindo a metodologia proposta por Shah
et al. (2019), a umidade dos filmes de quitosana foi determinada. Os filmes foram
recortados em dimensdes de 1,5 x 1,5 cm, pesados em balanga analitica modelo AY22
(Pi) e em seguida, armazenados por 24 h em estufa de circulagéo forgada de ar a 105
°C. Passado as 24 h, os filmes foram pesados novamente (Pf). A porcentagem de
umidade foi determinada através de uma equacao e o experimento foi realizado em

triplicata.

(Pi — Pf) * 100

Umidade (%):
Pi

Onde: Pi: peso inicial dos filmes e Pf: peso final dos filmes.

4.6.2.6 Determinagao do grau de intumescimento e solubilidade dos filmes

O grau de intumescimento dos filmes foi avaliado seguindo a metodologia de
Pansara et al. (2020), com algumas modifica¢des. Inicialmente, os filmes foram

recortados em dimensodes de 1,5 x 1,5 cm e pesados em balanga analitica modelo
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AY22 (P0). Em seguida, foram submersos em um fluido simulador de feridas, mantido
a temperatura de 32 °C, por um periodo de 8 h. Apds a imersao, os filmes foram
removidos da solugdo com auxilio de uma pinga, colocados sobre um papel de filtro
por 1 min para retirar o excesso de agua e, posteriormente, pesados novamente (Pi)
em intervalos de tempo predefinidos: 1, 2, 4, 6 e 8 h. O experimento foi realizado em

triplicata e o grau de intumescimento dos filmes foi calculado conforme a equacéo:

Pi—P0=*100

Intumescimento (%):
(%) 50

Onde: Pi: peso dos filmes intumescidos e PO: peso inicial dos filmes.

Ao final da determinacdo do grau de intumescimento foi realizado a
determinacado do grau de solubilidade dos filmes, de acordo com a metodologia
proposta por Escarcega e colaboradores (2018), com algumas modificagdes. Os
filmes foram retirados do fluido e permaneceram durante 24 h na estufa de secagem
a 60 °C. Ao completar as 24 h, todas as amostras foram pesadas novamente (Ps). O
experimento foi realizado em triplicata e o grau de solubilidade foi calculado de acordo

com a equacao:

(PO — Ps) =100

. o,
Solubilidade (%): 50

Onde: PO: peso inicial dos filmes e Ps: peso dos filmes apds a secagem.

4.6.2.7 Analise térmica diferencial (DTA) e termogravimetria (TGA) dos filmes

O perfil térmico dos filmes de quitosana foi realizado em comparagao com o
extrato bruto (EEPC) e a quitosana pura, por meio da obtengdo das curvas de
TGA/DTA de cada amostra. Utilizando o analisador termogravimétrico simultaneo
TGA/DTA (HITACHI modelo STA7200RV), com fluxo de ar de 300 mL/min, com raz&o
de aquecimento de 30 °C/min, com massa de 2 mg aproximadamente e variando a
temperatura desde a ambiente até 1000 °C. O tratamento de dados foi executado com
auxilio do software Microcal Origin 9.0® (LANNA et al., 2015).
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4.6.2.8 Espectroscopia eletrénica vibracional na regido do infravermelho dos
filmes

Para avaliar as possiveis interagdes intermoleculares entre os componentes do
extrato com a quitosana, utilizou se o espectrofotometro Bruker Alpha FTIR para
realizar o ensaio de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Os filmes de quitosana foram avaliados no modo de
refletancia total atenuada. Foram obtidos os espectros apdés uma média de 64
varreduras consecutivas, com resolugédo de 4 cm' e intervalo de onda de 4000 a 400
cm. Os dados foram exportados e tratados com auxilio do software Microcal Origin
9.0®.

4.6.2.9 Analise dindmico mecanica nos modos axial e rotacional dos filmes dos
filmes

O comportamento reoldgico dos filmes foi avaliado baseado nas analises
dindmico mecanicas, utilizando um redmetro automatizado DH1 da T.A. Instruments
acoplado ao acessoério de DMA de fixagao linear. Os filmes foram fixados ao acessorio
do equipamento e submetidos a uma tracdo com velocidade de 1000 pm/s constante
até a sua ruptura, para o ensaio de tragdo. Para o ensaio em modo tangencial, os
filmes foram fixados no acessoério com um gap de 3 cm e submetidos a uma rotacao
com velocidade angular de 1 rad/s. Os experimentos foram realizados em triplicata,
construindo um grafico de tensdo x gap (modo axial) e tensdo x angulo (modo
rotacional) de cada amostra em relagéo ao filme branco (sem extrato). Os dados foram
tratados utilizando o software TRIOS e posteriormente exportados para software
Microcal Origin 9.0° (ALTIOK et al., 2010).

4.7 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DOS FILMES DE QUITOSANA CONTENDO
EEPC

4.7.1 Determinacgao da atividade citotoxica dos filmes
4.7.1.1 Ensaio de redu¢do metabdlica do MTT em macrofagos

O ensaio de reducdo metabdlica do MTT foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Monmann (1983), com o objetivo de avaliar a citotoxicidade
dos filmes de quitosana com e sem EEPC. Foram utilizados macrofagos
intraperitoneais de camundongos BALB/c, os quais foram cultivados nas mesmas

condigbes descritas no item 4.4.1.1.1. Os filmes foram recortados em dimensdes de



58

0,2 cm x 0,2 cm e acrescentados aos pocos. Posteriormente, as placas foram
reincubadas por mais 48 h e o experimento procedeu-se nas mesmas condi¢gdes do
item 4.4.1.1.2.

4.7.1.2 Ensaio de reducao metabdlica do MTT em fibroblastos

Foi realizado o ensaio de MTT, de acordo com a metodologia proposta por
Monmann (1983), utilizando da linhagem L929 de fibroblastos com o objetivo de
verificar a citotoxicidade das diferentes amostras de filmes sobre essas células.
Inicialmente, os fibroblastos foram cultivados de acordo com o item 4.4.1.2.1. Todas
as amostras de filmes foram recortadas em quadrados de 0,2 cm x 0,2 cm e
acrescentados aos pogos destinados aos tratamentos das células. Todo o

experimento procedeu-se nas mesmas condigdes ja descritas no item 4.4.1.2.2.

4.7.2 Determinagao da atividade anti-inflamatoéria dos filmes
4.7.2.1 Ensaio de dosagem de 6xido nitrico (NO)

Os filmes foram recortados em quadrados de 0,2 x 0,2 cm, com o objetivo de
atingir a concentragéo de 1 mg de extrato no filme de maior concentracao. Estes filmes
foram utilizados para a determinagao da producao de 6xido nitrico baseado no método
de Griess (SUN et al., 2003), com adaptagdes. O experimento procedeu-se da mesma
maneira que o item 4.4.2.1, substituindo a adicao de EEPC no pogo pelos filmes
recortados. A quantificagdo de Oxido nitrico (uM) foi determinada mediante
comparagao com uma curva padrao de diluicao seriada de solugao de nitrito de sédio
(GUEVARA et al.,1998).

4.7.2.2 Ensaio de dosagem de citocina pro-inflamatéria Interleucina-6

A quantificacdo da citocina pro-inflamatdria interleucina-6 (IL-6) foi realizada
utilizando os filmes previamente cortado nas mesmas dimensdes anteriores (0,2 x 0,2
cm). Macrofagos intraperitoneais foram transferidos para placas de cultura de 24
pocos e submetidos ao tratamento com os filmes por um periodo de 6 h. Apds essa
etapa, o experimento procedeu-se da mesma maneira que o item 4.4.2.3. A
concentragcdo de IL-6 (pg/mL) foi determinada pela comparagdo das medidas de

absorbancia a 450 nm em um espectrofotdmetro com a curva.
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4.7.3 Determinagao da atividade antioxidante dos filmes
4.7.3.1 Método de sequestro de radical livre DPPH-

De acordo com a metodologia proposta por Saadat e colaboradores (2022),
com algumas alteragdes, foi determinada a atividade sequestrante de radicais DPPH
pelos filmes de quitosana. Os filmes de quitosana foram recortados em quadrados de
0,4 x 0,4 cm (area correspondente a 1 mg de extrato considerando o filme de maior
concentragao) e armazenados em eppendorf. Em cada filme, foram adicionados 1500
ML de metanol e os eppendorfs permaneceram em repouso por 24 h a 35 °C. Passado
as 24 h, foram retirados 100 pL do sobrenadante de cada amostra e adicionado em
uma microplaca de 96 pocos. Juntamente com o sobrenadante, foram adicionados
mais 150 uL da solugéo reagente de DPPH a 20 pg/mL em metanol.

Para o controle do experimento, foram realizados pogos com 100 uL de metanol
e 150 pL da solugao reagente de DPPH como o controle positivo. Pogos com 100 uL
do sobrenadante e 150 yL de metanol, como controle negativo da amostra. Além
disso, foram realizados pogos de controle negativo, com apenas 200 yL de metanol.
A microplaca permaneceu incubada por 30 min, ao abrigo da luz e posteriormente
realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro (UV-Vis ThermoScientific
Skanlt® Multiskan GO, software 3,2) a 517 nm. Os resultados foram expressos em

porcentagem de inibicdo e o experimento foi realizado em ftriplicata.

4.7.3.2 Método de reducao do complexo de fosfomolibdénio

A fim de avaliar o potencial de redugédo do complexo fosfomolibdénio dos filmes
de quitosana, a metodologia proposta por Prieto et al. (1999) foi adaptada. Os filmes
de quitosana foram recortados em quadrados de 0,4 x 0,4 cm e armazenados em
eppendorfs. Adicionou-se 750 uL de metanol e 750 uL de agua em cada amostra e os
filmes permaneceram em repouso por 24 h a 35 °C.

No dia seguinte, foi preparada a solugao reagente composta por solugao de
fosfato, solucdo de molibdato e acido sulfurico. De cada eppendorf, foram retirados
400 pL do sobrenadante e adicionados 300 pL de agua e 300 uL de metanol em cada
amostra. Em seguida, em tubos de ensaio, foram adicionados 300 pyL da solugdo
preparada com o sobrenadante dos filmes e 2 mL da solugao reagente.

Como controle da amostra, preparou-se o controle negativo da amostra, onde

a solugao reagente foi substituida por metanol e o controle negativo do experimento,
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onde a amostra foi substituida por metanol e agua. Os tubos foram fechados e
aquecidos em banho maria por 90 min a 95 °C e em seguida, resfriados em banho de
gelo.

Em seguida, todas as solu¢des foram adicionadas em placas de 96 pocgos e
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (UV-Vis ThermoScientific Skanlt®
Multiskan GO, software 3,2) a 695 nm. Todo o experimento foi realizado em ftriplicata,
considerando todas as amostras de filme. Os valores foram expressos em
porcentagem de atividade antioxidante relativa (AAR%) ao acido ascérbico, quercetina
e rutina, considerando a média e o desvio padrao (NEGRI et al.,2009), determinada

através da seguinte equacao:

Abs (amostra) — Abs (branco amostra)

AAR% = 100

Abs (controle positivo) — Abs (branco controle positivo) x

Onde, Abs (controle positivo): absorbancia mensurada pelos controles positivos
acido ascorbico, quercetina e rutina; Abs(amostra): absorbancia mensurada para as
amostras; Abs(branco amostra): absorbancia mensurada para o branco das amostras;
e Abs(branco controle positivo): absorbancia mensurada para o branco dos controles

positivos.

4.7.4 Determinacgao da atividade antimicrobiana dos filmes
4.7.4 .1 Linhagens bacterianas e fungicas

A fim de verificar a atividade antimicrobiana do extrato das folhas de Plinia
cauliflora, as seguintes linhagens de bactérias e de fungos foram selecionadas:
Staphylococcus epidermidis ATCC® 0016™; Staphylococcus aureus resistente aos
antibidticos convencionais ATCC® 33591 ™: Escherichia coli ATCC® 10536 ™; Candida
albicans sensivel aos antiflingicos convencionais ATCC® 24433™ e Candida albicans

resistente a anidulafungina, voriconazol, itraconazol e fluconazol ATCC® 10231™.

4.7.4.2 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos filmes

Para verificar a atividade antimicrobiana dos filmes de quitosana, a metodologia
proposta pelo CLSI (2017; 2018) de avaliagdo da concentragao inibitéria minima foi
adaptada. Inicialmente, as cepas de microrganismos foram repicadas e incubadas.

ApOs esse processo, as suspensdes dos microrganismos foram transferidas para os
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tubos até obter uma densidade 6ptica compativel com a escala de McFarland para a
preparagao do indculo, com o objetivo de obter um inéculo com 103 UFC/mL em cada
pogo com fungos e 10° UFC/mL em cada pogo com bactéria.

Em microplaca de 96 pocos, foram adicionados 100 uL de caldo RPMI ou MH,
a depender dos microrganismos, uma amostra de filme recortada em circulos de 0,4
cm de didmetro e 20 pL do inéculo. Como controle de crescimento do experimento foi
feito um pogo com apenas caldo RPMI ou MH, agua estéril e microrganismo. Como
controle positivo de tratamento, foram adicionados nos pocos discos de nistatina para
fungos e de ciprofloxacino para as bactérias. As placas foram incubadas por 24 h,
sendo as que continham bactérias a 37 °C e as que continham fungos a 35 °C.

Apoés as 24 h, foram retiradas aliquotas de 150 yL de cada pocgo e transferidos
para uma nova microplaca de 96 pogos, seguindo a mesma localizagdo de cada
amostra. Essa transferéncia teve o objetivo de retirar os flmes dos pogos para a futura
leitura no espectrofotémetro. Ao finalizar, foi realizada a leitura da placa a 600 nm em
um espectrofotébmetro (UV-Vis ThermoScientific Skanlt® Multiskan GO, software 3,2).
Todo o experimento foi realizado em triplicata para cada amostra de filme.

Apos a leitura em espectrofotdmetro, as absorbéncias foram avaliadas de
acordo com a metodologia descrita por Balkrishna e colaboradores (2022). O calculo
da porcentagem de inibigdo do crescimento microbiano apds o tratamento com os

filmes foi realizado de acordo com a equacao:

o (Ac — At)
% de inibicao = 100 — ——
Ac * 100

Onde, Ac: Absorbancia do controle de crescimento; At: absorbancia do pogo

com amostra.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram submetidos a andlise estatistica, baseada no teste de
analise de varidncia (ANOVA) e posteriormente avaliado no teste de Bonferroni,
através do programa GraphPrism 5.0. Os resultados sao apresentados em relagéo a
média + desvio padrdo de cada experimento. Foi considerado significativo os

resultados com p < 0,05, indicando um intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DE EEPC
5.1.1 -Teor de fendis totais, taninos e flavonoides

Através de relatos encontrados na literatura, acredita-se que EEPC seja rico
em compostos fendlicos, taninos e flavonoides (NEVES et al., 2021, DE OLIVEIRA et
al., 2011; SOUZA-MOREIRA et al., 2010). Os compostos como acido galico, a
quercetina e a rutina sdo amplamente detectados nas folhas dessa espécie (GARCIA
et al., 2019). Esses compostos sdo de suma importdncia na espécie, pois sao
compostos que estdo associados diretamente a atividade antioxidante, anti-
inflamatdria e antimicrobiana (SOUZA-MOREIRA et al., 2013; PAULA et al., 2021;
GASPAROTTO JUNIOR et al., 2019).

Compostos fendlicos sdo caracteristicos e majoritarios na espécie
(GASPAROTTO JUNIOR et al., 2019). Souza Moreira e colaboradores (2010)
determinaram que o conteudo fendlico foi maior de 45% em extratos etandlico das
folhas de EEPC. Conforme o resultado apresentado pelo EEPC (Tabela 2), verifica-se
que todas as classes de compostos estdo presentes no extrato de maneira

significativa.

Tabela 2 - Dosagem de fendis totais, taninos e flavonoides no extrato etandlico das
folhas de Plinia cauliflora.

Fendis Totais Taninos Flavonoides
(ng/mg em equivalente de acido tanico) (ng/mg em equivalente de acido tanico)  (ng/mg em equivalente de rutina)
EEPC 310,42 £ 8,75 108,56 + 0,39 36,80 £ 3,44

EEPC - Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Diversos compostos ja foram detectados e isolados nas folhas da espécie.
Souza-Moreira e colaboradores (2010), identificaram a presenga de diversos taninos,
como o acido galico e elagico, representando 509 mg/g de taninos totais na folha.
Além disso, 0 mesmo grupo identificou posteriormente a presenga de casuarinina, um
tanino hidrolisavel no extrato das folhas e a presenca de flavonoides glicosilados,
como a quercetina e miricetina (SOUZA-MOREIRA et al., 2013; 2018).
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Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia juntamente com
espectrometria de massas, a composicao fendlica do extrato das folhas dessa espécie
ja foi elucidada pelo nosso grupo de pesquisa. Foram identificados 22 compostos,
dentre eles acido quinico, galico e elagico, castalagina e casuarictina. Além disso,
flavonoides como a quercetina, miricetina e miricitrina também foram identificados
(PAULA et al., 2021).

Conforme relatado na literatura e encontrado nos resultados apresentados, o
extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora é rico em compostos fendlicos, taninos

e flavonoides.

5.2 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE EEPC
5.2.1 Determinagao da citotoxicidade
5.2.1.1 Analise da viabilidade celular in vitro

Para avaliar o potencial de seguranga do EEPC em uso humano, € crucial
determinar sua toxicidade em células do organismo. Independentemente do seu
potencial biolégico, uma substancia promissora nao deve ser toxica para as células
(ROGERO et al., 2003). Para isso, realizou-se o ensaio de viabilidade celular com
MTT em linhagens de macréfagos intraperitoneais de camundongos BALB/c e em
fibroblastos L929.

Este ensaio permite avaliar a sobrevivéncia celular, uma vez que apenas em
células metabolicamente ativas acontece a reducao do MTT em cristais de formanzan
(KUMAR et al., 2018). De acordo com as diretrizes previstas pela Orgdo Internacional
de Padronizagao (International Standard Organization - ISO10993-5, 2009), no ensaio
de MTT, considera-se um percentual de viabilidade celular aceitavel quando os valores
se situam acima de 70%.

As linhagens celulares escolhidas para a verificacdo da citotoxicidade de EEPC
estdo ligadas ao processo de cicatrizacdo de feridas. Os macrofagos sao
indispensaveis ao longo de toda a fase inflamatoria e os fibroblastos atuam ativamente
na producdo e degradagdo de colageno durante a cicatrizacdo de lesdes (XAVIER,
2022). Portanto, compreender a toxicidade de EEPC frente a essas células, é
indispensavel para a sua utilizagdo de maneira topica.

De acordo com a Figura 8, podemos analisar que a viabilidade celular se

manteve adequada frente aos macréfagos, independente das diferentes
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concentragcbes testadas, que variaram entre 300,00 e 18,75 pg/mL. Indicando,
portanto, que nao houve toxicidade nas diferentes concentracées de EEPC frente aos

macrofagos.

Figura 8 - Avaliagédo do perfil de viabilidade celular do extrato etandlico das folhas de
Plinia cauliflora em diferentes concentragbes frente a macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c.
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Cultura de macréfagos tratados com diferentes concentragdes de EEPC (de 300,00 uyg/mL a 18,75 uyg/mL), onde
C= Controle e EEPC= Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A figura 9 apresenta a porcentagem de viabilidade celular de fibroblastos L929
apos entrar o tratamento com as diferentes concentracdes de extrato. Observa-se que
apesar das variacdes, a viabilidade celular se manteve adequada nas diferentes
concentragdes. Portanto, apds o tratamento com todas as concentragcdes de EEPC, a
porcentagem de viabilidade celular permaneceu acima de 70%, classificando o extrato

como néo toxico a essa linhagem.



65

Figura 9 - Avaliagdo do perfil de viabilidade celular do extrato etandlico das folhas de
Plinia cauliflora em diferentes concentracoes frente fibroblastos L929.
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Cultura de fibroblastos L929 tratados com diferentes concentragdes de EEPC (de 18,75 pug/mL a 300,00 pg/mL),
onde C= Controle e EEPC= Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Paula e colaboradores (2023) encontraram resultados semelhantes no ensaio
de MTT, onde EEPC apresentou uma viabilidade celular adequada frente a
macrofagos. De acordo com as diretrizes previstas pela ISO10993-5 (2009), o ensaio
de viabilidade celular € uma das etapas iniciais fundamentais na avaliacdo da
biocompatibilidade de uma substancia. E somente apés a confirmacédo de sua baixa
toxicidade que os estudos posteriores devem prosseguir. Portanto, com base nos
resultados obtidos, pode-se inferir o EEPC néo é toxico para as linhagens testadas
nas concentragdes utilizadas, uma vez que a viabilidade celular permaneceu acima
de 70%.

5.2.2 Determinagao da atividade anti-inflamatéria de EEPC
5.5.2.1 Ensaio de dosagem de oxido nitrico (NO)

Durante o processo inflamatério, muitas substancias séo produzidas a fim de
mediar a inflamagao, incluindo os radicais livres. Um exemplo notavel é o 6xido nitrico,
formado a partir da L-arginina, geralmente sintetizado por macréfagos na fase inicial

da cicatrizagao de feridas. O 6xido nitrico desempenha um papel crucial na
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inflamacao, pois tem a capacidade de ativar enzimas ciclo-oxigenases 1 e 2, que, por
sua vez, podem agravar ainda mais o processo inflamatorio (WITTE et al., 2002).
Para avaliar o potencial anti-inflamatério de EEPC, foi realizado o ensaio da
dosagem de 6xido nitrico utilizando as mesmas concentragdes do extrato no ensaio
de viabilidade celular. Os resultados obtidos (Figura 10) demonstram que EEPC, a
partir da concentracao de 9,37 ug/mL, é capaz de reduzir a produgao 6xido nitrico
quando comparado com o controle estimulo, porém apenas as concentracdes de
300,00, 150,00 e 75,00 pg/mL que tiveram uma redugéo significativa (p < 0,05).

Figura 10 - Dosagem de 6xido nitrico em macréfagos de camundongos BALB/c,
apos estimulo com LPS e IFN-y e tratamento com extrato etandlico de Plinia
cauliflora em diferentes concentragdes.
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Legenda: CE= Controle-estimulo; CB= Controle Basal e EEPC= Extrato etandlico de Plinia cauliflora. Analise
estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenca significativa
em relagdo a CE.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na figura 10, podemos observar que com 300,00 pg/mL foi possivel reduzir em
89% da producao de NO em relagao ao grupo controle estimulo, enquanto com 150,00
pg/mL reduziu 64% e 75,00 yg/mL reduziu em 36%. Esses resultados corroboram com
o alto valor de compostos fendlicos descritos anteriormente, pois sabe-se que esses
compostos possuem uma potente atividade anti-inflamatéria (PAULA et al., 2021).

Além de revelar o potencial anti-inflamatério de EEPC, os resultados

apresentados na figura 10 indicam também um possivel efeito antioxidante desse
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extrato, uma vez que o éxido nitrico (NO) € uma espécie reativa. Sabe-se que extratos
vegetais ricos em polifendis possuem um amplo efeito antioxidante, visto que esses
compostos possuem uma capacidade elevada de estabilizar esses radicais livres
(COELHO, 2017).

Considerando esses resultados promissores, as concentragdes de EEPC com
maior efeito na inibicdo de NO (300,00 e 150,00 ug/mL) foram escolhidas para serem

utilizadas nos ensaios subsequentes.

5.5.2.2 Ensaio de dosagem de TNFa

O fator de necrose tumoral, também conhecido TNFa, é uma citocina pro-
inflamatdria, que atua nos processos de inflamagao, proliferagdo, diferenciagdo e
apoptose. E uma citocina expressa pelas células do sistema imune, como macréfagos,
mondcitos, células T e NK e encontrada principalmente na fase aguda de infecgdes,
levando a ativacdo da cascata de producido de outras citocinas e aumentando a
permeabilidade vascular. Por este motivo, € uma citocina de suma importéncia na
resposta inflamatoria (FERREIRA, 2015).

Portanto, uma das maneiras de avaliar o potencial anti-inflamatério de uma
substancia € através da dosagem da produg¢édo de TNFa in vitro. Os resultados (Figura
11) demonstram que todas as concentra¢des avaliadas reduziram significativamente
(p < 0.05) a produgao de TNFa em comparagao com o grupo controle. A concentragao de
300,00 pyg/mL foi capaz de reduzir 74% o nivel de produ¢cdo de TNFa comparando
com o controle, enquanto a concentragao de 150,00 ug/mL reduziu aproximadamente
50%.
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Figura 11 - Dosagem da producédo de TNFa em macréfagos apds estimulo com LPSe
tratamento com extrato etandlico de Plinia cauliflora em diferentes concentragdes.
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Cultura de macrdéfagos tratados com diferentes concentragdes de EEPC (300 ug/mL e 150 ug/mL), onde CE=
Controle-estimulo; CB= Controle Basal e EEPC= Extrato etandlico de Plinia cauliflora. Analise estatistica
realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenga significativa em relagao
aCE.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Acredita-se que o efeito apresentado pelo extrato acontece devido a sua
composi¢cao rica em compostos fendlicos e flavonoides. Sabe-se que esses
compostos apresentam um potencial efeito anti-inflamatério significativo devido a sua
capacidade de atuar na inibicdo da producgao de citocinas e enzimas pro-inflamatérias.
Além de serem compostos potencialmente antioxidante e por consequéncia desse

efeito atuar reduzindo os efeitos inflamatérios crénicos (PEREIRA et al., 2021).

5.5.2.3 Ensaio de dosagem de citocina pré-inflamatéria Interleucina 6

A interleucina 6 é uma citocina pro-inflamatoéria sintetizada pelos mondcitos,
fibroblastos e células endoteliais, que tem sua atuacéo principal durante a resposta
imune inata e adaptativa. Por meio dela € possivel controlar a producao de IL-1 e de
TNFa. IL-6 esta envolvida diretamente com atividades imunoldgicas, favorecendo a
sintese de substancias durante a fase aguda da inflamagéao (GOMES et al., 2009).

Uma das maneiras de avaliar o potencial anti-inflamatério de uma amostra é
por meio da mensuragao de quanto essa substancia pode reduzir a producgéo de IL-6.

Com os resultados do ensaio de dosagem de IL-6 (Figura 12), pode-se observar que
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nas duas concentragées o EEPC reduziu significativamente (p < 0,05) a producéao
dessa citocina em relacédo ao controle. Destaca-se a concentragcéo de 300,00 ug/mL
que reduziu 95% a producgao de IL6, quando comparado com o controle, enquanto a

concentragéo de 150,00 pug/mL reduziu 65% dessa produgéo.

Figura 12 - Dosagem da producéo de IL-6 em macréfagos apds estimulo com LPS e
tratamento com extrato etandlico de Plinia cauliflora em diferentes concentracoes.
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Cultura de macrofagos peritoneais tratados com diferentes concentragdes de EEPC (300 pug/mL e 150 pg/mL),
onde CE= Controle-estimulo; CB= Controle Basal e EEPC= Extrato etandlico de Plinia cauliflora. Analise
estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenca significativa
em relagdo a CE, b= diferenca significativa em relagéo a CB e c= diferenca significativa em relagéo a 300 pg/mL.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na literatura, muito se fala a respeito do potencial anti-inflamatério dos frutos
dessa espécie. Em especial, a jabuticabina e acido elagico possuem um grande
potencial de inibigado de citocinas pré-inflamatdrias, como, por exemplo, a interleucina
8 (DASTMALCHI et al., 2012). A quercetina, um dos componentes identificados dentre
os flavonoides que compde EEPC, possui amplos relatos na literatura do seu efeito
potencial efeito anti-inflamatorio, através da reducdo de IL-6 (OU et al., 2020).
Portanto, acredita-se que o efeito significativo na redugéo de IL-6 apresentado por
EEPC acontega em decorréncia da grande quantidade de compostos fendlicos e

flavonoides em sua composigao.
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5.5.2.4 Ensaio de dosagem de corpusculos lipidicos

Os corpusculos lipidicos sdo organelas presentes nas células do organismo
humano de forma fisiologica e desempenham um papel importante na sinalizagao
celular, no metabolismo lipidico e na inflamag&o. Podem ser encontrados dentro dos
leucoécitos, em uma quantidade basal, mas caso essas células se envolvam em
processos inflamatdérios eles podem se tornar mais abundantes (SILVA et al., 2014).

Por sua vez, essas organelas, além de se tornarem mais abundantes durante
um processo inflamatério, possuem a fungdo regulatéria de varios eventos que
acontecem durante a inflamagao, promovendo a produgdo de outras citocinas e
mediadores (VALLOCHI et al., 2018). Portanto, uma das maneiras de favorecer o
controle de um processo inflamatério pode acontecer por meio da redugao do acumulo
dessas organelas.

A figura 13 apresenta a reducdo do acumulo de corpusculos lipidicos apos o
tratamento das células com EEPC. Pode-se observar que apds o tratamento, as
células reduziram significativamente (p < 0,05) o acumulo de corpusculos lipidicos nas
duas concentragdes testadas. A concentracao de 300,00 pg/mL reduz 40% o acumulo

de corpusculos lipidicos, enquanto a concentragéo de 150,00 pg/mL reduz 44%.

Figura 13 - Avaliagdo do acumulo de corpusculos lipidicos em macréfagos de
camundongos BALB/c ap6s estimulo com LPS e IFN-y e tratamento com extrato
etandlico de Plinia cauliflora em diferentes concentragdes.
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Cultura de macrofagos peritoneais tratados com diferentes concentragdes de EEPC (300 ug/mL e 150 pug/mL),

onde CE= Controle-estimulo; CB= Controle Basal e EEPC= Extrato etandlico de Plinia cauliflora. Anélise
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estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenca significativa
em relagéo a CE.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Observa-se que EEPC é capaz de reduzir significativamente a producéo de
corpusculos lipidicos apds o estimulo nas células, esses resultados corroboram com
os resultados apresentados anteriormente. Sabe-se que compostos fendlicos e
flavonoides atuam com uma atividade antioxidante e anti-inflamatéria significativa,
portanto, acredita-se que esses compostos sejam os responsaveis pelas atividades
encontradas em todos os ensaios (PAULA et al.,, 2021; SOUZA-MOREIRA et al.,
2013).

5.5.3 Determinagao da atividade antioxidante de EEPC
5.5.3.1 Dosagem dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS)

A produgao de espécies reativas de oxigénio (EROS) é um processo fisioldgico
e continuo no organismo humano. Sdo essenciais e desempenham fungbes
importantes no organismo, desde a geragdo de ATP a defesa durante processos
inflamatorios (SEGAT, 2022). Porém, quando produzidas em excessos podem ser
prejudiciais. Dessa forma, o organismo desenvolveu mecanismos de defesa
antioxidante, a fim de limitar a sua producgao e evitar possiveis danos (BARBOSA et
al., 2010). Quando a producéo dessas espécies fica desbalanceada em contrapartida
da presenca de substancias antioxidantes, acontece o processo de estresse oxidativo
(IGHODARO et al., 2018).

Portanto, uma das formas de avaliar o efeito antioxidante de determinada
substancia é através da avaliacdo da capacidade dessa substancia de reduzir a
producao de EROS. Na figura 14, pode-se observar a capacidade de EEPC em reduzir
a produgcdo de EROS. Nas concentragbes de 300,00 e 150,00 pg/mL, EEPC
conseguiu reduzir significativamente (p < 0,05) a producdo de EROS pelas células
apos o estimulo com LPS e IFN-y. Na concentragcdo de 150,00 pg/mL foi possivel
reduzir 56% a producado de EROS quando comparado ao grupo controle, enquanto

em 300,00 pg/mL reduziu 63% da producéo.
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Figura 14 - Dosagem da producado de EROS em macréfagos de camundongos
BALB/c apés estimulo com LPS e IFN-y, e tratamento com extrato etandlico de Plinia
cauliflora em diferentes concentragdes.
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Cultura de macréfagos peritoneais tratados com diferentes concentragées de EEPC (300,00 ug/mL e 150,00
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com os resultados apresentados na figura 14 pode-se observar que EEPC
apresenta um efeito antioxidante significativo. Assim como a atividade anti-
inflamatoria ja descrita anteriormente, acredita-se que o efeito antioxidante tenha
correlagao direta com a composicao do extrato. De acordo com a literatura, a presenca
de compostos fendlicos, principalmente de flavonoides e taninos, justifica esse
resultado (SOUZA-MOREIRA, et al.,2010; PAULA, et al., 2021).

Além disso, os autores destacam que a presenga de compostos fendlicos
favorece a atuagdo do extrato como sequestradores de radicais de oxigénio
(QUETTIER-DELEU et al., 2000). Pode-se, inclusive, correlacionar a quantificagéo de
polifendis com o teor antioxidante de amostras (MEZA-MIRANDA et al., 2022). Rice-
Evans (1995) ainda afirma que a atividade antioxidante dos polifendis, como os que
estdo presente em EEPC se manifesta em grande parte através da eliminagéo de

espécies reativas de oxigénio.
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5.5.3.2 Método de sequestro de radical livre DPPHe e método de redugao do
complexo de fosfomolibdénio

A capacidade de sequestrar radicais livres, ou seja, a capacidade de doar
atomos de hidrogénio, € uma habilidade comum as substancias que possuem
atividade antioxidante. Um dos ensaios para avaliar o potencial de sequestro de
radicais livres é o ensaio de DPPH. A substancia DPPH é uma molécula considerada
um radical livre de coloracéo violeta que produz um maximo de absorgao préximo a
520 nm. Este, ao entrar em contato com uma substancia que possua a capacidade de
doar atomos de hidrogénio, sera reduzido a DPPH-H, alterando sua cor para
amarelado e produzindo feixes de menor intensidade de absorg¢ao (OLIVEIRA, 2014).
Considera-se que quanto maior for a redu¢cdo de DPPH a DPPH-H, maior sera
o potencial antioxidante e menor sera o valor da concentracao inibitéria de 50% (CI150).
O valor de concentragéo inibitéria de 50% indica a quantidade necessaria da
substancia para inibir metade do poder oxidante do DPPH. Portanto, pode-se inferir
com os nossos resultados (Tabela 3) que o EEPC possui uma atividade sequestrante
potencial, visto que apresentou um valor de CI50 de 4,42 + 0,91 yg/mL, enquanto os
controles positivos, rutina apresentou uma CI50 de 1,71 + 0,02 ug/mL e a quercetina
de 0,33 £ 0,12 pg/mL, com diferenga significativa (p < 0,05) entre eles.
Tabela 3 - Avaliagao do potencial antioxidante do extrato etandlico das folhas de

Plinia cauliflora através dos métodos de sequestro de radical livre DPPH+ e da
reducao do complexo fosfomolibdénio

DPPH — Clso Complexo Fosfomolibdénio

Amostra AAR% relativaa AAR% relativa a AAR% relativa a
(ng/mL)

quercetina rutina acido ascoérbico

EEPC 4,42 +0,912> 122,05 +1,43%¢ 199,72 +2,34¢°® 41,44 +0,48%¢
Rutina 1,71 £ 0,02 -—- - —
Quercetina 0,33+£0,12 - — —

EEPC = Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora; DDPH — IC50= Valor da concentragao inibitéria minima
de 50% de DPPH para o EEPC; AAR%= Porcentagem relativa a quercetina, rutina ou acido ascoérbico. Analise

estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenca significativa

em relagdo a rutina, b = diferenca significativa em relagao a quercetina, c= diferenga significativa em relagao a
AAR% acido ascorbico, d= diferenca significativa em relagdo a AAR% rutina e e= diferenca significativa em
relacdo a AAR% quercetina.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Ja o ensaio de redugao do complexo fosfomolibdénio € um método eficaz para
avaliar a capacidade antioxidante de substancias lipofilicas ou hidrofilicas, e, por esse
motivo, € uma excelente opg¢ao para se analisar a capacidade total antioxidante de
substancias complexas, como o caso dos extratos brutos (PRIETO et al., 1999). O
resultado desse ensaio é demonstrado em porcentagens relativas (AAR%) de acido
ascorbico, quercetina e rutina e quanto mais proximo ou maiores 100%, mais
promissor sera a atividade da amostra avaliada.

Através da tabela 3, pode-se observar que EEPC apresentou uma AAR% a
quercetina 122,05 £ 1,43, relativa a rutina de 199,72 + 2,34 e relativa ao acido
ascorbico de 41,44 + 0,48, possuindo diferenga significativa (p < 0,05) entre todos os
grupos. O valor mais baixo de AAR% relativa ao acido ascérbico, acontece pelo fato
de EEPC ter maior similaridade com a rutina e quercetina. Essas substancias ja foram
encontradas na composicao desse extrato e possuem caracteristicas fendlicas
(PAULA et al., 2021). Portanto, com os resultados apresentados nota-se que EEPC
possuem resultados antioxidantes promissores.

Souza-Moreira e colaboradores (2010) também encontraram resultados
promissores, acima de 90% de inibicdo no ensaio de DPPH para o extrato das folhas
dessa espécie. Existem relatos ainda do efeito antioxidante de EEPC pelo método de
DPPH e de reducdo do complexo fosfomolibdénio, corroborando com os resultados
descritos (PAULA, et al. 2021). Outros estudos também encontraram resultados
promissores, mesmo avaliando outras partes da planta, como os ramos, cascas e 0s
frutos da mesma espécie (WANG, et al., 2014; PAULA et al., 2021 DE SOUZA, et al.,
2017).

Portanto, através das duas metodologias avaliadas, pode-se considerar que
EEPC possui um potencial antioxidante significativo, corroborando com outros dados
da literatura. Acredita-se que esse efeito seja derivado da sua composigéo rica em
substancias fendlicas, as quais sdo notaveis pela sua capacidade antioxidante
(LENQUISTE, et al. 2015).

5.5.3.3 Sistema B-caroteno / acido linoleico

O método de avaliagao da atividade antioxidante por meio do sistema (-
caroteno/acido linoleico acontece por um ensaio de co-oxidagao, baseado na perda
da coloracdo de uma emulsdo. O acido linoleico ao ser oxidado forma estruturas

radicalares, que atacam as duplas ligagdes do 3-caroteno, resultando na alteragao da
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sua coloracdo. Por isso, € considerado um método colorimétrico, que avalia a
atividade antioxidante por meio de um espectrofotbmetro a 470 nm. Quando
compostos antioxidantes sao adicionados no sistema, ndo acontece a peroxidagao do
acido linoleico e por consequéncia a coloragdo do B-caroteno ndo € alterada
(SUCUPIRA et al., 2012).

Na tabela 4, é possivel observar os resultados apresentados por EEPC e os
controles positivos, quercetina e rutina. Pode-se observar que EEPC uma
porcentagem de inibigdo de 52,09%, enquanto a rutina 25,20% e a quercetina 64,43%.
O EEPC apresentou uma diferenca significativa em relagao ao controle positivo rutina,
indicando a sua acao antioxidante. Esses resultados corroboram com os outros

ensaios ja avaliados, onde o extrato exibe uma potente atividade antioxidante.

Tabela 4 - Avaliacido do potencial antioxidante do extrato etandlico das folhas de
Plinia cauliflora por meio do método de inibicao do sistema B-caroteno/acido linoleico

-Caroteno/acido linoleico (38,46 ug/mL)

Amostra
Inibigao (%) F1 F2
EEPC 52,090 + 7,380 @ 0,552 + 0,370 0,618 £0,10
Quercetina 64,430 + 2,400 0,570 £ 0,070 0,699 + 0,11
Rutina 25,200 + 0,900 0,590 + 0,009 1,630 £ 0,32

Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenca
significativa em relacéo a rutina.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O parametro F1 avaliado nesse sistema, fundamenta-se no bloqueio da
formacdo de peroxidos no inicio da reagao, entre 15 e 45 mi. Espera-se que a
substancia tenha resultados inferiores a 1 e préximos de 0 para possuir um efeito
antioxidante significativo, esse mesmo parametro serve para F2 (NASCIMENTO et al.,
2010). Portanto, considerando esse parametro, € possivel observar que o extrato se
comportou de maneira muito semelhante com os controles positivos, indicando a sua
eficacia no bloqueio da formacéao de peroéxidos.

Ja o parametro F2, avalia sobre a capacidade do composto de inibir outras
substancias que podem ser geradas durante o processo de oxidagdo, como produtos
da decomposicao de peroxidos, reagdes que acontecem entre 75 e 90 min (DUARTE-

ALMEIDA et al., 2006). Assim como em F1, o extrato apresentou resultado de 0,618 +
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0,10, atingindo o objetivo de possuir resultados proximos de 0 e menor do que 1.
Destaca-se ainda que o extrato apresentou resultados bem proximos ao controle

quercetina.

Figura 15 - Curva de oxidagao do B-caroteno, avaliando a absorbancia em 470 nm,
mostrando a preservagao da sua coloragao ao longo de 120 min de reagao na
presenca do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora.

0.8- EEPC
-= CN
—— Quercetina
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o
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ia o

0-0 I ) L] 1 ) ) |
0 20 40 60 80 100 120 140
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Legenda: EEPC: Extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora e CN= controle negativo

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na figura 15 é possivel observar que durante o experimento houve degradagao
do acido linoleico, devido ao decaimento continuo da curva do controle negativo,
indicando um bom funcionamento do sistema. Percebe-se ainda que EEPC é capaz
de reduzir a oxidag&o ao longo dos 120 min de reagdo, mesmo nao apresentando um

efeito superior a quercetina.

5.5.3.4 Inibicao da formacao de malondialdeido

Durante um processo de peroxidagao lipidica, uma série de radicais podem ser
produzidos, dentre eles os peréxidos (LOOH). Essas substancias sao formadas a
partir da interagdo de um radical livre produzido, um atomo de hidrogénio e outro acido
graxo (OLIVEIRA, 2021). Ao serem decompostos, podem favorecer a formagao de

substancias reativas, as quais podem causar danos celulares (YDAV et al., 2013). Um
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dos produtos dessa reacdo é o malondialdeido (MDA), um biomarcador da
peroxidacgao lipidica.

Uma das formas de verificar a formacado de MDA, é através do monitoramento
do processo de peroxidacéo lipidica que acontece em carnes. No ensaio de inibigao
da formagdo de malonaldeido, a carne sera tratada com a amostra e através da
complexacao com o acido tiobarbiturico (TBA), sera possivel quantificar a produgao
dessa substancia reativa.

Caso a amostra tenha potencial antioxidante, a produgao de malonaldeido sera
reduzida com o passar dos dias. Na figura 16, pode-se observar o efeito de EEPC na
reducdo da producdo de MDA. Destaca-se que a amostra apresenta um efeito
significativo ap6s o segundo dia de experimento, onde apresenta diferenca

significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle negativo.

Figura 16 - Grafico de redugao da produgao de malondialdeido na presenca extrato
etandlico das folhas de Plinia cauliflora e de BHT nas concentracbes de 7,5; 15,0 e
30,0 pg/mL.

Conc. de malondialdeido (M.mol)

Tempo (dias)

BN CNMeOH [ EPPC75ug/mL M EEPC15ug/mL. M EEPC30 yg/mL EEN BHT 75 pg/mL @ BHT 15 pg/mL @ BHT 30 pgimL

Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenga
significativa em relagdo ao controle negativo.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Observa-se que no segundo dia, EEPC conseguiu reduzir a concentracao de
MDA em 49%, 63% e 70%, nas concentragdes de 7,5 ug/mL, 15 ug/mL e 30 ug/mL,
respectivamente, em relagédo ao controle negativo. No ultimo dia, o extratou conseguiu
reduzir em 58%, 52% e 57%, nas mesmas concentragdes respectivamente. Pode-se
observar que a medida que a concentragédo de MDA aumenta no controle negativo, as
amostras que foram tratadas com EEPC consegue manter niveis mais baixos desse

biomarcador. Vale ressaltar que no oitavo dia, o extrato consegue reduzir mais a
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producédo de MDA do que o BHT (controle positivo). Esses resultados corroboram com
a potente atividade antioxidante descrita nos testes anteriores em decorréncia da

composicao rica em compostos fendlicos do extrato.

5.5.4 Determinacgao da atividade antimicrobiana de EEPC

5541 Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), da
concentracao bactericida minima (CBM) e concentragao fungicida minima (CFM)

No cenario atual, a busca por novas substancias com potencial antimicrobiano
€ de extrema importdncia, dada a necessidade de desenvolver novos agentes
capazes de controlar o crescimento microbiano (SANTOS et al., 2022). Sabe-se que
uma das principais causas de complicacdes em lesdes de pele é a colonizagao por
microrganismos. A colonizacédo afeta financeiramente, prejudica a recuperagédo do
paciente e ainda pode causar complicagdes, levando até mesmo a morte (OLIVEIRA
et al., 2021).

De acordo com a literatura, os principais microrganismos que colonizam as
feridas sdo S. aureus, P. aeruginosa, S. epidermidis, E. Coli, Klebsiella spp,
Enterobacter spp, P. mirabilis e A. baumanii (OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2014; OLIVEIRA
et al., 2021; LIMA, 2019). Além das bactérias ja citadas, C. albicans aparece na
literatura como uma das espécies fungicas que sdo frequentemente encontradas
colonizando feridas, especialmente aquelas derivadas de queimaduras (MORAIS,
2022).

Um dos métodos padronizados para avaliar a capacidade de uma substancia
de inibir o crescimento microbiano € o teste de determinacdo da concentracido
inibitéria minima, seguido pela determinagcédo da concentragcio bactericida ou fungicida
minima (CLSI, 2018). De acordo com Simdes e colaboradores (2009), uma amostra
com potencial antimicrobiano promissor geralmente apresenta valores de CIM de até
1000 pg/mL. Classificando de forma mais detalhada, a inibicdo do crescimento
microbiano € considerada forte quando o valor de CIM é até 500 ug/mL moderada
quando CIM se situa entre 600 e 1500 pg/mL, e fraca quando CIM é abaixo de 1500
pMg/mL.

Considerando os principais microrganismos colonizadores de feridas, o ensaio
antimicrobiano foi realizado com S. epidermidis, S. aureus resistente aos antibiéticos
convencionais, E. coli, C. albicans resistente a anidulafungina, voriconazol, itraconazol

e fluconazol e C. albicans sensivel aos antifungicos convencionais.
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Observa-se na tabela 5 que EEPC demonstrou uma notavel atividade
antimicrobiana contra todas as cepas testadas. Frente as bactérias, EEPC apresentou
uma CIM de 3,96 yg/mL para S. epidermidis, uma CIM de 500 pg/mL para S. aureus
e uma CIM de 1000 ug/mL para E. coli. Frente as duas linhagens diferentes de C.

albicans a CIM foi de 500 pg/mL.

Tabela 5 - Concentragao inibitéria minima (CIM), efeito no valor da CIM e a
concentracéo bactericida minima (CBM) ou concentracao fungicida minima (CFM)
do extrato etandlico de Plinia cauliflora frente as espécies bacterianas e fungicas

selecionadas.

CIM Efeito no valor CBM/CFM

Microrganismos
(mg/mL) de CIM (ug/mL)

Staphylococcus epidermidis
ATCC®0016™
Staphylococcus aureus
ATCC®33591™
Escherichia coli 1000

ATCC®10536™
Candida albicans
ATCC®24433™
Candida albicans
ATCC®10231™

Legenda: Staphylococcus aureus ATCC® 33591 ™: Resistente aos antibioticos convencionais; Candida albicans

3,96 Bacteriostatico ;
500 Bactericida 500

Bactericida 1000

250 Fungicida 250

250 Fungicida 250

ATCC®24433™: Sensivel aos antifiUngicos convencionais; Candida albicans ATCC® 10231™: Resistente a
anidulafungina, voriconazol, itraconazol e fluconazol
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Considerando o efeito no valor da concentragdo inibitdria minima, observa-se
que para S. epidermidis, o efeito foi bacteriostatico, enquanto para as demais
bactérias, EEPC exibe ac¢ao bactericida. No caso das espécies de C. albicans, os
valores de CIM apresentam um efeito fungicida.

Na literatura ja existem relatos da eficacia antimicrobiana de EEPC. Nos
diferentes extratos das folhas de Plinia cauliflora, testados por Souza-Moreira et al.,
(2013), a atividade antimicrobiana foi considerada fraca frente a S. aureus, S.

epidermidis, E. e B. subtilis. Porém, os mesmos autores, destacam uma forte atividade
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contra C. albicans e C. tropicalis, com MIC de 625 ug/mL para ambas as espécies. De
acordo com Franzolin, et al. (2022), o extrato das folhas se mostrou mais eficaz contra
S. aureus, E. faecalis, E. coli e C. albicans quando comparado com o extrato
proveniente dos frutos.

Os resultados apontados na literatura sdo coerentes com as observagoes
descritas neste ensaio. Acredita-se que o grande potente efeito antimicrobiano,
especialmente contra fungos, pode estar relacionado com a riqueza de compostos
fendlicos em EEPC. Compostos como quercetina, acido galico, acido elagico e
elagitaninos possuem atividade antimicrobiana ja reconhecida (FIDELIS, 2019;
FRAZOLIN et al., 2022).

5.6 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES DE QUITOSANA CONTENDO EEPC

Os filmes de quitosana sdo extremamente reconhecidos pela facilidade de
obtengdo e baixo custo de fabricagdo, tendo sido objeto de varias pesquisas na
atualidade. Aléem de serem funcionais para o desenvolvimento de diversas
formulacdes, esses filmes também demonstram potencial antimicrobiano e
capacidade de acelerar a terapia celular (ESCARCEGA et al., 2018). Dada a
importancia desses efeitos biolégicos apresentados pelo polimero e dos resultados
promissores encontrados para EEPC, optamos por unir esse modelo de formulacao
com o extrato bruto obtido.

Além da escolha da quitosana como o polimero para o filme, é necessario
complementar a formulagdo com um agente plastificante, com o objetivo de melhorar
a aplicabilidade dos filmes. Por isso, optou-se por adicionar glicerina a formulagéo. A
presencga da glicerina confere maleabilidade e flexibilidade ao filme, caracteristicas
essenciais para a sua futura aplicacao direta sobre a pele (ANDRADE et al., 2023).

Varias técnicas estao disponiveis para a fabricagcado dos filmes, desde aquelas
que envolvem alto custo, como a impressao 3D, até aquelas que requerem menos
equipamentos, como o método de evaporacao de solvente. Nesse contexto, a técnica
escolhida foi a de evaporagao de solvente, onde os componentes da formulagao sao
incorporados por agitagdo mecéanica e posteriormente, secos em estufa, para que o
solvente utilizado seja evaporado (VIEGAS, 2016).

A escolha da técnica e dos componentes da formulacao foi realizada com o

objetivo de garantir uma aplicagdo eficaz e segura, com baixo custo e de facil
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preparacao. Ao final do processo de formulagéo e apds a secagem dos filmes (Figura

17), obtivemos filmes com uma aparéncia plastica e flexivel.

Figura 17 - Filmes de quitosana com extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora
em diferentes concentracdes, cortados em quadrados de 1 x 1 cm.

a) b)

Legenda: a) Filmes de quitosana sem a incorporacéo do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora
(SEEPC); b) Filmes de quitosana com a incorporagao do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora a 1%
(EEPC 1%); c) Filmes de quitosana com a incorporagéo do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora a
2,5% (EEPC 2,5%); d) Filmes de quitosana com a incorporagao do extrato etandlico das folhas de Plinia
cauliflora a 5% (EEPC 5%). Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.7 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FILMES DE QUITOSANA
CONTENDO EEPC

5.7.1 Caracterizagao fisico-quimica das solugoes precursoras dos filmes

5.7.1.1 Determinagéo dos parametros reoldgicos das solugdes precursoras dos
filmes

Através da caracterizagao reologica das solugdes precursoras, € possivel

avaliar as propriedades coloidais, de fluxo e de deformacg&o das amostras em questao,
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especialmente no que diz respeito a investigacdo de possivel estrutura de interagdes
intermoleculares ainda na fase liquida, que certamente ira interferir no comportamento
dos materiais solidos.

Com o objetivo de investigar tais interagdes, as solugbes precursoras foram
submetidas aos ensaios reoldgicos no modo oscilatorio e no modo estacionario. No
primeiro momento, as amostras foram avaliadas no modo oscilatério, onde é causado
um estresse mecanico no material antes do seu limite de ruptura. Neste ensaio sera
possivel avaliar a viscoelasticidade do material, considerando os parametros de
viscosidade complexa (n*), angulo de fase (&), médulo elastico (G’) e mdédulo viscoso
(G”) (SILVA, 2016).

E importante destacar que no médulo elastico avalia-se o qudo sélido é o
material, enquanto o modulo viscoso € uma medida da capacidade de fluidez do
material. Caso a amostra apresente valores de G” maior do que G’ considera-se que
o material tem um comportamento mais fluido do que sdlido. Caso G’ for maior que G”
o material é considerado mais sélido do que fluido (MEZGER, 2014).

Uma forma pratica de se avaliar o comportamento solido ou fluido de um
material € através da raz&o entre G” e G’, denominado fator de amortecimento definida
como a tangente do angulo de fase (d), tangente de delta (tand), conforme equagéao

abaixo:
144

tand = —
G
Os resultados dessa equacgao podem variar entre zero e infinito. Sabe-se que
quando o material tiver caracteristicas mais sélidas, o valor de tand sera entre O e 1,
e, quando o material for mais fluido o valor sera entre um e infinito (SILVA, 2016). Na

figura 18, observa-se os valores de G’, G” e tand de todas as amostras formuladas.

Figura 18 - Varredura de amplitude no ensaio oscilatorio avaliando os parametros

reoldgicos da solugao precursora dos filmes de quitosana.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

No grafico A da figura 18 é possivel observar que em todas as amostras os
valores de G’ sao inferiores aos valores de G”. Esse padrao permite considerar que
as amostras sao mais fluidas do que sodlidas. Pode-se observar ainda que,
inicialmente, ao adicionar 1% de EEPC na amostra o valor de G’ reduz, em
comparagao ao SEEPC. Ao adicionar 2,5% de EEPC, o valor de G’ se torna mais
préximo do apresentado pelo SEEPC, porém ao adicionar 5% de EEPC, o valor de G’
aumenta significativamente.

Essas alteracdes no valor de G’ em decorréncia do aumento de extrato indicam
que, a medida em que acontece a adigao de extrato, a solugdo ganha mais estrutura
e por consequéncia se torna menos fluidica. Porém, inicialmente, valores mais baixos
de adicdo de extrato gera uma desestruturacdo na matriz polimérica. Parte dessa
estruturacdo que acontece em EEPC 5%, pode acontecer pela maior presencga de
sélidos derivados do extrato no meio ou de componentes emulsificantes derivados do
proprio extrato.

O mesmo comportamento pode ser observado considerando os resultados de
tand, no grafico B da figura 18. Observa-se que em uma tensao de cisalhamento acima
de 1 Pa, EEPC1% apresenta valores de tand maiores do que SEEPC, indicando quea
amostra tem um comportamento mais fluido do que a amostra sem adi¢cdo de
extrato. Esse fato acontece devido a desestruturacdo causada pelos componentes do
extrato na matriz polimérica. Ja para EEPC 2,5%, os valores de tand permanecem
proximos de SEEPC. Enquanto EEPC 5% apresentam valores mais baixos de tand
em relagido a todas as amostras, indicando seu comportamento mais soélido, atribuido

a uma maior estruturacao.
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Na figura 19, é possivel observar a variagdo da viscosidade complexa (n*) das
amostras em relagcdo a variagdo da frequéncia de oscilacdo aplicada sobre as
amostras. Como pode ser observado, os valores de n* diminuem com a frequéncia de
cisalhamento, indicando comportamento pseudoplastico, em que a rede de interacdes
intermoleculares sofre ruptura com o cisalhamento. A maior taxa de variagao para a
amostra EEPC 5% bem como os maiores valores de viscosidade complexa séo

indicativos adicionais de que se trata de um material mais estruturado que os demais.

Figura 19 - Viscosidade complexa em relagéo a frequéncia aplicada no ensaio
oscilatorio dos parametros reoldgicos da solugao precursora dos filmes de

quitosana.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados de viscosidade complexa em fungao da frequéncia de oscilagao
apontam que pequenas adigdes de extrato (1%) reduzem a viscosidade complexa da
solucédo precursora. O extrato em baixas proporgdes ocasiona um aumento da fluidez,
deixando a amostra mais fluida que a propria matriz polimérica. Esse processo
acontece devido a uma desestruturacdo que o extrato ocasiona quando adicionado
em poucas quantidades.

Porém, com a adicdo de maiores proporcdes, o extrato ocasiona um efeito de
interagcéo e sinergismo com a matriz polimérica de quitosana, diminuindo a fluidez e
proporcionando maior estruturagdo entre os componentes. Essa agao favorece a
atuacgao biolégica e a homogeneidade dos compostos no meio, pois em um meio mais
estruturado € menor a probabilidade de separacao de fase. Sugere-se que em EEPC

5%, seja encontrado em maior quantidade algum determinado composto que permita
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melhor emulsificacdo entre os compostos da matriz com o extrato, além de possuir
maior concentragdao de solidos, conferindo uma caracteristica mais estruturada a
amostra.

Considerando a composigédo rica em taninos ja apresentada pelo extrato,
sugere-se que essa agao emulsificante pode ser justificada pela presenca desses
componentes. Devido a sua estrutura rica em anéis hidrofébicos aromaticos e grupos
hidrofilicos hidroxila, os taninos além de possuirem uma boa atividade antioxidante,
podem apresentar uma boa atividade superficial e por consequéncia atuar como
emulsificante (FIGUEROA-ESPINOZA, et al., 2015).

Além da avaliagdo no modo oscilatorio, as amostras também foram
caracterizadas no modo rotacional. Nesse modelo, as interagdes intermoleculares sao
destruidas durante o experimento, perdendo a sua estruturagdo e passando a se
comportar de modo livre. No final do ensaio, sdo geradas as curvas de fluxo e de

viscosidade da amostra em questao, demonstradas na figura 20.

Figura 20 - Curva de fluxo e de viscosidade avaliados no ensaio rotacional dos
parametros reoldgicos da solugdo precursora dos filmes de quitosana.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As figuras 20 A e B mostram respectivamente as curvas de fluxo e de
viscosidade em fungao da taxa de cisalhamento. Como pode ser observado na figura
20 A, a amostra SEEPC apresenta um elevado valor de histerese de fluxo, sugerindo
ocorréncia de comportamento reoldgico ndao-newtoniano dependente do tempo. Esse
resultado corrobora com os parametros esperados para solugdes poliméricas
(LEWANDOWSKA et al., 2022).
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A Figura 20 B mostra a redug¢ao da viscosidade com a taxa de cisalhamento
demonstrando novamente o comportamento pseudoplastico. Este comportamento é
atribuido a quebra das interagdes intermoleculares durante o cisalhamento,
concomitante com o alinhamento molecular junto ao campo de velocidade do rotor
durante a execugao do experimento.

Durante um processo de mistura na etapa de fabricacéo, é imposto as amostras
um cisalhamento entre 102e 103 (CARNICER et al., 2021). Pode-se observar que a
partir de 400 s™', a viscosidade de todas as amostras se comporta de maneira
aproximadamente constante, ou seja, a estrutura ja esta tdo rompida que o material
se comporta como fluido newtoniano.

Como ja observado, os fluidos podem mudar a sua viscosidade em decorréncia
de alteragbes na taxa de cisalhamento. Considerando essa premissa, os fluidos séo
caracterizados em duas categorias. Fluidos com comportamento tixotropicos, tem-se
a sua viscosidade diminuida ao longo do tempo a uma taxa de cisalhamento
constante. Ja os fluidos reopéxicos, tem-se a viscosidade aumentada com o tempo
quando submetido a uma taxa de cisalhamento constante (SILVA et al., 2019).

A classificagao dos fluidos nessas categorias depende da diferenga entre a area
da curva ascendente e da area da curva descendente apresentado por ele na
determinacao da curva de fluxo. Na tabela 6 estdo apresentados os valores de area
da curva ascendente, descente e o calculo da tixotropia referente a area de histerese

de cada amostra.

Tabela 6 - Calculo de tixotropia de cada amostra a partir da curva de fluxo
apresentado pelas solugdes precursoras dos filmes de quitosana

Amostra Area da curva Area da curva Calculo da
ascendente descendente histerese

SEEPC 163.745,62 186.885,30 -23.139,7
EEPC 1% 120.946,79 129.803,82 - 8.857,03
EEPC 2,5% 123.403,34 129.443,40 - 6.040,06
EEPC 5% 135.923,40 139.158,77 - 3.235,36

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Resultado negativo no célculo de histerese € um resultado caracteristico do

efeito de reopexia. Esse padrao € apresentado por todas as amostras, indicando que
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o material se torna mais estruturado com o cisalhamento. Vale destacar que EEPC
5% apresenta um menor valor em modulo se comparado com as outras amostras,
indicando que essa amostra necessita de menos cisalhamento para se tornar mais

estruturada, por ja conter uma maior concentragao de interagdes intermoleculares.

5.7.1.2 Determinagdo da condutividade elétrica, potencial zeta (PZ) e do
tamanho de particula por espalhamento de luz dindmico (DLS) das solugdes
precursoras dos filmes

Devido a presenca de alguns ions, determinados liquidos possuem a
capacidade de conduzir corrente elétrica e a partir dessa fundamentacéao € avaliada a
condutividade elétrica de solugdes (OHLWELLER, 1981). A capacidade de
condutividade elétrica € proporcional a concentragao dos ions livres na solugdo. Na
figura 21, pode-se observar os valores de condutividade elétrica da solugéo

precursora dos filmes desenvolvidos.

Figura 21 - Valores de condutividade elétrica da solug&o precursora dos filmes
de quitosana incorporados a EEPC nas diferentes concentragdes.
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Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenca
significativa em relagdo a SEEPC, b= diferenca significativa em relagédo a EEPC1%, c= diferenca significativa em
relagdo a EEPC2,5% e d= diferenca significativa em relagdo a EEPC5%.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com os resultados podemos considerar a solugédo precursora dos filmes de
quitosana com EEPC uma solugéo eletrolitica, pois apresenta valores significativos de
condutividade elétrica. Observa-se que em EEPC 5%, acontece uma reducédo da

conducao elétrica, a qual foi atribuida a neutralizagdo das moléculas de quitosana por
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espécies anibnicas existentes no extrato. Acredita-se que essas espécies anidnicas
estejam relacionadas com a presencga de compostos fendlicos, como os taninos, que
possuem uma boa capacidade de doacgao de prétons e por consequéncia uma forte
capacidade de carregar carga elétrica. Sabe-se taninos condensados, por exemplo,
apds passarem por um processo reativo, pode-se adquirir um carater catidénico, que
por sua vez, possui uma capacidade intrinseca de doacgédo de protons (RESENDE,
2018).

Pode-se observar ainda que em EEPC5% acontece uma ligeira redugao da
condutividade em comparagao com as outras amostras de filmes. Esse resultado
indica que nessa amostra existem menos ions livres no meio e por consequéncia mais
ions ligados entre si. A maior proporc¢ao de ions interligados nessa amostra, confere a
ela uma maior estruturagdo, corroborando com os achados dos testes reologicos ja
citados.

A analise de potencial zeta avalia informagdes sobre a carga superficial de uma
particula. Através dela, podemos inferir sobre a estabilidade de uma particula na
solucao (KIM et al., 2019). Nessa analise, a amostra é submetida a um campo elétrico
alternado o qual gera um fenbmeno de microeletroforese, em que ocorre a migragao
de particulas na cubeta. Sabe-se que quanto maior for a frequéncia de oscilagdo das
particulas no campo elétrico, maior sera a carga elétrica, e, assim, maior sera o
potencial zeta desse composto.

A figura 22 mostra os valores de potencial zeta das solugbes precursoras dos
filmes de quitosana com e sem a incorporacao de extrato. Observa-se que a presenga
do extrato na solugcdo precursora pouco altera o potencial zeta da solugdo em
comparagdao com SEEPC. Sabe-se que a presenga dos grupamentos amino,
derivados da quitosana, gera potencial zeta positivo, fato esse que justifica o resultado
apresentado por SEEPC e provavelmente pelas outras amostras (CARVALHO et al.,
2019).
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Figura 22 - Valores de potencial zeta da solugao precursora dos filmes de quitosana
incorporados a EEPC nas diferentes concentracoes.
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Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenca
significativa em relacdo a SEEPC, b= diferenca significativa em relagdo a EEPC1%.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Uma das maneiras de avaliar o tamanho das particulas nanométricas de uma
solucao é através do valor de didmetro hidrodindmico. Espera-se que formulacdes
com quitosana apresente uma associagcado espontanea dos componentes em solugéo
e forme emaranhados moleculares (rede tridimensional). Na figura 23 pode-se
observar o valor de didmetro hidrodindmico das solu¢des precursoras dos filmes de

quitosana na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes de EEPC.

Figura 23 - Valores de didmetro hidrodindmico da solugao precursora dos filmes de
quitosana incorporados a EEPC nas diferentes concentragdes.
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Analise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a= diferenca
significativa em relagdo a SEEPC, b= diferenca significativa em relagédo a EEPC1%, c= diferenca significativa em
relacdo a EEPC5%.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com os resultados do tamanho de particula, é possivel observar que apos a
adicdo do extrato as particulas tendem a aumentar. A tendéncia de possuir particulas
maiores nas amostras com maior proporcao de extrato confere ao material uma maior
viscosidade. Esse resultado também corrobora com os achados nos testes reoldgicos,

onde as amostras com maior proporcao de extrato apontam uma maior viscosidade.

5.7.2 Caracterizagao fisico-quimica dos filmes
5.7.2.1 Microscopia eletrénica de varredura dos filmes

A utilizagdo da microscopia eletronica de varredura é uma abordagem
avancada para analise dos filmes de quitosana permitindo uma avaliacao detalhada
sobre a uniformidade e distribuicdo dos componentes na matriz polimérica dos filmes.
Assim, os filmes produzidos foram submetidos a essa técnica, avaliando a sua
superficie e a sua borda. Na Figura 24 observamos a superficie dos filmes com o
aumento de 200x e 1000x.
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Figura 24 - Microscopia eletrénica de varredura dos filmes de quitosana
incorporados a EEPC nas diferentes concentragdes, considerando um aumento de
200x e 1000x.

AUMENTO DE 200X

AUMENTO DE 1000X

Legenda: a) Filmes de quitosana sem a incorporagéo de EEPC; b): Filmes de quitosana com a incorporagéo de
1% de EEPC; c) Filmes de quitosana com a incorporagdo de 2,5% de EEPC; d) Filmes de quitosana com a
incorporagéo de 5% de EEPC.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As imagens retratam uma superficie homogénea e isenta de aglomerados no
caso de SEEPC. No entanto, ao observar os filmes incorporados com EEPC (Figura
24, b, c, d), pode-se notar a presenga de alguns aglomerados na superficie,
principalmente em EEPC 1% e EEPC 2,5%. Acredita-se que esses aglomerados na
superficie dos filmes representam uma parcela do extrato que n&o interagiu com a
matriz polimérica do filme de forma adequada (BUENO, 2019).

Acredita-se que devido a maior propor¢cdo de componentes em EEPC5%,
exista uma maior propor¢cao de componentes emulsificantes, os quais conferem uma
melhor integragdo do extrato no filme EEPC 5%. Essa agcdo emulsificante pode ser
relacionada com a presencga de taninos, os quais possuem uma estrutura com anéis
hidrofébicos aromaticos e grupos hidrofilicos hidroxila que indicam uma possivel

propriedade tensoativa, com capacidade de estabilizar emulsdes (FUIGUEROA-
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ESPINOZA, et al., 2015). Na Figura 25 observa-se uma visualizagao lateral de todos

os filmes.

Figura 25 - Microscopia eletrénica de varredura transversal dos filmes de quitosana
incorporados a EEPC nas diferentes concentragoes.

Legenda: a) Filmes de quitosana sem a incorporacédo de EEPC; b): Filmes de quitosana com a incorporagéo de

1% de EEPC; c) Filmes de quitosana com a incorporagéo de 2,5% de EEPC; d) Filmes de quitosana com a
incorporagéo de 5% de EEPC.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

E possivel observar que SEEPC apresenta uma borda homogénea, sem a
presenga de aglomerados ou poros. No entanto, apds a incorporagao de EEPC, é
evidente que os filmes passaram a adquirir aglomerados ndo apenas na sua
superficie. Contudo, a 5% de extrato observa-se novamente uma homogeneizagéo,
corroborando com a hipdtese da existéncia de componentes que passam a se
sobressair, favorecendo a interagdo com a quitosana. Zhang e colaboradores (2019),
encontraram caracteristicas semelhantes as apresentadas, filmes sem a incorporacao
do extrato sdo lisos e uniformes e ao elevar a concentragao de extrato a superficie se

torna mais heterogénea e porosa.

5.7.2.2 Estudo de liberacao dos filmes

Para atingir o objetivo de entrega dos ativos no local de aplicagao dos filmes de
quitosana é necessario que acontega um processo de liberagdo gradual para que os
compostos atinjam concentragdes plasmaticas ideais (WANDERLEY, 2019). No caso
dos filmes de quitosana, é esperado que acontegca uma liberacdo controlada dos
ativos, com o objetivo de prolongar e aperfeicoar a administragéo dos ativos.

Com o propdésito de avaliar a eficacia na liberagdo dos componentes do extrato
pelos filmes de quitosana foi realizado o estudo de liberagdo. Logo, foi construido um

sistema com o objetivo de mimetizar o contato dos filmes com o principal fluido
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encontrado em feridas, o exsudato. Além disso, todo o sistema permaneceu em banho
maria a 34 °C com o objetivo de mimetizar a temperatura corporal.

Para fins comparativos, foi elaborada a avaliacdo do espectro de absorgcéo do
extrato bruto. Esses dados serdo norteadores para verificar o local especifico de maior
liberagdo dos constituintes desse extrato. Através da figura 26, € possivel observar o

espectro de absorcdo do EEPC em diferentes concentracgées.

Figura 26 - Espectro de absorgéo do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora
em diferentes concentragoes.
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Curva padrao do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora variando nas concentragdes de 0,07 ug/mL até
0,001925 pg/mL, conforme demonstrado no grafico.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Nota-se, na figura 26, que o extrato exibe dois principais picos de absorbancia
maxima, um em 225 nm e outro em 275 nm. Sabe-se que entre 200 e 300 nm sao
identificados principalmente os compostos fendlicos, muito abundantes nessa espécie
(MENEZES FILHO et al., 2020; GARCIA et al., 2019; SOUZA et al., 2018). Espera-se
que em 225 nm referencie os flavonoides e em 275 os taninos e outros compostos
fendlicos. Com base nesses dados, foi possivel construir uma curva analitica (figura
27), relacionando a absorbancia nos nanémetros especificos com a concentragao de

extrato.
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Figura 27 - Curva analitica do extrato das folhas de Plinia cauliflora nas diferengas
absorbancias maximas.

1,2

A y = 26,454x - 0,048
R2=0,9881

0,8
0,6
0,4

0,2

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045

0,6
, y = 14,804x - 0,0363
R? = 0,9989 4

0,5
0,4 1)}
0,3
0,2
8
0,1
&
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045

a) Curva analitica elaborada a partir dos valores de absorbancia a 225 nm do EEPC em diferentes
concentragdes. b) Curva analitica elaborada a partir dos valores de absorbancia a 275 nm do EEPC em
diferentes concentragoes.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com o propdsito de determinar a quantidade adequada de fluido necessario
para possibilitar uma liberagdo completa e sem saturacdo do meio, estabeleceu-se a

condicdo sink para o extrato. Apos a finalizacdo do ensaio, constatou-se que sao



95

necessarios 6 mL do fluido simulador de feridas para realizar a dissolugdo completa
de 19 mg de extrato, portanto, a concentracdo ideal € de 3,17 mg de extrato por mL
de fluido.

E importante destacar que a placa empregada para o processo de secagem
dos filmes possui uma area de 63,585 cm?. Quanto a composicao dos filmes, convém
mencionar que, para EEPC 5%, emprega-se 600 mg de extrato/placa, 300 mg para
EEPC 2,5% e 120 mg para EEPC 1%. Tendo em consideracdo esses dados e a
concentracao ideal de fluido obtida na condicao sink, foi possivel determinar a melhor
escolha de suporte (falcon) para dar continuidade, bem como e o volume apropriado
de fluido simulador no sistema.

Com o intuito de melhorar o funcionamento do sistema, utilizou-se o falcon com
menor abertura (2,0096 cm?) para EEPC 5%, EEPC 2,5% e SEEPC, e com maior
abertura (6,6019 cm?) para EEPC 1%, devido a menor concentragido de extrato. O
volume de fluido simulador a ser utilizado no sistema foi definido para cada

concentracao de filme de acordo com a seguinte equacao:

Af
(Ct=" 4

Volume de fluido =
Ccs

Onde, Ct= concentracao total de extrato no filme (EEPC 5%= 600; EEPC 2,5%=
300, EEPC 1%= 120); Af= area do falcon escolhido (Falcon maior= 6,6019, falcon
menor= 2,0096); At= area total do filme seco (63,585); Ccs= Concentragdo no ensaio
de condigao skin (3,17)

Ap0s a realizacao dos calculos foi definido o volume de fluido necessario para
o bom funcionamento do sistema conforme a tabela 7. Os diferentes valores serao
considerados nos posteriores calculos para definicdo da porcentagem de liberagao do
extrato em cada amostra de filme. Vale destacar, que para SEEPC, foram
considerados os mesmos parametros que em EEPC 5%, visto que a amostra nao

possui concentragao de extrato.

Tabela 7 - Relacao de volume de fluido, area de filme e concentracéo de
extrato em relagdo a cada filme

Volume de Area do filme Concentracdo de
fluido (mL) (cm?) extrato (mg)
SEEPC 20 2,0096 -
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EEPC 1% 12 6,6019 12,46
EEPC 2,5% 10 2,0096 9,48
EEPC 5% 20 2,0096 19,00

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Ap0s a coleta de aliquotas do sistema de hora em hora, conforme descrito na
metodologia e posterior leitura de todas as absorbéncias, os dados foram tratados
utilizando a seguinte equagao para determinagao da porcentagem de extrato liberado

em cada coleta.

Considerando a equacao da reta do extrato bruto em 225 nm:

ABS + 0,048
i 1(( 26,454 ) *4) *Volume de fluido
% liberagao 225nm =

Concentracao de extrato I

h D

Considerando a equacao da reta do extrato bruto em 275 nm:

((ABS + 0'0363) *4) * Volume de fluido
1 14,804
% li a =
% liberagao 275nm = | Concentracio de extrato I
h D

Ao analisar as absorbancias a 225 nm, observa-se (figura 28) que em todos os
filmes a liberagdo acontece de forma gradual e progressiva, em concordancia com as
premissas desse modelo de sistema (MATOS, et al., 2020). Em média, apdés 120 min,
todos os filmes alcangaram um platdé na porcentagem de liberagdo, mantendo essa
porcentagem inalterada ao longo das subsequentes 8 h. Cabe ressaltar que o EEPC
5% exibe uma liberagao mais substancial do extrato, fato esse que se justifica devido

ao maior teor de extrato na formulacao.
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Figura 28 - Porcentagem de extrato liberado dos filmes de quitosana com EEPC,
considerando A=225 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Além disso, destaca-se que o SEEPC apresenta uma liberacdo reduzida,
inferior a 10%, o0 que sugere que os valores apresentados nas outras amostras sao
atribuiveis & presenca do extrato nas respectivas formulagdes. E importante
mencionar que todas as amostras demonstram uma tendéncia de maior liberagao em
relacdo ao SEEPC, bem como entre as diferentes concentragdes de filme, exceto
EEPC 1% vs EEPC 2,5%.

Considerando o espectro de absor¢gdo em 275 nm (figura 29), é possivel
observar um padréo muito parecido com o de 225 nm. O filme EEPC 5% revela uma
liberagdo mais expressiva, alcangando cerca de 38% de liberagao do extrato apds o
platé de liberac&o, que acontece aos 90 min. Ja EEPC 2,5% libera cerca de 22% do
extrato apos os 90 min de experimento e EEPC 1% cerca de 18% apds a estabilizagéo
da liberacdo. Da mesma forma que em 225 nm, as amostras apresentaram uma
tendéncia de maior liberacdo em relagdo ao SEEPC e entre as diferentes
concentracdes de filme, exceto EEPC 1% vs EEPC 2,5%.
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Figura 29 - Porcentagem de extrato liberado dos filmes de quitosana com EEPC,
considerando A=275 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os resultados do estudo de liberagao, em ambos os espectros, corroboram com
o modelo de formulagao escolhido, onde os filmes geram um sistema de liberagao
controlada do ativo veiculado. Observa-se que apés 90 min, em média, de contato
com o fluido simulador de feridas, € determinado um platé de liberagdo dos
constituintes do extrato, o qual é carreado até o final dos 480 min. Esse modelo de
sistema caracteriza uma liberagdo mais assertiva, direcionada e segura, permitindo
qgue os ativos cheguem diretamente ao local desejado e permanegam em atuagao por
mais tempo (MATQOS, et al., 2020).

A liberagao mais alta apresentada pelo EEPC 5%, em ambos os espectros de
absorgao, provavelmente se da pela maior concentragao de compostos do extrato na
sua composic¢ao. Essa maior liberacdo permite com que o extrato atue de forma mais
intensa e promova maiores beneficios ao local de aplicagdo. O mesmo padrao de
liberacdo aqui encontrado é relatado por outros autores na literatura, filmes de maior
concentragdo de extrato na composicdo com maior porcentagem de liberagdo de
ativos e ainda identificagcao de um platd de liberagdo apds um determinado ponto do
estudo (PEREIRA, et al., 2022; YASSUE-CORDEIRO, et al., 2015).

Com as mesmas aliquotas retiradas durante o estudo de liberacao, procedeu-
se a dosagem de compostos fendlicos, a fim de determinar a concentragdo desses
compostos liberados durante o estudo. Sabe-se que EEPC é rico em compostos
fendlicos (PAULA et al., 2021), portanto, se houver detecgdo dessa classe de

compostos nas aliquotas retiradas pode-se correlacionar com a liberagdo desses
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ativos. Na figura 30, observamos o resultado do teor de fendis em ug/mg em

equivalentes de acido tanico.

Figura 30 - Doseamento de compostos fendlicos presente nas aliquotas
retiradas do estudo de liberagao dos filmes de quitosana com EEPC.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Observa-se que os filmes SEEPC, EEPC1% apresentaram resultados
semelhantes no doseamento, indicando que a presenca desses compostos em ambos
as amostras de filmes séo baixas. No filme EEPC2,5% foi possivel detectar um pouco
mais desses compostos quando comparado com as duas outras amostras, porém os
valores ndo chegam a 30 ug/mg de teor de fendis. No entanto, no filme EEPC 5% foi
possivel detectar uma dosagem mais elevada, chegando a 100 pg/mg. Esses
resultados corroboram com os dados apontados durante o estudo de liberacdo e
corrobora com a composicao rica de EEPC em compostos fendlicos (PAULA et al.,
2021; SOUZA-MOREIRA et al., 2013).

5.7.2.3 Determinacao do peso médio e espessura dos filmes

A determinacao de peso médio e da espessura é de extrema importancia para
avaliar os parametros de uniformidade dos filmes, o que, por sua vez, permite
compreender sobre a distribuicdo homogénea dos constituintes em todo o filme
(GUIMARAES, 2019). No entanto, alcancar essa uniformidade através da metodologia
escolhida pode representar um grande desafio. O processo de secagem por
evaporagao de solvente pode resultar em uma distribuicdo desigual dos compostos,

impactando diretamente no peso médio e na espessura dos filmes (SOBRAL, 1999).
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Na tabela 8, observa-se os resultados de peso médio e espessura obtidos pelos filmes

formulados.

Tabela 8 - Peso médio e espessura dos filmes de quitosana incorporados com
diferentes concentracdes de EEPC

Filmes Peso médio (g) Espessura (mm)
SEEPC 0,037 0,01 0,159 £ 0,11
EEPC 1% 0,038 + 0,01 0,098 £ 0,03
EEPC 2,5% 0,044 + 0,01 0,147 £ 0,03
EEPC 5% 0,045 + 0,02 0,194 +0,10°

Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a=
diferenca significativa em relagéo a EEPC 1%.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Pode-se notar que o peso médio dos filmes variou entre 0,037 e 0,045 g.
Contudo, ndo foram identificadas diferengcas estatisticamente significativas entre
nenhuma das amostras. No que se refere a espessura, observou-se uma variagao
entre 0,098 e 0,194 mm, sendo que somente entre os filmes EEPC 5% e EEPC 1%
foi constatada uma diferenca significativa (p < 0,05). Esse fato destaca a influéncia do
aumento de extrato na composigao dos filmes sobre a sua espessura.

De acordo com Jiménez et al. (2012), € essencial buscar uma uniformidade na
espessura dos filmes, a fim de evitar problemas mecanicos e garantir a sua qualidade.
Neste contexto, €& relevante observar os baixos resultados de desvio padrao,
sugerindo que as amostras analisadas exibem propriedades ideais quanto a
uniformidade da espessura. Esta consisténcia na espessura é de suma importancia,
pois contribui para assegurar a sua resisténcia durante a utilizagao.

Filmes de quitosana preparados também pelo método de casting com a
incorporacao de ativos, apresentam resultados de espessura proximos aos obtidos
nas amostras formuladas. Por exemplo, fiimes de quitosana incorporados com
extratos de folhas de manga reportaram espessura variando entre 0,143 e 0,209 mm
(RAMBABU et al., 2019).

Os autores relacionam o aumento da espessura dos filmes, quando

incorporados com substancias ativas, como extratos, a possivel agregacao desses
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compostos na matriz polimérica. Essa agregacao pode resultar em filmes mais
espessos (ABREU, 2020). Essa correspondéncia na literatura corrobora com os
resultados apresentados e sugere que a incorporagao do extrato em nossa matriz de

quitosana segue o padrao dos estudos anteriores.

5.7.2.4 Determinacdo da umidade

A avaliagdo da porcentagem de umidade nos filmes desempenha um papel
crucial em seu desempenho eficaz. E essencial que os fimes possuam capacidade
de manter e transportar a umidade em niveis adequados, a fim de evitar o
ressecamento, e ao mesmo tempo, facilitar o processo de migragao celular nos casos
de feridas (MCCOLL et al., 2007).

A figura 31 apresenta os resultados relativos a porcentagem de umidade em
cada filme. Verifica-se que os filmes SEEPC, EEPC 1% e EEPC 5% mantiveram
consistentemente uma porcentagem de umidade em torno de 20%, sem apresentar
diferengas significativas. Porém, apenas o fiime EEPC 2,5% apresentou uma

diferenca significativa (p < 0,05) em relagao a todos os outros filmes.

Figura 31 - Porcentagem de umidade dos filmes de quitosana incorporados com
diferentes concentracoes de EEPC.
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Andlise estatistica realizada por ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05). Onde: a = diferenca
significativa em relagdo a SEEPC, b= diferenca significativa em relagdo a EEPC 1% e c= diferenca significativa
em relagédo a EEPC 5%.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Filmes de quitosana formulados pela técnica de casting e incorporando de 0,25
g a um 1 g de extrato de Ximenia americana L, apresentaram porcentagens de
umidade entre 16,92% e 25,92% (COSTA, 2022). Por outro lado, Bueno (2019)
formulou filmes de quitosana com 5, 10 e 20% de extrato de A. oleracea utilizando a
técnica de casting e encontrou teores de umidade que variaram entre 9,13 e 15,35%.
Valores mais elevados de umidade nos filmes sem a adicdo de extrato, s&o indicativos
da notavel capacidade da quitosana de absorver agua. Todos esses resultados
mostram que o teor de umidade apresentado pelos filmes formulados esta de acordo

com o esperado pela literatura.

5.7.2.5 Determinacao do grau de intumescimento e solubilidade dos filmes

A capacidade de intumescimento dos filmes de quitosana esta intrinsecamente
relacionada a sua bioadesividade, a capacidade de retencdo de exsudato e a
liberacdo de ativos no meio (CIANCA et al., 2020). Essas fun¢des sdo fundamentais
para a sua atuag&do enquanto filmes curativos, além de contribuir para a ades&o no
local de aplicagdo. Na figura 32, é possivel visualizar a evolugdo da capacidade de
intumescimento dos filmes ao longo de 8 h de experimento.

Figura 32 - Porcentagem de intumescimento dos filmes de quitosana incorporados
com diferentes concentracbes de EEPC.
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As diferentes amostras ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa, baseado no resultado
do teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Ao término do experimento, constatou-se que todos os filmes mantiveram a sua
integridade e permaneceram livres de rupturas. Na primeira hora de experimento,
nota-se que todos os filmes experimentaram um aumento em sua porcentagem de
intumescimento. Nos periodos subsequentes, essas porcentagens demonstraram
variagdes minimas. E importante ressaltar que, quando comparado com outras as
amostras de filme, os fiimes EEPC 5% e EEPC 2,5% exibiram um grau de
intumescimento mais baixo, provavelmente em decorréncia da maior concentragao de
extrato nessas amostras.

A capacidade de intumescimento dos filmes esta diretamente relacionada a
presenca de grupamentos amino na quitosana, os quais possuem afinidade pela
formacgéao de ligagdes de hidrogénio com a agua (SHAH et al., 2019). Esta relagao é
refletida nos resultados obtidos, onde os filmes sem adigdo de extrato (SEEPC) e o
filme com menor concentracéo (EEPC 1%) apresentaram as maiores porcentagens
de intumescimento.

Santos e colaboradores (2023) obtiveram um grau de intumescimento superior
a 70% na primeira hora. Essa porcentagem permaneceu relativamente constante nas
h subsequentes, alinhando-se com os resultados obtidos. Além disso, eles também
notaram que os filmes com maior concentragdo de extrato tendem a reduzir a
porcentagem de intumescimento, um fendbmeno semelhante ao observado no filme
EEPC 5%.

Acredita-se que a inclusdo de determinados compostos nas formulagdes de
quitosana pode diminuir a capacidade de formac&o de pontes de hidrogénio (BRAS et
al., 2020). Portanto, as menores taxas de intumescimento nos fiimes EEPC 5% e
EEPC 2,5% podem ser atribuidas a maior presenca de extrato na formulacgao.

Outro pardmetro crucial € a solubilidade, que desempenha um papel
fundamental na compreensao da interagcao entre os componentes do filme quando
estdo em contato com um exsudato ou outros fluidos aquosos (JAISWAL et al., 2019).

Na figura 33, apresentamos os resultados obtidos ao avaliar a solubilidade dos filmes.
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Figura 33 - Porcentagem de solubilidade dos filmes de quitosana incorporados com
diferentes concentracoes de EEPC.
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Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a=
diferenca significativa em relagdo a SEEPC; b= diferencga significativa em relagéo a EEPC 1%, c= diferenca
significativa em relagcédo a EEPC 2,5%.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O grau de solubilidade dos filmes formulados variou entre 70% e 45%. Destaca-
se que os filmes com menor proporcao de extrato apresentaram valores mais altos de
solubilidade, assim como o SEEPC. Esse fato acontece devido a presenga de uma
maior proporc¢ao de extrato incorporado, o qual modifica as estruturas moleculares da
solucao base e acrescenta uma maior propor¢cao de compostos insoluveis em agua.
E importante ressaltar que apenas o filme EEPC 5% apresentou uma diferenca
significativa em relagao a todos os outros filmes (p < 0,05).

Essa reducao da solubilidade dos filmes com o aumento da concentracédo do
extrato & consistente com as observacoes feitas por Wang e colaboradores (2019).
Em seus estudos sobre filmes de quitosana incorporados com extrato de Herba
Lophatheri, os autores sugeriram que essa redugao da solubilidade dos filmes apds a
incorporagao de extratos, pode estar relacionada as interagdes entre os componentes
do extrato e a quitosana, resultando em uma diminuicdo na afinidade dos filmes pela
agua (KALAYCIOGLU, et al., 2017; WANG et al., 2019).

5.7.2.6 Analise térmica diferencial (DTA) e termogravimetria (TGA) dos filmes

Avaliar o comportamento térmico de uma formulacdo é de suma importancia

para entender sobre a sua estabilidade, por isso foram conduzidas as analises
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termogravimétricas. Inicialmente, avaliou-se o comportamento do pé de quitosana
puro e do filme de quitosana SEEPC por TGA e DTA (Figura 34). Pode-se observar
que as curvas entre os dois compostos apresentam bastante similaridade,

principalmente na massa final.

Figura 34 - Analise térmica da quitosana pura e do filme SEEPC.
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A- Curva de TGA do pé de quitosana e do filme SEEPC. B- Curva de DTA do pé de quitosana e do filme SEEPC.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

E possivel observar no grafico de TGA (Figura 34 - A) que SEEPC apresentou
uma perda de massa mais rapida e mais pronunciada do que a quitosana pura. Esse
fato se justifica pela presenga de agua residual do processo de formulagao ainda nos
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filmes. Em ambas as amostras, em torno de 200 e 350 °C, acontece uma redugao de
massa mais significativa indicando a despolimerizagdo e decomposi¢cdo do
polissacarideo, quitosana. Em 300 °C a quitosana pura perdeu 26% da sua massa
total, enquanto o filme SEEPC ja perdeu 86% da sua massa total.

Nas curvas de DTA (Figura 34 — B) podemos observar que proximo de 300 °C
ambas as amostras apresentam o primeiro pico de decomposi¢ao. Sabe-se que filmes
de quitosana apresenta uma perda de massa significativa entre 30 e 110 °C devido a
perda da agua adsorvida pela amostra e outra perda de massa entre 250 e 352 °C no
processo de degradacgéo térmica da amostra (SHAH, et al., 2019).

Na figura 35, pode-se avaliar a analise térmica de todas as amostras de filme.
Considerando os filmes elaborados com EEPC e a amostra sem a incorporagao de

nenhum extrato.
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Figura 35 - Analise térmica do extrato puro e dos filmes de quitosana incorporados
com EEPC.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Como ja determinado na literatura para esses modelos de formulagao, em torno
de 110 °C acontece uma perda de massa significativa devido a agua residual nos
filmes (SHAH, et al., 2019). Nos graficos de TGA, figura 35-A é possivel observar com
nitidez essa perda. Além disso, podemos observar que nas amostras com extrato essa
perda é ainda mais significativa devido a presenga de compostos volateis entre os

componentes do extrato.
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Espera-se que compostos que serdo comercializados n&o apresentem
degradacao térmica em até 40 °C para que possam ser armazenados fora de
refrigeracao e ndo sofram influéncia da temperatura ambiente (DABIRI et al., 2016).
Considerando os dados de estabilidade térmica das amostras, podemos considerar
que as amostras nao teriam problemas para serem armazenados e comercializados.
Com base na figura 35-A, pode-se averiguar que ao chegar nos 1000 °C, o
extrato apresenta um valor de massa residual de 1,72%, enquanto os filmes
incorporados com EEPC apresentam um valor de massa residual de 0,64% para
EEPC1%, 0,43 para EEPC2,5% e de 0,17% para EEPC 5%. O valor de massa residual
dos filmes demonstra uma diminuicdo a medida que mais extrato € incorporado. O
valor mais elevado de massa residual de EEPC pode-se relacionar com a presenca
de espécies idnicas ionizaveis.

5.7.2.7 Espectroscopia eletrénica vibracional na regido do infravermelho dos
filmes

A técnica de espectroscopia eletrénica vibracional na regido do infravermelho
com transformada de Fourrier (FTIR) é fundamentada na incidéncia de radiagao na
regido do infravermelho em uma amostra sélida. Sabe-se que a energia envolvida nos
modos vibracionais das ligagdes € da mesma grandeza do infravermelho, e baseado
nisso, a técnica é utilizada para monitorar ligagées quimicas de grupos funcionais.

Ao misturar diferentes compostos em uma formulagao, diferentes moléculas
podem interagir e por consequéncia gerar alteragdes nos modos vibracionais. Essas
interacdes podem causar aumento, redugao, restricdo ou intensificagcdo das bandas
apresentadas pelas substancias isoladas, ocasionando deslocamento, reducdo ou
supressao de bandas (ARRAIS, 2012)

No espectro de EEPC (figura 36) sao identificadas as principais bandas em
3313, 2921, 2849, 1689, 1608, 1448, 1192 e 1036, as quais estao correlacionadas

diretamente aos compostos que s&o esperados na composigao desse extrato.
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Figura 36 - Espectros de infravermelho em conjunto do extrato etandlico das folhas
de Plinia cauliflora.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Sabe-se que bandas fortes e amplas, na faixa de 3000 a 3600 cm’,
correspondente a ligagbes de estiramento O-H devido a ligacbes de hidrogénio
(NETALA et al., 2016). No espectro observa-se uma banda de absorcdo em 3313 cm
', caracteristica de compostos fendlicos, presentes nessa amostra. Os picos duplos
em 2921 e 2849 cm™, sdo agudos e correspondem ao modo vibracional do
alongamento de C-H (SAMPAIO et al., 2016).

O pico em 1608 e 1689 cm™', corresponde ao modo vibracional de estiramento
de C=C aromatico, derivado de flavonoides (PAULA et al., 2023). Picos em torno de
1060 cm'indica as vibragbes de estiramento de C-O correspondendo a presenca de
alcool, acido carboxilicos, éteres e ésteres (FRAZOLIN et al., 2022; NETALA et al.,
2016).

Na figura 37, observa-se o espectro infravermelho do filme de quitosana sem
nenhuma adi¢ao de extrato. Verifica-se que as principais bandas dessa amostra estao
em 3273, 2939, 2883, 1644, 1561, 1410, 1108 e 1031 cm".
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Figura 37 - Espectros de infravermelho do filme de quitosana sem a incorporacéo de
EEPC.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Bandas na regido de 3000 e 3500 cm™' correspondente as ligagoes N-H e as
vibragdes do grupamento O-H, representado pelo pico amplo em 3273 cm-1. Ambos
os grupos funcionais estao presente nos filmes SEEPC, devido a estrutura originaria
da quitosana e de grupamentos O-H derivados da glicerina. Picos nessa regiao
também foi identificado por outros autores, os quais formulavam filmes de quitosana
com a mesma metodologia aqui proposta (ESCARCEGA et al., 2018; LECETA et al.,
2013; FRAGUAS et al., 2015)

O pico encontrado em 1640 cm™ pode indicar o alongamento de C=0, derivado
da amida | derivada da molécula da quitosana. Assim como o pico em 1561 cm-’
representa a amida Il, devido a curvatura N-H e 1108 cm' a amida Il pelo seu
alongamento C-N (LECETA et al., 2013). Os picos de 2939 e 2883 cm™! sdo atribuidas
aos grupos CH: das piranoses (FRAGUAS et al., 2015). Enquanto o pico em Pico
1410 cm™" vibragdes de ligagdes O-H (PAWLAK et al., 2003). Ja o pico em 1031 cm™"
é atribuido ao estiramento de C-O (BRAS et al., 2020).

Espera-se que apos a adi¢cao do extrato na formulacédo aconteca alteragao nas

bandas apresentadas pelo filme SEEPC. A unido de composto gera novas interagoes,
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e por consequéncia, deslocando, aumentando ou diminuindo as bandas ja
apresentadas. Na figura 38 observa-se o espectro de todas as amostras de filme em

comparagao com o EEPC e com o filme SEEPC.

Figura 38 - Espectros de infravermelho dos filmes de quitosana incorporados com
EEPC, do EEPC puro e do filme sem a incorporagao de extrato.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A primeira alteracdo que pode ser percebida € o alongamento da banda na
regido de 3300 cm' apresentada pelo extrato apds a incorporagdo com o0s
constituintes do filme. Nessa mesma regido ja eram identificadas interagbes na
amostra sem adicao de extrato (SEEPC) porém, apos a sua adicdo aconteceu uma
intensificagdo. Essa regido é caracteristica do estiramento de ligagdes O-H, ja
identificadas nos compostos isolados, portanto, apds a jungao dos constituintes pode
ter acontecido uma integracao, representada no alongamento da regido.

Em EEPC séo identificados picos na regidao de 1600 cm-1 que sao reduzidos

apos ajungao com a solugdo base dos filmes. Nessa regido sao identificados
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estiramento de C=C aromatico, os quais provavelmente se transformaram em novas
ligacbes quimicas em outras regides.

O leve pico apresentado em 1035 cm-' pelo EEPC ¢ intensificado apds a
inclusdo com a solugao base. Esse fato se da por ser uma regido de alta vibragéo de
estiramento de C-O, ja apresentados pelos filmes sem adigdo de extrato. Outra
caracteristica marcante € o aumento dos picos na regido de 950 cm™', onde nao era
identificado ligagées em EEPC puro.

Terrazas (2019) nao encontrou deslocamento no espectro de FTIR ao comparar
os seus filmes formulados com 0,1% do extrato das cascas dos frutos de jabuticaba
com o filme controle. A autora relata que aconteceu uma pequena alteracdo na
absorbancia ao adicionar o extrato e justifica esse resultado com o aumento de
ligagcdes quimicas na matriz dos filmes.

Rodrigues e colaboradores (2020), formularam filmes de quitosana com
gelatina e extrato das cascas de jabuticaba. Os autores relatam que através do FTIR
observaram ligeiras alteragbes no espectro em relagdo ao filme sem a adicéo de
extrato. As alteragdes observadas sao justificadas pela interagdo entre os polimeros
e os constituintes do extrato.

Assim como relatado na literatura, a incorporacado do extrato gera alteragdes
em diferentes regides de onda. Essas modificagdes sdo positivas, pois indicam que
de fato aconteceu a incorporacao dos constituintes do extrato com os componentes

dos filmes.

5.7.2.8 Analise dindmico mecanica nos modos axial e rotacional dos filmes dos
filmes

Um dos parametros essenciais para formulacdes de uso tépico € possuir
resisténcia mecanica. No caso dos filmes, precisam suportar cargas mecanicas
durante a aplicacdo no local, manuseio e transporte. E necessario que os filmes
consigam manter a sua integridade durante todo o tratamento (SANTOS et al., 2019).
Através do teste de ruptura axial e rotacional, foram avaliadas as propriedades
mecanicas dos filmes de quitosana com e sem EEPC. Na figura 39, pode-se observar

o comportamento dos filmes em relacéo ao teste de ruptura axial.
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Figura 39 - Analise reoldgica de ruptura axial dos filmes de quitosana incorporados

com EEPC.
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Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a=
diferenca significativa em relacdo a SEEPC.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

No teste de ruptura axial, foi avaliado o comportamento dos filmes em relagao
a ruptura por estiramento. Podemos observar que quanto a incorporacdo do extrato
reduz significativamente a forga necessaria para que acontega a ruptura do filme. Esse
resultado indica que os filmes com a adi¢do de extrato ficam menos rigidos quando
comparado com o filme sem a incorporacdo de EEPC. Destaca-se ainda que apesar
de nado possuir diferenga estatisticamente significativa no teste de ANOVA, a adi¢ao
de extrato em maior proporcdo diminui ainda mais a forca necessaria para a sua
ruptura.

Acredita-se que essa diferenga em relacdo a SEEPC se da pela maior presenca
de agregados sodlidos derivados dos componentes do extrato. Apds o processo de
remogao do solvente durante a secagem, o material sofre uma reestruturagdo. Nas
amostras com maior propor¢cao de extrato, encontra-se uma maior presenga de
componentes solidos e por consequéncia, mais agregados, os quais nao se interagem
muito bem entre si e por consequéncia conferem uma menor resisténcia, resultando
em amostras mais quebradigas. Achados semelhantes sdo encontrados na literatura,
onde filmes de quitosana com a incorporacao de diferentes extratos apresentam
menor resisténcia mecanica do que os filmes com sem esses ativos (BRAS et al.,
2020; DEBONE et al., 2019).
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Além da analise de ruptura axial, os filmes foram submetidos também a ruptura

rotacional, onde as amostras sdo torcidas até que acontega o rompimento (figura 40).

Figura 40 - Analise reoldgica de ruptura rotacional dos filmes de quitosana
incorporados com EEPC.
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Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Diferente do teste de ruptura axial, pode-se observar (figura 40) que a forga
necessaria para o rompimento das amostras ndo se difere muito do filme sem a
incorporacao de EEPC. Esses resultados apontam que independente da adigao de
extrato, a forca necessaria para que os filmes sejam rompidos nao se altera com a

adicao de extrato.

5.8 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DOS FILMES DE QUITOSANA CONTENDO
EEPC

5.8.1 Determinacao da atividade citotéxica dos filmes

|dentificagdo de novas substancias e formulagées assume uma significancia de
extrema relevancia para o futuro da saude, principalmente quando se trata de
formulagdes direcionadas ao tratamento de feridas e dotadas de propriedades
antimicrobianas. Entretanto, além do processo de desenvolvimento, a
biocompatibilidade desses sistemas é de suma importancia para a utilizagdo na
préatica clinica (BRAS et al., 2020)

Com o propésito de avaliar a toxicidade dos filmes formulados, procedeu-se a
realizacdo de um ensaio de viabilidade celular por meio do ensaio de redugao MTT

em formazan. Sabe-se que a reacao de redugcao acontece pela atividade mitocondrial
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de células ativas, portanto, proporcionalmente a formagao de formazan inferimos
sobre a sobrevivéncia das células (XAVIER, 2021). Os macrofagos e os fibroblastos
foram as células escolhidas por estarem diretamente associados ao processo de
recuperacgao de feridas, principalmente durante a fase inflamatéria (SILVA et al., 2019)
Conforme a ISO10993-5 (2009), o ensaio de MTT deve apresentar uma
viabilidade celular acima de 70% para ser considerada apropriada. Dessa forma, com
base nos resultados apresentados na figura 41, podemos afirmar que todos os filmes,
qguando testados em macrofagos, conseguem manter a viabilidade celular em

conformidade com os critérios estabelecidos, ou seja, acima de 70%.

Figura 41 - Avaliacdo da citotoxicidade dos filmes de quitosana com EEPC em
macrofagos de camundongos BALB/c.
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Legenda: C= células tratadas apenas com DMSO.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O teste de viabilidade celular também permite avaliar a biocompatibilidade da
formulagdo com as células locais (1ISO10993-5, 2009). Logo, os filmes desenvolvidos
sao apropriados para aplicagdo, uma vez que nao evidenciam indicios de toxicidade.
Tais descobertas estdo em consonancia, visto que a quitosana é reconhecida por ser
um polimero biocompativel, e 0o EEPC puro também demonstra excelentes resultados
de viabilidade celular. A fim de verificar o efeito citotdxico dos filmes também em
fibroblastos foi realizado o mesmo ensaio com a linhagem L929 de fibroblastos (figura
42).
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Figura 42 - Avaliagéo da citotoxicidade dos filmes de quitosana com EEPC em
fibroblastos L929.
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Legenda: C= células tratadas apenas com DMSO.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Pode-se observar que assim como em macréfagos, os filmes ndo se mostraram
toxicos aos fibroblastos dessa linhagem. Os filmes apresentaram uma viabilidade
celular variando 75% e 100% frente as células avaliadas. De acordo com a ISO10993-
5 (2009), a substancia para ser considerada atdxica precisa apresentar uma
viabilidade acima de 70%, como apresentado pelas amostras de filme. Portanto,

podemos considerar que os filmes ndo sao toxicos as linhagens de macréfagos e de
fibroblastos avaliadas.

5.8.2 Determinagao da atividade anti-inflamatoéria dos filmes
5.8.2.1 Ensaio de dosagem de 6xido nitrico (NO)

O 6xido nitrico € um radical produzido por macréfagos em células endoteliais
através de acao enzimatica, com capacidade de ativar enzimas ciclo-oxigenases e
aumentar o nivel de prostaglandinas, agravando, assim o processo inflamatério.
Adicionalmente, ele age em conjunto com outros mediadores inflamatdrios,
promovendo vasodilatagao e aumento da permeabilidade vascular (MAN, et al., 2022).

Com o propésito de avaliar o efeito anti-inflamatério dos filmes, foi realizado o
ensaio de dosagem de O6xido nitrico (NO). Os resultados (figura 43) indicam que

somente o EEPC 5% foi capaz de reduzir de maneira significativa (p<0,05) a produg¢ao
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de NO em relagdo ao grupo controle. Em todas as outras amostras testadas nao

aconteceu a reducao da produgao desse radical.

Figura 43 - Dosagem de 6xido nitrico em macrofagos de camundongos BALB/c,
apos estimulo com LPS, IFN-y e tratamento com os filmes de quitosana incorporado
com EEPC em diferentes concentragdes.
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Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a=
diferenca significativa em relagéo ao controle; b= diferenca significativa em relagéo ao basal, c= diferenca
significativa em relagdo a SEEPC.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

O filme EEPCS5% conseguiu reduzir em 46% a producdo de NO quando
comparado com o grupo controle. Sugere-se que o efeito apresentado pelo filme
EEPC 5% néao se deve unicamente a presenca da quitosana, mas sim a integragcéo
com os componentes do extrato. Outros ensaios ja realizados demonstram melhor
eficacia pelo filme EEPC 5%, possivelmente devido a melhor integragéo entre os
compostos do extrato com a matriz polimérica. Além disso, EEPC 5% se destaca como
a amostra que libera maior quantidade desses compostos, 0 que explica maior

poténcia e significancia do seu efeito observado.

5.8.2.2 Ensaio de dosagem de citocina pro-inflamatéria Interleucina-6

A modulagdo da expressdo de citocinas pro-inflamatodrias representa uma

estratégia crucial para interromper e controlar uma resposta inflamatoria. Por sua vez,
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a interleucina 6 (IL-6), € um desses exemplos (WU et al., 2019). Sintetizadas por
monocitos, essa citocina atua na resposta imunologica ao controlar a sintese de outras
citocinas, como TNFa e |IL-1 favorecendo a sintese de substancias na fase aguda da
inflamacao (GOMES et al., 2009).

Ao avaliar a produgdo de IL-6 em macrofagos apos o tratamento com os
diferentes filmes, podemos observar (figura 44) todas as amostras apresentaram uma
reducao significativa (p<0,05) da produgé&o dessa interleucina em relagdo ao grupo
estimulo, exceto o filme SEEPC. O filme EEPC5% conseguiu inibir 75% a produgao
de IL-6 quando comparado com o grupo estimulo, o filme EEPC 2,5% reduziu 49% e
EEPC 1% reduziu 41% dessa producgao.

Figura 44 - Dosagem da producéo de IL-6 em macréfagos apés estimulo com LPS e
tratamento com os filmes de quitosana incorporado com EEPC em diferentes

concentracoes.
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Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a=
diferenga significativa em relagdo ao CE; b= diferenca significativa em relagdo a CB, c= diferenga significativa em
relacdo a SEEPC, d= diferenca significativa em relagdo a EEPC1%, e= diferenca significativa em relagéo a
EEPC2,5% e f= diferenca significativa em relacdo a EEPC5%.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Acredita-se que a atividade anti-inflamatdria apresentada pelos filmes se da
tanto pela composi¢ao do extrato, rica em fendis e flavonoides, visto que o filme
SEEPC nado apresentou redugdao da producdo de IL-6. No estudo de Bras e

colaboradores (2020), o filme formulado apenas com quitosana e os que foram
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incorporadas com extrato, foram capazes de reduzir a producdo de IL-6 em
fibroblastos estimulados com LPS.

Com os resultados apresentados, pode-se observar que o filme EEPC5%
apresenta um maior efeito inibitério, reduzindo mais da metade da produgéao de IL-6.
Esse resultado corrobora com os achados anteriores, onde esse filme se demonstra
mais eficiente e com maior capacidade anti-inflamatdéria, demonstrado no ensaio de
oxido nitrico. Esse fato acontece devido a sua melhor performance na liberagao e na
melhor homogeneidade dos compostos, visualizado na avaliagdo reologica e na

microscopia eletrénica de varredura.

5.8.3 - Determinagao da atividade antioxidante dos filmes

5.8.3.1 - Método de sequestro de radical livre DPPHe+ e de redug&do do complexo
de fosfomolibdénio

O radical livre DPPH tem a capacidade de avaliar o potencial de determinados
compostos de eliminar radicais livres e assim, por consequéncia, inferir sobre a
atividade antioxidante dos ativos. Observa-se com a figura 45, que ao aumentar a
concentragédo de extrato, aumenta-se a porcentagem de inibigdo dos radicais DPPH,

ou seja, aumenta-se a atividade antioxidante dos filmes.

Figura 45 - Avaliagdo do potencial antioxidante dos filmes de quitosana incorporado
com EEPC através dos métodos de sequestro de radical livre DPPH.
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Andlise estatistica realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05), onde a=
diferenca significativa em relagdo a EEPC5%; b= diferenca significativa em relagdo a EEPC2,5%, c= diferenca
significativa em relagéo a EEPC1% e d= diferenca significativa em relagcéo a SEEPC.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Além da potente atividade antioxidante ja relatada pelo EEPC, acredita-se que
o efeito antioxidante apresentado pelos filmes se relacione com os grupamentos
amino, derivados da quitosana (HAFSA et al., 2015). Sabe-se que os radicais livres
podem reagir com esses grupamentos amino livres residuais e formar radicais de
macromoléculas estaveis (YEN et al., 2008).

Wang e colaboradores (2019), encontraram achados que corroboram com os
aqui relatados. Os autores observaram que ao aumentar a concentragao do extrato
nos filmes, a atividade antioxidante melhora significativamente. O estudo relata ainda
que nos filmes com 5% do extrato utilizado, a atividade aumentou em cerca de 3,5
vezes mais em relacao ao filme controle.

O método de avaliacdo da atividade antioxidante pelo ensaio de redugao do
complexo fosfomolibdénio € uma metodologia indicada para a avaliagdo de
substancias mais complexas, por permitir avaliar a capacidade antioxidante tanto de
substancias lipofilicas quanto hidrofilicas (PRIETO et al., 1999). De maneira
complementar ao teste de redugdo do radical DPPH, a atividade antioxidante dos
filmes foi avaliada também por esse método. Na tabela 9, podemos observar os
resultados apresentados pelos filmes em relagcdo a quercetina, rutina e acido

ascorbico.

Tabela 9 - Avaliacado do potencial antioxidante dos filmes de quitosana
incorporado com EEPC através da redugao do complexo fosfomolibdénio.

Complexo Fosfomolibdénio
Amostra AAR% relativa a AAR% relativaa AAR% relativa a

quercetina rutina acido ascoérbico
SEEPC 4,76 + 1,00 abc 8,79 £0,612bc 1,61 £ 0,34 abc
EEPC 1% 8,11 £0,712abd 12,87 + 0,65 2P d 2,75 £ 0,24 abd
EEPC 2,5% 19,74 £ 0,74 2cd 32,31 +1,22acd 6,09 + 0,87 acd

EEPC 5% 43,79 £ 0,14 bed 71,58 +£0,170P¢d 1521 +0,55bcd

Legenda: AAR%= Porcentagem relativa a quercetina, rutina ou acido ascorbico. Andlise estatistica

realizada pelo teste ANOVA, seguido do teste de Bonferroni (p < 0,05) onde a= diferenca significativa em relagdo
a EEPC5%; b= diferenca significativa em relagdo a EEPC2,5%, c= diferenga significativa em relagdo a EEPC1%
e d= diferenca significativa em relagdo a SEEPC.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Pode-se observar que a atividade antioxidante aumenta em relacdo ao
aumento da concentragao de extrato, assim como no ensaio de DPPH. Vale destacar
o maior efeito apresentado pelo fiilme EEPC5% apresentando uma porcentagem
relativa de 43,79% em relagdo a quercetina, de 71,58% em relagdo a rutina e de
15,21% em relagdo ao acido ascorbico. Sendo essa, a amostra mais eficaz, assim
como observado nos resultados anteriores. Corroborando com a hipotese de
EEPC5% ser a amostra mais eficaz devido a maior homogeneidade dos compostos
em sua formulacao e por consequéncia ser passivel de maior atividade bioldgica.

O efeito antioxidante apresentado pelo SEEPC se da devido a presencga dos
grupamentos amino da quitosana. Porém, pode-se observar que esse efeito é
significativamente potencializado apds a adigdo do extrato nos filmes. Assim como os
resultados apresentados pelo EEPC puro, os valores mais baixos em AAR% em
relacdo ao acido ascoérbico, acontece pelo fato de o extrato possuir mais compostos
fendlicos e por consequéncia apresentarem maior similaridade com a rutina e

quercetina.

5.8.4 - Determinagao da atividade antimicrobiana dos filmes

Uma aplicagao fundamental dos filmes de quitosana na pratica clinica envolve
0 seu uso como curativos modernos. Embora esses filmes possuissem caracteristicas
promissoras para essa finalidade, nao foi avaliado ainda a sua eficacia enquanto
antimicrobiano. E de suma importancia que os curativos atinjam a finalidade de
protetor frente a microrganismos, visto que esta € uma das principais causas de
complicagbes das lesdes de pele (ABDO et al., 2020).

Sabe-se que o0s principais microrganismos colonizadores de infecgdes
cutdneas sao S. aureus, P. aeruginosa, S. epidermidis, E. Coli, Klebsiella spp,
Enterobacter spp, P. mirabilis, A. baumanii e C. albicans (OLIVEIRA et al., 2021;
MORAIS, 2022). Devido a composigao rica em compostos fendélicos de EEPC e dos
relatos do potencial antimicrobiano da quitosana (FIDELIS, 2019; XIA et al., 2010),
acredita-se que os filmes apresentem uma atividade antimicrobiana significativa.

Portanto, os filmes foram avaliados frente a sua atividade antimicrobiano em
bactérias e fungos relacionados com a maior incidéncia de infec¢ao de lesdes de pele.
Na figura 46, pode-se observar a porcentagem de inibicao apresentada pelos filmes

frente as diferentes linhagens de C. albicans.
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Frente a C. albicans sensivel aos antifungicos convencionais (figura 46-A), o
filme que apresentou maior porcentagem de inibicao foi EEPC5%, inibindo cerca de
80% do crescimento desse fungo. Esse fato corrobora com todos os resultados
anteriores, onde essa amostra atuou como um melhor anti-inflamatério e melhor
antioxidante. Acredita-se que esse resultado se relacione com a maior
homogeneidade dos compostos no filme e sua maior capacidade de liberagao dos
ativos.

Ja para C. albicans resistente aos antifungicos convencionais (figura 46-B),
podemos observar que a inibicdo de todas as amostras permaneceu entre 90% e
100%, inclusive do controle positivo. Esse resultado, aponta a grande atividade
antifungica dos filmes de quitosana, indicando a capacidade dos filmes de inibir o
crescimento desse fungo. Vale destacar o potente efeito de SEEPC que acontece

devido aos grupamentos amino da quitosana.

Figura 46 - Porcentagem de inibigdo dos filmes de quitosana incorporados com

EEPC em diferentes concentragdes frente as cepas fungicas selecionadas.
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Legenda: A= Porcentagem de inibigdo dos filmes frente a Candida albicans sensivel aos antifungicos

convencionais ATCC® 24433™; B= Porcentagem de inibigdo dos filmes frente a Candida albicans resistente a

anidulafungina, voriconazol, itraconazol e fluconazol ATCC® 10231™.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na figura 47, pode-se observar o efeito dos filmes frente as diferentes espécies

de bactérias.

Figura 47 - Porcentagem de inibigdo dos filmes de quitosana incorporados com

EEPC em diferentes concentragdes frente as cepas bacterianas selecionadas.
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Legenda: A= Porcentagem de inibicdo dos filmes frente a E. coli ATCC® 10536 ™; B= Porcentagem de inibicdo
dos filmes frente a S. epidermidis ATCC® 0016 ™; C= Porcentagem de inibicao dos filmes frente a S. aureus
resistente aos antibidticos convencionais ATCC® 33591™.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

E possivel observar que a eficacia dos filmes foi menor para E. coli (figura 47-
A) assim como o resultado apresentado pelo EEPC puro. Para S. epidermidis (figura
47-B) todas as diferentes concentragbes apresentaram um efeito inibitério de 90 a
100%, indicando seu potencial efeito. A inibicdo para S. aureus resistente aos
antibiéticos convencionais (figura 47-C) permaneceu entre 80 e 100% nas diferentes
amostras de filmes. Sabe-se que compostos fendlicos e taninos possuem uma
atividade antimicrobiana bastante significativa, fato que corrobora com os resultados
apontados. Castro e colaboradores (1999), ja pontuou a atividade antimicrobiana de
varias espécies bacterianas frente aos taninos, principalmente S. aureus.

Além do efeito antimicrobiano esperado por parte do extrato puro, a quitosana
também apresenta atividade frente a bactérias e fungos, especialmente. Sabe-se que
a quitosana produz uma carga superficial positiva em sua estrutura, e essa, por sua
vez ataca a parede celular de microrganismos (NEVES, 2013). Os conhecidos
grupamentos amino da quitosana, se protonam e se ligam a grupos aniénicos dos
microrganismos, inibindo o seu crescimento.

Assim como os efeitos apresentados por essas amostras, no estudo de Wang
e colaboradores (2020), o efeito antimicrobiano foi melhor ao aumentar a
concentracao de ativos.

Destaca-se que frente a C. albicans resistente, S. aureus e S. epidermidis o
flme EEPC 5% demonstrou o maior efeito antimicrobiano, potencializando os
resultados apresentados por SEEPC. Esse fato corrobora com todos as analises ja
apresentadas, onde demonstra melhor eficacia e atuacdo desse filme devido a sua
maior propor¢ao de extrato e maior homogeneidade dos compostos. Destaca-se ainda
que esse filme possui uma maior liberagao de ativos no meio, comprovado através do

estudo de liberagao, e por consequéncia performa melhor nos ensaios bioldgicos.
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6- CONCLUSAO

A partir do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora (EEPC), foi possivel
identificar uma notavel concentragcdo de compostos fendlicos, taninos e flavonoides.
No teste de viabilidade celular, o extrato ndo se mostrou téxico, independente das
concentragbes, quando testado em linhagens de macrofagos intraperitoneais de
camundongos BALB/c e de fibroblastos L929.

No que tange a atividade anti-inflamatoria, o EEPC revelou-se promissor nas
concentragdes de 300 e 150 ug/mL, reduzindo significativamente a producao de 6xido
nitrico, TNFa, IL-6 e corpusculos lipidicos. Em relacdo a atividade antioxidante, o
extrato se destacou em todas as metodologias realizadas, com resultados robustos
nas diferentes formas de inibicdo da oxidagdo. Além disso, nos testes de atividade
antimicrobiana, realizado em varias cepas de bactérias e de fungos, o EEPC
demonstrou uma eficacia significativa, especialmente frente a S.aureus, S.
Epidermidis e C. Albicans.

Na avaliacdo das propriedades fisico-quimicas das solugdes precursoras, 0s
resultados indicaram uma interacdo intermolecular entre os componentes da
formulagdo e do extrato, notavelmente no caso do filme EEPC5% que apresentou
melhor resultado de homogeneidade entre os componentes. Os filmes elaborados
pela técnica de casting, apresentaram uma superficie integra e uniforme.
Especialmente em EEPC 5%, foi possivel observar uma superficie com poucos
aglomerados de extrato, evidenciando uma melhor homogeneizacdo dos
constituintes.

Todos os filmes apresentaram uniformidade em relacdo ao seu peso e a
espessura. Nos parametros de umidade, solubilidade e intumescimento os resultados
se mostraram se mostram consistentes com o modelo de formulagdo. Cabe ressaltar
que os filmes apresentaram estabilidade térmica acima de 40 °C e baixa taxa de
ruptura na analise mecanica. A espectroscopia eletrénica evidenciou claramente as
interagdes moleculares entre os componentes da matriz polimérica e do extrato.

No ensaio de liberacdo, foi possivel observar que compostos fendlicos sao
liberados quando o filme entra em contato com uma solu¢ado semelhante ao exsudato,
principalmente no filme EEPC 5%. Este filme demonstrou ser mais eficaz na liberagéo

dos compostos, ndo apenas devido a sua maior porcentagem de extrato na
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formulagdo, mas também a maior homogeneidade entre os seus constituintes,
conforme constatado na microscopia eletrénica de varredura e nos ensaios reolégicos.

Os filmes formulados ndo foram toxicos as diferentes linhagens de macrofagos
intraperitoneais e de fibroblastos L929. Nos ensaios de atividade anti-inflamatéria, os

filmes mostraram eficacia significativa na redugdo de interleucina 6. Entretanto,
apenas EEPC 5% conseguiu reduzir a produgao de o6xido nitrico de maneira
significativa.

No que tange a atividade antioxidante, todas as amostras apresentaram
potencial redutor, sendo esse potencial diretamente proporcional a concentragéo de
extrato. Portanto, EEPC 5% apresentou uma atividade antioxidante mais expressiva
em comparagao com as outras amostras.

Os filmes exibiram resultados significativos no ensaio antimicrobiano,
revelando a sua capacidade de inibir o crescimento de S.aureus, S. Epidermidis e C.
Albicans. E relevante observar que duas das cepas sensiveis aos fimes sdo
consideradas resistentes aos antibioticos encontrados disponiveis no mercado.

Por fim, cabe destacar que este é o primeiro estudo de caracterizacao fisico-
guimica e biolégica dos filmes desenvolvidos, o que aponta para a necessidade de
estudos adicionais para confirmar o seu potencial terapéutico e explorar suas

aplicagdes na pratica clinica com maior profundidade.
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